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Resumo

IGOR ALEXANDRE HANY FUZETA SCHABIB PERES. Aspectos Epidemiol6gicos da
Brucelose em Mamiferos Silvestres Simpatricos aos Bovinos no Pantanal. 2016. 70 f. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2016.

A brucelose ndo é apenas uma doenca que afeta 0 homem, animais domésticos e silvestres,
ela também regula e é regulada pelas interacdes que ocorrem entre esses seres, assim como pelo
ambiente em que esta inserida e por suas caracteristicas intrinsecas. O conhecimento e 0
monitoramento das infec¢bes causadas por Brucella spp. em mamiferos de vida livre €
estratégico para os programas de controle e erradicacao da brucelose animal. O objetivo geral
deste estudo foi contribuir para a compreensdo da dindmica epidemioldgica da brucelose no
Pantanal, especialmente, nas areas onde bovinos e animais silvestres vivem em simpatria. No
primeiro artigo o veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus) foi selecionado como sentinela
epidemioldgica, por sua ampla distribuicéo na regido e caracteristicas taxondmicas e bioldgicas
semelhantes as do gado. Foi feito o levantamento da soroprevaléncia para brucelose,
encontrando 6,59% dos individuos positivos e uma analise de fatores de risco que identificou
associacdo entre a inundacéo do Pantanal e a ocorréncia de cervideos positivos para a doenca.
No segundo trabalho, foram coletadas diferentes amostras bioldgicas de veado-campeiro (O.
bezoarticus), lobinho (Cerdocyon thous) e quati (Nasua nasua), com objetivo de avaliar a
exposicao destes animais a brucelose e detectar o DNA de Brucella spp., de forma que fosse
possivel identificar a espécie da bactéria presente na regido. Foi possivel confirmar a presenca
de anticorpos contra Brucella spp. nas provas indiretas (sorologicas), e dectectar o DNA desta
bactéria nas amostras, por meio de técnicas moleculares de diagndstico. Dentre as amostras
positivas, foi feito o sequenciamento dos fragmentos genéticos amplificados, sendo descartada
a possibilidade de infeccéo vacinal por Brucella abortus biovar 1 B19. Foi possivel detectar e
identificar Brucella abortus presente em um aspirado de linfonodo de quati.

Palavras-chave: Brucella spp.; diagnostico, Cerdocyon thous; Nasua nasua; Ozotoceros

bezoarticus.



EPIDEMIOLOGICAL ASPECTS OF BRUCELLOSIS INWILD
MAMMALS SYMPATRIC TO CATTLE ON PANTANAL

Abstract

IGOR ALEXANDRE HANY FUZETA SCHABIB PERES. Epidemiological aspects of
brucellosis in wild mammals sympatric to cattle on Pantanal. 2016. 70 f. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
Campo Grande, MS, 2016.

Brucellosis is not just a disease that affects humans, domestic and wild animals, it also
regulates and is regulated by the interespecific interactions that occur in these species even as
by the environment in which it operates and its intrinsic characteristics. The knowledge and
monitoring of infections caused by Brucella spp. in free-living mammals is strategic for the
control and eradication of animal brucellosis programs. The aim of this study was to
understanding the brucellosis epidemiology in the Pantanal, especially in areas where wild
animals live in sympatric relationship with cattle. In the first article of this thesis, the pampas
deer (Ozotoceros bezoarticus) was selected as an epidemiological sentinel, because its wide
distribution in the region and taxonomic and biological characteristics similars to those of cattle.
A survey for seroprevalence of brucellosis was excuted, finding 6.59% of positive individuals.
An analysis of risk factors identified association between flooding of the Pantanal and the
occurrence of positive deer for brucellosis. In the second study, were collected different
biological samples of pampas deer (O. bezoarticus), eating-crab fox (Cerdocyons thous) and
red-nosed coati (Nasua nasua), to evaluate the exposure of these animals to brucellosis and
detect DNA of Brucella spp. Therefore, it was possible to identify the species of bacteria present
in the wetland. Brucella spp. was found by serological test, which detect antibodies against the
bacterium. DNA of Brucella spp. was detected among examined samples. From the ADN-
positive samples, the sequencing of fragments was perfored, and rejected the possibility of
vaccinal infection by Brucella abortus biovar 1 S19. Brucella abortus has been detected and

identified in a coati lymph node aspirate.

Keywords: Brucella spp.; diagnosis; Cerdocyon thous; Nasua nasua; Ozotoceros bezoarticus;



Lista de abreviaturas e siglas (Opcional)

2-ME 2-mercaptoetanol

AAT Antigeno Acidificado Tamponado

dNTP Desoxinucleotideos (A, T, C, G)

FC Fixacdo do Complemento

FPA Fluorescent Polarization Assay — Prova da polarizacao
Fluorescente

IC Intervalo de confianca

LANAGRO Laborat6rio Nacional Agropecudrio

LPS Lipopolissacarideo

mP Milipolarizagdo (unidade de medida da FPA)

OR Odds Ratio

PCR Reacdo em cadeia de polimerase

PCR Multiplex PCR com vérios pares de nucleotideos que tem como
alvo diferentes partes do DNA examinado

PCR AMOS Um tipo de PCR Multiplex, no caso com nucleotideos
tendo como alvo: B. abortus, B. melitensis, B. ovis e B.
suis.

PCR nested PCR realizada em série, onde o produto da primeira

reacdo é o alvo da segunda PCR, a intencdo é aumentar
a especificidade da técnica

PCR real-time ou gPCR

PCR quantitativa, onde a interpretacdo dos resultados é
feita com auxilio de um aparelho. Este mede a
quantidade de luminescéncia emitida pelo segmento de
DNA amplificado, em cada ciclo da reacdo, até que a
emissao da luz ultrapasse um ponto de corte.

pb

Pares de bases nitrogenadas (unidade de medida do
tamanho dos fragmentos genéticos)

PNCEBT

Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e Tuberculose Animal

Taq

Enzima polimerase que possue atividade Otima
proximas a 90°C, necessaria para a amplificacdo do
DNA na PCR. Teve seu nome derivado da bactéria
Thermiphilus aquiferus

UFC

Unidades Formadoras de Co0nias (unidade de medida)
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INTRODUCAO

O capitulo introdutorio da preste tese apresenta uma breve atualizacdo sobre Brucella
spp., além de uma revisdo de literatura que compara os aspectos epidemiologicos da brucelose
em animais silvestres com os descritos para animais domesticos. S&o discutidos ainda os
programas de controle para esta doenga no mundo.

Foram incluidos alguns exemplos de programas de vigilancia especificos para o
monitoramento da brucelose em animais silvestres. Fatores ambientais que podem interferir na
cadeia epidemioldgica da brucelose foram abordados e discutidos, dentro da realidade
pantaneira, analisando as situacOes e condi¢cdes que poderiam afetar a distribuicdo da

enfermidade neste ambiente.

1.1 Brucella spp.
1.1.1 Microbiologia

As bactérias causadoras da brucelose sdo cocobacilos Gram negativos, intracelulares
facultativos, aerobios, que se desenvolvem melhor em atmosferas com concentracdo de
oxigénio controlada, entre (5 e 10%) (ALTON et al., 1988). Ndo possuem capsula, estruturas
de locomocgdo e ndo esporulam. Embora a maioria das espécies de Brucella possuam 2
cromossomos circulares, B. suis biovar 3 tem apenas um cromossomo. Os nucleotideos G ou C
constituem 57 % do DNA de Brucella spp. (BOSCHIROLI et al, 2001; QUINN et al., 2005).

Apds 72 horas em condi¢Ges de cultivo apropriadas as colénias de Brucella spp. podem
ser visualizadas. Porém, s6 aproximadamente no 12° dia é possivel avaliar o aspecto
macroscopico destas, que podem ser lisas devido a presenga da cadeia lateral “O” no
lipopolissacarideo (LPS) da parede celular, ou rugosas (sem a cadeia lateral “O” no LPS). As
coldnias lisas, caracteristicas de B. abortus, B. mellitensis, B. suis e B. neotomae sao
esbranquicgadas, convexas e de consisténcia cremosa. Ja as colonias rugosas podem ser dos tipos
estrita (caracteristica de B. ovis): seca, amarelo-opaca e friavel, ou mucodide (aspecto de B.
canis): semelhante a estrita, porém com textura viscosa. As coldnias lisas, apds sucessivas
replicacdes laboratoriais ou com o passar do tempo no meio de isolamento podem se tornar
rugosas. (WALKER, 2003; QUINN et al., 2005; MONTEIRO, 2006).

As variagOes fenotipicas nas colbnias de diferentes espécies de Brucella estdo

associadas a adaptagdes naturais desta bactéria aos seus reservatorios e, no caso de B. abortus,
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B. mellitensis e B. suis estdo relacionadas a caracteristicas de viruléncia e patogenicidade
(JIMENEZ DE BAGUES et al., 2004, XAVIER et al., 2010).

Brucella spp. pode sobreviver por até quatro meses na agua ou solo umido em condicdes
de temperatura e umidade favoraveis, ou por até oito meses no interior de material biolodgico
como leite, placenta, feto abortado, urina e fezes (WALKER, 2003; BRASIL, 2006). Essa
resisténcia ambiental € um dos maiores desafios para paises que erradicaram o agente dos
rebanhos domésticos. A persisténcia da bactéria no solo, vegetacdo e restos de animais
abortados ou carcacas favorece sua disseminacdo (AUNE et al., 2011).

Do ponto de vista zoon6tico, os métodos de pasteurizacdo de produtos lacteos e
derivados e o uso de desinfetantes a base de cloro, formaldeido ou o alcool 70° séo eficientes
para eliminar a bactéria, desde que utilizados nas concentracGes recomendadas (OMS, 1986;
PAULIN, 2003; BRASIL, 2006).

1.1.2 Relac¢éo entre Brucella spp. e hospedeiros

Originariamente, as seis espécies de Brucella conhecidas como cléssicas, B. mellitensis,
B. abortus, B. ovis, B. suis, B. canis e B. neotomae (EISEMBERG et al., 2012), eram
relacionadas a uma Unica genoespécie, a B. mellitensis (VERGER et al. 1985). Isso comecgou a
mudar a partir do isolamento de Brucella spp. em mamiferos marinhos (EWALT et al., 1994).
Em seguida, com os avancos nas tecnologias de pesquisa em biologia molecular, a
monoespecificidade do género foi contestada (MORENO et al., 2002).

Recentemente, foram identificadas varias novas espécies de Brucella, sobretudo em
animais silvestres, como por exemplo a descrita por Tiller et al., (2010), que foi caracterizada
geneticamente a partir de sete isolados de diferentes espécies de roedores australianos coletados
em 1964, quando ainda ndo haviam recursos tecnolégicos para a descoberta.

Uma nova espécie de Brucella foi associada a anfibios criados em cativeiro na
Alemanha, sendo isolada a partir de abscessos de pele em pererecas africanas (Leptopelis
vermiculatus) (FISCHER et al., 2012) e de 6rgéos internos de ra-touro-africana (Pyxicephalus
edulis) (EISENBERG et al., 2012). Mais tarde, no Reino Unido, coldnias genotipicamente
semelhantes as bactérias descritas acima também foram isoladas de lesdes de pele em perereca-
verde-australiana (Litoria caerulea) (WHATMORE et al., 2015). A identificacdo desta
Brucella sp. em anfibios abre novas perspectivas, ja que até entdo, todas as espécies de

referéncia da bactéria estavam associadas a mamiferos.
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Brucella papionis é a mais nova representante do género identificada até o0 momento.
Foi isolada e genotipada a partir de suabes da cérvix uterina de babuinos (Papio spp.), que
apresentavam histérico e sintomatologia clinica caracteristicos de doenca reprodutiva
(WHATMORE et al., 2014).

Portanto, ao menos 13 espécies de Brucella spp. sdo conhecidas: B. abortus (biotipos 1,
2,3,4,5,6,7e9), B. mellitensis (biotipos 1, 2, 3), B. suis (biotipos 1, 2, 3, 4, 5), B. ovis, B.
canis, B. neotomae, B. pinnipedialis, B. ceti, B. microti e B. inopinata (WHATMORE, 2009;
MAYER-SCHOLL et al., 2010), Brucella sp. dos roedores australianos (TILLER et al., 2010),
Brucella sp. de anuros (EISENBERG et al., 2012; FISHER et al., 2012; WHATMORE et al.,
2015) e Brucella papionis (WHATMORE et al., 2014). O estudo taxonémico em conjunto com
amicrobiologia das bactérias é importante para avaliar a coevolucao e coadaptacao do patdgeno
ao seu hospedeiro natural e ao ecossistema a que este esta integrado. Com tais informagdes, é
possivel evidenciar aspectos genéticos, ecoldgicos, patogénicos e fisioldgicos, importantes para
Brucella spp., e planejar melhor medidas de controle sanitario.

1.2 Brucelose
1.2.1 Ocorréncia

Afetando humanos, animais domeésticos e silvestres, a ocorréncia da brucelose esta
sempre associada a presenca da Brucella spp. em hospedeiros reservatérios e no ambiente
(GODFROID, 2002). Devido a esse carater infectante multiespecifico, paises como Espanha,
EUA e Canada, que obtiveram sucesso na eliminacdo e reducdo da brucelose dos rebanhos
domeésticos, tém combatido a doenca em areas restritas, geralmente, relacionadas com Parques
Nacionais. Nestes locais, ungulados silvestres mantém as taxas de infec¢do por Brucella spp.
eliminando a bactéria no ambiente (SERRANO et., al, 2011; CHEVILLE e McCULLOUGH,
1998; USDA, 2003).

Grandes investimentos e esforcos tém sido implementados em diferentes regides do
mundo para reduzir as prevaléncias da brucelose animal (PECK, 2010, McDERMOTT et al.,
2013; SANTOS et al., 2013). Essa doenca ¢ de dificil controle mesmo em locais onde ja foi
erradicada dos rebanhos comerciais e tem ressurgido a partir da manutencéo da bactéria por
reservatorios silvestres infectados (HIGGINS et al., 2012). Ainda, a brucelose pode constituir
uma barreira sanitaria e até mesmo arma bioldgica (DOGANAY & DOGANAY, 2013).
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Os estudos realizados em animais silvestres no Brasil indicam, em sua maioria, apenas
exposicdo a Brucella spp. Na regido pantaneira, foram executados levantamentos soroldgicos
em capivaras (Hydrochoerus hydrochaerys) e queixadas (Tayassu pecari) (ITO et al., 1998);
em veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus) (MATHIAS et al., 1999; ELISEI, et al., 2010,
SCHABIB-PERES, 2010); em porcos-monteiros (Sus scrofa) (PAES et al. 2008); lobinhos
(Cerdocyon thous) e quatis (Nasua nasua) (DORNELES, et al. 2014).

1.2.2 Hospedeiros

Em ambientes, como o Pantanal, onde ocorrem altas taxas de contato entre a fauna e
rebanhos domésticos, 0 monitoramento epidemioldgico deve ser direcionado para as doencas
que possam sofrer o processo de spillover ou “transbordamento interespecifico”, afetando
hospedeiros acidentais (DASZAK et al., 2000; BENGIS, 2002).

Para verificar se um animal silvestre constitui um reservatério e fonte de infeccdo de
Brucella spp., é necessario identificar se a doenca so se estabelece quando ha o contato com
animais de producéo (spillover), ou se ela ocorre no ambiente e nos hospedeiros silvestres
mesmo na auséncia dos rebanhos domésticos. Se a situacdo encontrada for o segundo caso, 0
monitoramento das populacgdes silvestres torna-se prioritario, sob o risco de re-introducéo (spill
back) da doenca nos rebanhos domésticos (GODFROID, 2002).

Um cenéario de spill back pode ser a causa do problema sanitario que ocorre nas
populacdes de cervideos e bisBes da regido do Parque do Yellowstone, nos EUA. Nesta area, 0
gado bovino com altas taxas de brucelose foi introduzido no inicio do século passado, podendo
ter causado spillover da doenca para o ambiente selvagem (CHEVILLE, 1998). Atualmente,
aqueles ruminantes silvestres que foram infectados pelo gado, mantém Brucella spp. no
ambiente, causando surtos da doenca (GODFROID et al., 2014).

1.2.3 Transmissao

Tanto para bovinos, como para 0s animais silvestres, as fémeas gestantes infectadas sdo
a principal fonte de contaminagdo ambiental. Estas, ao abortar ou parir, eliminam grandes
quantidades de Brucella spp. no ambiente, contaminando pastagens, agua e solo (OMS, 1986;
CHEVILLE e McCULLOUGH, 1998; BRASIL, 2006). Uma vaca que aborta por brucelose
pode permanecer por até 30 dias eliminando o patégeno no ambiente (BRASIL, 2006).

Nos ruminantes domesticos e silvestres a principal forma de infeccdo por Brucella spp.
é a via digestiva (WITTER, 1981; UHART et al., 2010), pela ingestdo de 4gua ou de pastagens
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contaminadas. Os bovinos possuem outras importantes vias de infec¢do, como a aerdgena e o
contato direto de Brucella spp. com as mucosas conjuntivas (BRASIL, 2006; PAULIN, 2003).

B. abortus pode infectar animais silvestres pelo contato direto com as mucosas
nasofaringea, oral, conjuntival e vaginal e também por via intrauterina (DAVIS et al., 1988;
USDA, 2008; GODFROID et al., 2013). Para B. ovis a via de infec¢do venérea é a mais
importante, essencialmente para os cervideos machos, onde esta bactéria encontra seus locais
de predilecdo (testiculos e epididimo) para instalacdo (MACKINTOSH et al., 2002). Nos
bovinos, a vagina possui defesas naturais eficientes para eliminar a Brucella spp. em situacéao
de monta natural, mas, na inseminacdo artificial existe risco de infeccéo, j4 que o sémen é
depositado na cérvice uterina (LAGE, 2008).

Os carnivoros se infectam com B. abortus principalmente pela via digestiva, quando se
alimentam de tecidos contaminados como fetos abortados e carcagas de animais ou presas
infectadas (MEGID et al., 2007; MAICHAK et al., 2009; USDA, 2012). No entanto, em
condigdes normais, atuam como hospedeiros terminais para B. abortus, uma vez que eliminam
concentracdes muito baixas desta bactéria no ambiente, insuficientes para estabelecer a infeccéo
nos hospedeiros susceptiveis (DAVIS et al., 1988; TESSARO & FORBES, 2004; MEGID et
al., 2007).

1.2.4 Fisiopatogenia, sinais clinicos e alteragdes patologicas

O estabelecimento da brucelose e 0 seu grau de severidade em animais silvestres sao
regulados pela espécie de Brucella e as diferentes biovares, o estagio da gestagdo, a quantidade
de bactérias no indculo infectante, a taxa de contato com os reservatorios e as caracteristicas de
susceptibilidade e resisténcia dos hospedeiros (TESSARO et al., 1990; BEVINS et al., 1996;
AL DAHOUK et al., 2005; USDA, 2008; GODFROID et al., 2013).

De modo geral, a patologia da brucelose em animais silvestres se assemelha a dos
domésticos (GODFROID et al., 2013). Ao penetrar no organismo do hospedeiro, pelas mucosas
ou via digestiva, Brucella spp. realizam um curto periodo de bacteremia, sendo capturadas e
transportadas por células fagocitarias até os linfonodos regionais (COSTA, 2001). Ao entrar
em contato com receptores dos macréfagos que regulam a fixacdo e apreensdo de bactérias,
Brucella spp. inibe a fusdo com os fagolisossomos intracelulares dos macrofagos, podendo
entdo se multiplicar no reticulo endoplasmatico rugoso (DELRUE et al., 2004; XAVIER et al.,
2010).
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Quanto mais avancada é a gestacdo, maior é a probabilidade de infeccdo do Utero
gravidico (BRASIL, 2006). Nos casos agudos ocorre a placentite necrosante, devido a
destruicdo dos placentomas por endotoxinas produzidas por Brucella spp. Ha o descolamento
das vilosidades que unem as carinculas uterinas aos cotilédones placentarios, comprometendo
0 aporte sanguineo ao feto, prejudicando a respiragdo e nutricdo e, causando a morte fetal
(WALKER, 2003; PAULIN, 2003; ANDERSON, 2007).

Vacas que ja abortaram por brucelose podem tornar-se resistentes a doenca e transmitir
Brucella spp. pelo leite ou parir bezerros infectados durante o periodo intrauterino. Se o bezerro
parido for uma fémea, esta tenderd a abortar nos estagios avancados de sua primeira gestacao,
apresentando soropositividade tardia (BRASIL, 2006). Nestes casos, B. abortus estabelecida
nos orgdos ricos em células do sistema reticuloendoleial (mononuclear fagocitario) como o
baco, figado e linfonodos (PAULIN, 2003), migram para os placentomas atraidas pelo aumento
da producéo do agucar eritritol (ESSENBERG et al., 2002).

Nos casos cronicos, quando as lesdes necrosantes séo menores, ocorre maior deposicéo
de fibrina nas vilosidades dos placentomas e maior possibilidade de retencdo da placenta num
eventual parto ou aborto, pois dificilmente a placenta se descola do utero quando as vilosidades
estdo cicatrizadas (PAULIN, 2003). Alteracdes locomotoras e lesbes osteoarticulares, como
higromas, osteomielite e artrite podem estar presentes em infecgfes crénicas em animais
domesticos (XAVIER et al., 2010) e silvestres (GODFROID et al., 2013).

O feto também pode ser diretamente infectado e morto por endotoxinas de Brucella spp.
ou o parto prematuro pode ser induzido devido ao estresse fetal resultante da inflamacéo dos
tecidos placentarios (ADAMS, 2002; WALKER, 2003). Pneumonia intersticial, alteracdes
sero-hemorrégicas cavitarias e musculares, pleurite e pericardite fibrinosa, meningite, vasculite
e conteudo abomasal anormal podem ocorrer em fetos infectados por Brucella spp. (XAVIER
et al., 2010; GODFROID et al., 2013)

Ao contrério dos ungulados, o homem, roedores, equinos, e lagomorfos (coelhos) ndo
produzem o eritritol em niveis detectaveis na placenta, testiculos, articulagcdes e glandula
mamaria. Esta particularidade fisiologica pode explicar a menor predilecdo de B. abortus pelos
tecidos placentérios durante a gestacdo nestas espécies (RIBEIRO et al., 2008; JAIN et al.,
2012). Contudo, existem outros carboidratos como o glicerol e as hexoses produzidos nos
orgdos reprodutores que Brucella spp. pode utilizar como fonte energética. No processo de
obtengédo da cepa vacinal B. abortus B19 houve mutacGes (especialmente no gene ery) que
comprometeram a capacidade de metabolizar carboidratos essenciais para a biossintese do LPS

de membrana, responsavel por parte da viruléncia (ESSENBERG et al., 2002)
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Os cervideos também possuem células trofoblésticas que produzem o eritritol em altas
quantidades durante a gestacdo, atraindo Brucella sp. dos linfonodos regionais para o Gtero. A
placenta destes animais € do tipo oligocotiledonaria, com no maximo dez placentomas,
diferindo dos bovinos, ovinos e caprinos, onde a quantidade destas estruturas costuma ser 10
vezes maior (BENIRSCHKE, 2005). Em compara¢do com 0s ruminantes domésticos, a
infeccdo do placentoma cervideo por Brucella spp. pode causar um comprometimento
proporcionalmente maior do aporte sanguineo materno para o feto.

Nos cervideos pode ocorrer a placentite necrosante, causando o aborto por Brucella spp.
(MACKINTOSH et al., 2002; GODFROID et al., 2013). Além do Utero, ocorre multiplicacdo
bacteriana no Ubere das fémeas (UHART et al., 2010) e nos testiculos e epididimos dos machos,
especialmente nas infec¢bes por B. ovis, causando inflamacdes e fibrose (RIDLER, 2001).

Neiland & Miller (1981) observaram abortos e alteracdes patoldgicas em cées e lobos
(Canis lupus) gestantes, infectados experimentalmente com B. suis biovar tipo 4. Porém,
Tessaro & Forbes (2004) ndo encontraram sinais clinicos, laboratoriais ou leses macroscépicas
e histopatoldgicas em lobos machos infectados por B. abortus biovar 1. Coiotes (Canis latrans)
sO eliminaram a bactéria em quantidades suficientes para causar o aborto em bovinos, quando
foram infectados com concentra¢des de B. abortus 2308 acima das encontradas na natureza
(DAVIS et al., 1988).

Em cées a infeccdo por B. abortus com manifestac@es clinicas € ocasional e relacionada
a ingestdo de produtos ou tecidos provenientes de animais de producdo infectados.
Esporadicamente podem ser observados abortos, orquite, epididimite, linfadenomegalia e
artrites nos caninos (MEGID et al., 2007).

1.2.5 Interacdes entre patdgeno, hospedeiros e ambiente

Treanor et al. (2013) destacam que o avanco das comunidades humanas sobre as areas
de vida dos animais silvestres contribui para a fragmentacdo de habitats e, por consequéncia,
das populacbes de animais que dependem destes. Algumas populagdes de veado-campeiro
foram reduzidas ao longo do século passado, devido a fragmentacédo do seu habitat, a caca ilegal
e as implicacBes do contato com o gado e espécies invasoras (DEMARIA et al., 2003;
GONZALEZ et al, 2010a). Na América do Sul, existem diversas metapopulacdes desse
cervideo, situacio que leva endogamia e a depressio génica (GONZALEZ et al., 2010b). Novas
doencas introduzidas nestes ambientes poderiam encontrar organismos silvestres susceptiveis,

agravando os riscos da extin¢cdo (MERINO et al., 1997).
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Nos Estados Unidos, na area do Parque Yellowstone, populagdes de bisbes (Bison bison)
e de cervideos (Cervus elaphus) tém apresentado altas taxas de exposicdo e de infeccdo por
Brucella abortus (Treanor et al., 2013). Esta regido € circundada por um vasto cinturdo
agropecuario e, ao longo de varios anos, tém ocorrido surtos de brucelose bovina nas
propriedades que fazem limite com o parque (RHYAN et al., 2010)

Diversos autores (CROSS et al., 2007 e 2010, RIPPLE et al., 2010) tém observado que
nos meses de inverno, ha um aumento nos casos de brucelose em bovinos e que tal situacdo tem
sido justificada pela intensificacdo do deslocamento das populacdes de Cervus elaphus para as
pastagens das propriedades vizinhas ao parque, em busca de alimento (SCURLOCK et al.,
2010). As pastagens limitadas do Parque do Yellowstone n&o suportam a carga animal das
populacdes de bisbes e cervideos no inverno e, consequentemente, tais animais, subnutridos,
apresentam um sistema imune suprimido e potencialmente suscetivel a infec¢do por Brucella
spp. (TREANOR, et al., 2013).

Além disso, as baixas temperaturas em paises de clima temperado proporcionam meses
de sobrevida as Brucella spp. eliminadas no ambiente, sendo possivel recuperar bactérias vivas
do solo, vegetacdo ou carcacas de animais apos até 81 dias (AUNE et al., 2011). No Pantanal
ocorre situacao oposta, caracterizada por longos periodos de temperaturas elevadas, no entanto,
sdo escassas as informacOes que tratam da interferéncia do ambiente pantaneiro na
epidemiologia da brucelose (e de outros agentes infecciosos em animais). Por esse motivo, séo
fundamentais inqueritos epidemiolégicos e estudos de associacdo a fim de rastrear elementos
gue possam estar contribuindo para a manutencdo de Brucella spp. nas interfaces patégeno-
hospedeiro-ambiente (OIE, 2015).

InvestigacBes apontam que relacBes interespecificas de ruminantes com carnivoros
poderiam regular a contaminagdo ambiental por B. abortus. Animais carniceiros podem tanto
aumentar a disseminacao das bactérias no ambiente, pela movimentacdo e espalhamento de
carcacas ou fetos contaminados (AUNE et al., 2011). Como, por outro lado, podem se alimentar
destes tecidos infectantes, reduzindo o tempo que estes permanecem no ambiente (USDA,
2012). Ainda, os carnivoros eliminam concentracbes muito baixas de B. abortus,
comprometendo o inéculo necessario para estabelecer uma infeccdo em outro animal
(TESSARO & FORBES, 2004).

Comparativamente, B. abortus possui atividade de urease mais lenta que B. suis ou B.
canis. A urease é um fator de viruléncia que esta associado a sobrevivéncia em ambientes acidos

e a protecdo de Brucella spp. durante a passagem no estbmago (PERCIN, 2012). A menor
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atividade de urease em B. abortus poderia comprometer a sua resisténcia ao pH acido do
estdbmago de carnivoros e explicaria a limitacdo da infec¢do nestes hospedeiros.

No Parque do Yellowstone, Maichak et al. (2009) constataram que nos locais ou
periodos do ano em que as populacdes de Cervus elaphus apresentavam maiores densidades, as
chances de contato com fetos abortados, placentas e outros tecidos contaminados com B.
abortus eram proporcionalmente maiores que nas populagdes menos concentradas. Esses
autores também monitoraram 0s animais que contribuiam para a reducdo destas fontes de
infeccdo no ambiente. Dois carnivoros: a raposa-vermelha (Vulpes vulpes) e o coiote (Canis
latrans), se alimentaram dos fetos abortados, reduzindo o risco de infecgdo para as populagdes
de cervideos.

1.2.6 Programas sanitarios

1.2.6.1 Diagndstico de situacdo

Um programa de controle para a brucelose bovina deve ser pautado no conhecimento
da situacdo epidemioldgica para o qual serd implementado, por duas razfes principais: para
melhor orientar as estratégias de acdo de acordo com a frequéncia e distribuicdo da doenca na
populacdo alvo; e por possibilitar o acompanhamento e ajustes, a fim de evitar desperdicio de
tempo e recursos (POESTER et al., 2009). Porém, no contexto do Pantanal, as atuais medidas
sanitarias contra a brucelose bovina baseiam-se no mesmo programa aplicado em todo o Brasil,
sem considerar caracteristicas regionais, como o contato com animais silvestres e a importancia
destes para a brucelose local.

Para avaliar se uma dada espécie de animal silvestre, de fato, deveria ser considerada na
cadeia epidemioldgica da brucelose, além dos resultados de diagnéstico que confirmam a
presenca de Brucella spp. sdo necessarias outras informacgdes, como: a concentracdo de
bactérias necesséria para o estabelecimento da infeccdo; se os hospedeiros sdo susceptiveis ou
resistentes ao patdgeno; o grau de contato entre animais silvestres e domesticos e os fatores
ambientais que podem influenciar na transmissdo (GODFROID, 2002).

Os resultados das agdes contra a brucelose devem ser mensurados por técnicas de
diagnostico validadas, que precisam ser eficientes para identificar os verdadeiros casos que
constituem uma doenca. Godfroid et al. (2010) avaliam que as melhores técnicas de diagnostico
molecular, validadas em animais silvestres e domesticos, foram desenvolvidas para detectar

sequéncias especificas de Brucella spp., como o gene 16S-23S, a sequéncia de insercdo 1S711
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e 0 gene bcsp31. Estas constituem técnicas, direcionadas para o uso em coldnias cultivadas e
tem sido aperfeicoadas para amostras clinicas. Comparativamente, o teste da polarizaco
fluorescente tem apresentado a melhor sensibilidade e especificidade em amostras de soro de
animais silvestres e domésticos, sendo muito Gtil na deteccdo de infeccdes subclinicas
(Godfroid et al., 2010).

A OIE (2015) cita as seguintes justificativas para desenvolver os testes de diagnostico
em doencas infecciosas que acometem animais silvestres: 1 - triagem das populacgdes silvestres,
visando a deteccao precoce de patdgenos e avaliacdo de tendéncias relacionadas a prevaléncia
e incidéncia; 2 - rastreio de vetores e amostras ambientais; 3 - confirmacao de testes de triagem
ou casos clinicos; 4 - certificacdo de animais livres para translocagdo ou consumo pelo homem;
5 - monitoramento da distribuicdo espacial de doencas e do estado imunoldgico de animais
frente a alteracbes antropicas e; 6 - para compreender as relagdes que influenciam no

estabelecimento da doenga, na triade agentes infecciosos, hospedeiros e ambiente.

1.2.6.2 Medidas de controle

O conhecimento da situacéo epidemioldgica local em seus diversos aspectos, tais como
espécies envolvidas nas vias de transmissdo, hospedeiros reservatérios, fatores de risco para a
instalacdo de surtos de espécies e cepas predominantes do patégeno direcionam e melhoram a
eficiéncia das medidas de controle (Godfroid et al., 2010).

Acdes especificas para mitigar o impacto da brucelose na area do Grande Yellowstone
incluiram a limitacdo do contato entre ruminantes silvestres e o gado (USDA, 2003), programas
de vacinacdo estratégica (OLSEN et al., 2006), o fornecimento de feno no inverno para
cervideos e bisdes (SCURLOCK et al., 2010) e a reintroducéo estratégica de lobos. Esta ultima
medida desencadeou uma intricada cascata trofica, na qual os lobos, predando os cervideos,
reduziram as superpopulacfes que facilitam a disseminacdo de B. abortus e favoreceram a
recuperacdo das pastagens naturais, que poderdo dar maior aporte nutricional aos ruminantes
durante o inverno, quando a susceptibilidade a brucelose é maior (RIPPLE et al., 2010, USDA,
2012).

Os melhores resultados no controle da brucelose advém do manejo integrado dos fatores
que elevam as taxas desta doencga, por meio da conglomeracdo de Orgdos governamentais,
produtores rurais, autoridades sanitarias, cientistas e gestores do ambiente por um bem de
interesse comum (TREANOR et al., 2013).
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Essa forma de agir poderia ser adaptada a realidade do Pantanal onde, inicialmente, as
estratégias de controle seriam aplicadas aos rebanhos bovinos e, com o aprofundamento do
conhecimento, seria possivel avaliar a necessidade de intervencBes nas populacfes silvestres
ou no ambiente. No entanto, é necessario reconhecer que o diagnostico de situacéo da brucelose
em determinadas regides do mundo foi construido a partir de pesquisas de longa data, como no
caso dos EUA, onde a situacdo atual é respaldada por um antigo programa de erradicacéo da
brucelose (RAGAN, 2002).

Apenas a extrapolacdo das medidas sanitarias convencionais contra a brucelose parece
ter pouca efetividade para a pecuéria pantaneira. H4 uma discrepancia significativa entre as
taxas de prevaléncia estimadas para a brucelose em diversas regifes do pais em comparagéo ao
Pantanal. De acordo com os dados mais recentemente publicados, a soroprevaléncia para
bovinos na regido é de 8,9% entre os individuos examinados e de 39,1% entre as propriedades
de bovinos de corte (LEAL FILHO, 2013).

Um aspecto que exemplifica as particularidades da planicie pantaneira € a caracteristica
inundacdo sazonal. Esta poderia interferir na ocorréncia da brucelose de duas maneiras
antagobnicas: contribuindo para a disseminacdo das bactérias pelo transporte mecanico destas
na agua ou; reduzindo a carga de bactérias necesséria para estabelecer uma infeccdo animal,
por meio da diluicdo das fontes infectantes nos grandes volumes de &gua. Ainda, durante a
inundacdo, as pastagens disponiveis para os animais ficam restritas as areas mais altas, onde
rebanhos domésticos e silvestres tendem a se concentrar.

A adocdo por parte das fazendas pantaneiras de uma estacdo de monta na primavera
para bovinos, com cerca de trés meses de duragdo, além das vantagens produtivas ja
tradicionalmente apontadas (ABREU et al., 2003), poderia contribuir para o controle da
eliminacdo de Brucella spp. no ambiente, uma vez que tende a concentrar os nascimentos (ou
abortos) na estacdo seca (julho a outubro). Nesta época, 0 ambiente seria desfavoravel para a
sobrevivéncia da bactéria dada a estiagem que poderia causar 0 seu dessecamento.

A vacina RB51, tem apresentado niveis de producdo de imunoglobulinas contra
brucelose semelhantes a vacina B19, com a vantagem de poder ser utilizada em fémeas bovinas
ndo gestantes de qualquer idade (LAGE et al., 2008). Esta poderia ser uma boa ferramenta
sanitaria para melhorar a cobertura vacinal, que est4 abaixo da meta de 80% preconizada pelo
PNCEBT (LEAL FILHO, 2013). Na regido, muitos animais em idade vacinal ndo s&o
imunizados, devido as seguintes caracteristicas:

e a operacdo empregada para reunir o gado, em geral é lenta e laboriosa nas

propriedades que possuem extensas areas com poucas subdivisdes;
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e 0 sistema de criacdo animal é predominantemente extensivo, no qual, o gado
pouco ou mal manejado tende a ser arredio;

e LimitacOes de infraestrutura, como energia elétrica, exigem improvisacdes que
nem sempre propiciam boas condigdes para a conservagdo de grandes
quantidades de imunoprofilaticos e;

e a limitada assisténica técnica na regido, tanto pela dificuldade de acesso como
por aspectos culturais.

Essas condi¢fes comprometem a efetividade das medidas convencionais de manejo
sanitario que foram planejadas para outras regides do pais.

Controlar doencas infecciosas em animais e regides € estratégico, sobretudo para paises
exportadores de alimentos como o Brasil, onde um dos principais alicerces da matriz econémica
nacional € a agropecuaria. Com o avan¢o mundial no controle da brucelose, ndo seria surpresa
se esta doenca passasse a ser considerada uma barreira comercial para os produtos de origem
animal. Esta perspectiva justifica a necessidade de ampliar o PNCEBT (BRASIL, 2006),
incluindo o monitoramento de reservatérios silvestres ou asselvajados importantes para a
epidemiologia da enfermidade.

A medida que as taxas de prevaléncia tendem a diminuir nos animais de producdo, a
situacdo em outros elos da cadeia epidemiol6gica assume maior importancia na manutencdo da
doenga nos ambientes (USDA, 2003). O desenvolvimento de um programa de vigilancia da
brucelose para animais silvestres em conjunto com o existente para bovinos e bubalinos, poderia
otimizar recursos publicos, além de poder ser mais incisivo quanto a eficiéncia das medidas de

controle tomadas.
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Fatores de risco e soroprevaléncia da brucelose em veado-campeiro
(Ozotoceros bezoarticus) em contato com bovinos no Pantanal Sul-mato-

grossense?

Igor A.H.F. Schabib-Péres?**, Namor P. Zimmermann? e Aiesca O. Pellegrin®

ABSTRACT.- Schabib-Péres, I.LA.H.F., Zimmermann, N.P., Juliano, R.S., Ferreira, F.,
Mathias, L.A. & Pellegrin, A.O. 2016. [Risk factors and seroprevalence of brucellosis in
pampas deer (Ozotoceros bezoarticus) in contact with cattle in the Pantanal Sul-mato-
grossense.] Fatores de risco e soroprevaléncia da brucelose em veado-campeiro (Ozotoceros
bezoarticus) em contato com bovinos no Pantanal Sul-mato-grossense. Pesquisa Veterinaria
Brasileira 00(0):00-00. Laboratorio de Bacteriologia, Sanidade Animal, Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria, Embrapa Pantanal, R. 21 de Setembro, 1880, Corumba, MS, 79320-
900, Brazil. E-mail: igor.peres@embrapa.br

The knowledge and the vigilance of infections caused by Brucella spp. in free-living
mammals are strategic for animal brucellosis control programs in several countries. The
livestock farming in the Brazilian Pantanal has developed in an extensive production system
where the cattle coexists with species of wild and feral animals. The pampas deer (Ozotoceros
bezoarticus) is a relatively abundant native ruminant, with biology and habits similar to cattle,
characteristics that make this animal a epidemiological indicator for interspecific spill over
pathogens. We conducted a serological survey on deer populations in contact with cattle in the
Pantanal of Mato Grosso do Sul. The aim of the study was to determine the seroprevalence of
brucellosis in pampas deer and cattle in the same areas and identify factors significantly
associated with positive and negative outcomes of brucellosis in cervids. Using the fluorescence
polarization assay with variable cut-off (mP = AmP of sample - mean mP of negative controls)
we find a seroprevalence of 6.59% (6/91) for brucellosis in the pampas deer. We also proceed
the brazilian official diagnostic tests for bovine brucellosis: the buffered acidified plate antigen
test (rose bengal) and the 2-mercaptoethanol, which showed no positive reactions to the pampas
deer, but were positive in respectively 10% and 1.58% of cattle sera tested. The hydrologic
periods, flood and ebbing in the Pantanal (January-June) was identified as a factor significantly
associated with the occurrence of brucellosis positive deer when compared to the period of
drought and flooding (July-December), odds ratio 23.33 (95% CI = 2.54 to 214.48; p = 0.0017
in the Fisher's Exact Test).

INDEX TERMS: wildlife, Brucella spp., risk factors, Pantanal, fluorescence polarization
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RESUMO.- O conhecimento e 0 monitoramento das infec¢es causadas por Brucella spp. em
mamiferos de vida livre é estratégico para os programas de controle e erradicacdo da brucelose
animal em diversos paises. O Pantanal brasileiro tem a pecuaria de corte como uma de suas
bases econdmicas, sendo esta desenvolvida em um sistema de producgéo extensivo onde o gado
convive com espécies silvestres e asselvajadas. O veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus) é
um ruminante nativo de relativa abundancia, com biologia e hébitos similares aos bovinos,
caracteristicas que fazem dele um bom indicador epidemioldgico para circulacdo de patégenos
interespecificos. Com o objetivo de determinar a soroprevaléncia da brucelose no veado-
campeiro e em bovinos nas mesmas areas e de identificar os fatores associados
significativamente com o0s resultados positivos e negativos da brucelose nos cervideos,
realizamos inquérito sorolégico em populag6es de veados em contato com o gado no Pantanal
Sul-mato-grossense. Utilizando a técnica da polarizacdo fluorescente com ponto de corte
variavel (AmP = mP da amostra — média dos mP dos controles negativos), encontramos uma
soroprevaléncia de 6,59% (6/91) para a brucelose em veados. Procedemos também os testes de
diagnostico oficiais do antigeno acidificado tamponado e do 2-mercaptoetanol, 0s quais ndo
apresentaram nenhuma reacdo positiva para 0s veados, mas foram positivos em,
respectivamente, 10% e 1,58% dos soros bovinos testados. Identificamos o periodo hidroldgico
da cheia e vazante pantaneira (janeiro a junho) como um fator significativamente associado a
ocorréncia de veados positivos quando comparado ao periodo da seca e enchente (julho a
dezembro), odds ratio de 23,33 (I.C. 95% = 2,54 > u < 214,48; p = 0,0017 no teste exato de
Fisher).

TERMOS DE INDEXACAOQ: animais silvestres, Brucella spp., fatores de risco, Pantanal,
polarizacédo fluorescente.

INTRODUCAO
As interfaces epidemioldgicas existentes entre os animais de vida livre, domésticos e 0 homem
tém chamado a atencdo de pesquisadores e profissionais que atuam na manutencdo da saude
animal e da seguranca alimentar.

No Pantanal Sul-mato-grossense diversas espécies silvestres convivem com o gado
bovino que constitui uma das principais atividades econémicas locais. A pecuéria regional é
desenvolvida predominantemente em pastagens naturais, por meio do sistema de producédo
extensivo (Abreu 2002, Santos 2002), onde os bovinos utilizam as mesmas areas que 0s animais
silvestres nativos (Lacerda 2008).

Estudos desenvolvidos na regido tém indicado a presenca dos mesmos patdgenos em
espécies silvestres, asselvajadas e domesticas. Foi reportada a presenca de anticorpos contra
Brucella spp. ocorrendo nas mesmas sub-regides do Pantanal em bovinos (Pellegrin et al. 2006,
Chate et al. 2009, Leal Filho, 2013), porcos-monteiros (Sus scrofa) (Paes et al. 2008), lobinhos
(Cerdocyon thous) e quatis (Nasua nasua) (Dorneles et al. 2014). No veado-campeiro
(Ozotoceros bezoarticus) o DNA de Brucella spp. foi detectado no sangue por métodos
moleculares (Elisei et al. 2010) e por provas soroldgicas e moleculares realizadas em paralelo
(Schabib-Péres 2010).



31

Os fatores que podem influenciar nas taxas de positividade para a brucelose em veados-
campeiros no Pantanal ndo foram ainda esclarecidos, sendo escassos os trabalhos que tratam do
assunto. Em pesquisa anteriormente realizada, ndo foram encontradas associacdes entre a idade
de veados-campeiros e as taxas de positividade para a brucelose no teste do Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT) (Schabib-Péres 2010). Neste mesmo trabalho, foram
comparadas as fémeas que tinham ou ndo filhotes apds a estagdo reprodutiva, ndo havendo
associacdo significativa com as taxas de positivos ou negativos para brucelose.

Em bovinos e cervideos a principal via de infeccdo € a ingestdo de agua ou pastagens
contaminadas com secreg0es e tecidos, principalmente a placenta, infectados por Brucella spp.
(Brasil 2006; Uhart et al. 2010). No Pantanal, de acordo com o periodo do ano ocorrem
inundacdes das pastagens que perduram por meses. Essas inundacdes podem restringir as areas
secas aglomerando os animais e, por consequéncia, favorecer a disseminacdo de agentes
etiologicos eliminados no ambiente

Os paises que atingiram estagios avancgados no controle e erradicacdo da brucelose nos
rebanhos domésticos, direcionaram 0s Seus programas sanitarios para a vigilancia e
monitoramento da Brucella spp. em animais silvestres e/ou asselvajados que poderiam
constituir reservatdrios epidemioldgicos. Esta € a atual situacdo dos EUA, mais precisamente
na chamada Grande Area do Yellowstone, parque nacional que dispde de estrutura de controle
e vigilancia proprias para a brucelose no veado-vermelho (Cervus elaphus) e no biséo (Bison
bison) (Godfroid 2002).

Para que o controle da brucelose seja eficiente em animais silvestres, domésticos e no
homem é importante o desenvolvimento de estudos multidisciplinares, buscando contemplar as
diversas interacGes que regulam a sua ocorréncia (Godfroid et al. 2011). Brucella spp. séo
bactérias que possuem uma grande capacidade adaptativa, podendo infectar diferentes
hospedeiros ou evadir da resposta imune (Gomez et al., 2013).

Até o momento, ndo foram realizados inquéritos sorol6gicos que objetivem determinar
a prevaléncia da brucelose nas espécies silvestres do Pantanal. Em geral, os estudos realizados
com animais silvestres foram pontuais e ndo contemplaram uma amostragem significativa deste
bioma. InvestigacGes em paralelo, abordando animais silvestres e bovinos nos mesmos locais e
periodo de tempo, ndo foram feitas até 0 momento na regiao.

Os objetivos deste estudo foram estimar as prevaléncias sorologicas para a brucelose no
veado-campeiro e nos bovinos que compartilham as mesmas areas de vida, além de identificar
0s provaveis fatores associados a uma maior taxa de positividade para a brucelose no veado-

campeiro.
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MATERIAIS E METODOS
Local, periodo do estudo e amostragem
Entre marco de 2012 e novembro de 2013 foram coletadas amostras bioldgicas de 91 veados-
campeiros e de 190 bovinos de corte que viviam em simpatria. Em cada propriedade rural
amostrada, foram coletados entre seis e vinte veados sexualmente maduros e entre 20 e 40 vacas
vacinadas para brucelose com idade superior a dois anos.

Seis propriedades rurais das sub-regides pantaneiras da Nhecolandia e Paiaguas foram
incluidas neste estudo mantendo-se, pelo menos, cinco quilébmetros de distancia entre as
populacdes de cervideos para que ndo houvesse a sobreposicdo de suas areas de vida, estimadas
em 1,7 Km? no Pantanal (Lacerda 2008). Os locais de amostragem foram selecionados com
base nas maiores densidades do veado-campeiro e bovinos, conforme Mourdo et al. (2000).
Captura e identificacdo dos cervideos
Em cada propriedade, foi realizado um reconhecimento prévio das areas de contato entre
bovinos e veados-campeiros. Definidos os pontos, as capturas dos cervideos foram realizadas
de forma ativa, procurando os animais no campo e selecionando no maximo dois individuos
por grupo.

Para a contencédo dos veados, foi realizada uma aproximacao circular centripeta, lenta,
a pé ou com veiculo até uma distancia entre 10 e 30 metros do animal, na qual era possivel
utilizar um rifle veterinario para dardos anestésicos (JM Double Barrel Rifle, Dan-Inject Aps®,
Dinamarca) de forma segura. O protocolo de contencdo quimica utilizado foi descrito por
Schabib-Péres (2010), sendo modificada em 25% para cima a dose por quilograma da
tiletamina-zolazepam, de modo a garantir a sedagéo.

Durante a contencdo quimica, todos os cervideos tiveram a temperatura corporal, as
frequéncias cardiaca e respiratoria e os reflexos neuroldgicos periféricos monitorados a cada 10
ou 15 minutos. Todos os individuos foram inspecionados clinicamente e receberam
fluidoterapia, além de medicacdo especifica quando houve necessidade.

Todos os veados-campeiros foram identificados com brinco de poliuretano (Modelo Tip
Tag para ovinos, 36 mm x 11 mm, Allflex®, Brasil) proprios para a marcagdo de ruminantes e

com coleiras numeradas.
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Coleta e anélises das amostras clinicas

Cerca de 20 ml de sangue dos cervideos e bovinos foi coletado por puncdo venosa para a
obtencdo de soro sanguineo. O material foi mantido entre 2 e 8°C em isopor com bolsas de gelo
até o término de cada jornada de trabalho, sendo entdo processado e aliquotado no laboratério
montado no campo e armazenado em freezer a - 20 °C ou botijdo de nitrogénio liquido a -196
°C.

No laboratdrio de bacteriologia da Embrapa Pantanal, Corumba, Mato Grosso do Sul, o
soro dos veados e bovinos foi examinado quanto a presenca de anticorpos para a brucelose pelo
teste de triagem do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e pelo teste confirmatério do 2-
Mercaptoetanol (2-ME), conforme o Manual Técnico do Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose Animal (PNCEBT) (Brasil 2006).

O teste de diagndstico da Polarizacdo Fluorescente (FPA) para a pesquisa de anticorpos
para Brucella spp. foi realizado no departamento de Medicina Veterindria Preventiva da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Jaboticabal, S&o Paulo. O soro dos veados foi
analisado por um kit comercial de FPA (Brucella’s Antibody Test Kit, Diachemix®, EUA),
utilizando duas diferentes dilui¢des: 1:50 (20 pl de soro para cada 980 pl de solucdo tampao) e
1:100 (10 pl de soro para cada 990 ul de solugéo tampao), seguindo as orientacdes do fabricante
e a metodologia descrita por Mathias et al., (2010).

Os resultados foram interpretados com base na diferenca obtida entre o valor de
milipolarizacdo (mP) da amostra e a média obtida de trés controles negativos. As diferencas
entre os valores de mP que estavam acima de 20, caracterizavam uma amostra como positiva
para a brucelose; entre 10 e 20 mP eram consideradas suspeitas, devendo ser retestadas em
duplicata e; abaixo de 10 mP eram negativas (conforme orientacdes do fabricante). As amostras
retestadas foram consideradas positivas se, em pelo menos uma das duplicatas, fosse avaliada

a condicdo de suspeita ou de positividade.

Delineamento experimental e analises dos dados

Realizou-se um inquérito sorologico transversal para a determinacdo das prevaléncias da
brucelose em bovinos e veados-campeiros que coabitavam as mesmas areas e um estudo da
associacdo dos fatores de risco relacionados ao diagnostico positivo da brucelose nos
cervideos. Estabeleceu-se uma amostragem minima baseada em experiéncias anteriores, na
prevaléncia estimada para as doengas (10%), num erro aceitavel de 10% (95% de confianca) e

na capacidade operacional da equipe de coleta.
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Os bovinos foram considerados positivos para a brucelose quando apresentaram reagcdes
de aglutinagdo no teste do 2-ME ou quando permaneceram como inconclusivos apés o reteste.
Para os veados-campeiros a FPA foi considerada na discriminacdo de animais sororreagentes
ou ndo para a Brucella spp.

A prevaléncia amostral (Pa) para a brucelose no veado-campeiro e nos bovinos foi
calculada pela formula Pa = n/N x 100, onde: n = nimero de individuos positivos na amostra e
N = ndmero total de individuos amostrados.

Foram registradas em fichas de campo as informacdes sobre as caracteristicas do
ambiente, do manejo do gado na propriedade e dos individuos capturados, para a avaliacdo dos
fatores de risco para brucelose em veados.

Os dados foram armazenados em planilhas computacionais e categorizados em tabelas
de contingéncia do tipo 2 x 2. Foi aplicado o teste exato de Fisher (monocaudal, com p < 0,05)
para constatar se as frequéncias observadas diferiam estatisticamente entre as categorias
avaliadas. Para as categoriais significativas foi feito entdo o estudo da intensidade de associagédo
por meio da medida do Odds Ratio (OR) entre as variaveis do inquérito de campo e os resultados
da sorologia para brucelose. Para cada categoria a OR foi considerada significativa quando o
valor 1 ndo era incluido dentro do intervalo de confianga a 95%. Os célculos foram realizados
nos pacotes computacionais BioEstat 4.0 (Sociedade Civil Mamiraud/CNPq, 2006, Belém/PA,
Brasil) e no sitio eletrénico VassarStats (Lowry 2014).

Autorizacdo ambiental e avaliacéo bioética
Este estudo foi aprovado pelo comité de bioética e experimentacdo animal da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) por meio do certificado n® 368 de 14 de outubro de
2011. Por envolver uma espécie silvestre, também foi submetido ao Sistema de Autorizagdo e
Informacdo em Biodiversidade (SISBIO), obtendo autorizacdo para ser executado conforme os
documentos N° 20029-3 e 25317-1 e 2.

RESULTADOS
Foi encontrada uma soropositividade para a brucelose de 6,59% (6/91) em veados-campeiros,
pelo teste da FPA. Cinco veados apresentaram reagdes positivas na diluicdo soro/tampéo de
1/100 e um individuo na diluicdo 1/50 (Quadro 1.). As provas do AAT e do 2-ME néo
detectaram veados positivos para brucelose.

Dentre os bovinos, 10% (19/190) dos soros foram positivos na prova do AAT e 1,58%
(3/190) no teste confirmatério do 2-ME. Neste Gltimo teste, um animal apresentou reagdes
inconclusivas em duas oportunidades (teste e reteste), sendo considerado como positivo de
acordo com as normas do PNCEBT (Brasil 2006).
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Quadro 1. Testes de sorodiagndstico para Brucella spp. realizados nos veados-campeiros
(Ozotoceros bezoarticus), que foram considerados positivos para brucelose neste estudo.

Identificagdo FPA 1:100! FPA 1:50° AAT? e 2-ME*
Veado Campeiro 1 Positivo Negativo Negativos
Veado Campeiro 2 Positivo Negativo Negativos
Veado Campeiro 3 Positivo Negativo Negativos
Veado Campeiro 4 Positivo Negativo Negativos
Veado Campeiro 5 Positivo Negativo Negativos
Veado Campeiro 6 Negativo Positivo Negativos

1 _FPA = Teste de polarizacdo fluorescente com soro diluido em tampé&o na proporcéo de 1:100.
2 _FPA = Teste de polarizacdo fluorescente com soro diluido em tampé&o na proporcéo de 1:50.
3_ AAT: Teste do antigeno acidificado tamponado (rosa-bengala).

4_ 2-ME = Teste do 2-Mercaptoetanol.

A andlise de associacao das variaveis com os resultados positivos para a brucelose em
veados-campeiros € apresentada no Quadro 2. Observa-se que somente a associacdo entre o
regime hidrologico no Pantanal e a ocorréncia da brucelose em veado-campeiro foi significativa
(p <0.0017). A intensidade da associacéo entre o periodo hidrolégico no Pantanal e a ocorréncia
da brucelose em veado-campeiro esta registrada no Quadro 3.



36

Quadro 2. Frequéncias de resultados positivos e negativos categorizados para as possiveis
variaveis associadas a ocorréncia da brucelose no veado-campeiro, no Pantanal Sul-Mato-
Grossense

Teste da FPA!
Variaveis Categorias Positivos Negativos p?
Sexo Fémeas 5 66 0,6055
Machos 1 19
Sub-regido pantaneira Nhecolandia 5 56 0,3511
Paiaguas 1 29
Regime hidrolégico Cheia (janeiro a junho) 5 15 0,0017
Seca (julho a dezembro) 1 70
Teste do 2-ME® no Positivo* 5 50 0,2314
rebanho bovino
Negativo 1 35
Teste do AAT* no Positivo 5 72 0,5997
rebanho bovino
Negativo 1 13

! — FPA: Prova da polarizacdo fluorescente; 2 — Teste exato de Fischer monocaudal; ® — 2-ME: Prova do 2-
mercaptoetanol; 4 — AAT: Teste do antigeno acidificado tamponado

Quadro 3. Intensidade da associacdo entre o regime hidrolégico e a ocorréncia de brucelose
diagnosticada pela FPA! em veados-campeiros do Pantanal Sul-mato-grossense

Variaveis Categorias Teste de FPA! OR? IC (95%)°
Positivo  Negativo

Regime Cheia (janeiro a junho) 5 15 23,33 2,54 >n<214,46

hidrologico Seca (julho a dezembro) 1 70

! _ FPA: Prova da polarizacio fluorescente; 2 — OR: Odds ratio;  — IC (95%): intervalo de confianca a 95%.

Na Figura 1. Estdo representadas as propriedades rurais e as popula¢des de veados-
campeiros e bovinos que participaram deste estudo. As popula¢des que tiveram pelo menos um
individuo positivo, identificado pela FPA para veados e 2-ME para bovinos, foram marcadas
em vermelho, as que s6 apresentaram reagdes negativas estdo em azul.

As proporcdes de veados positivos e negativos para a brucelose pelo periodo hidrolégico
pantaneiro (cheia e seca) estdo representadas na Figura 2.
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Figura 1. Representacdo espacial dos locais amostrados com as populacdes de veados-
campeiros e rebanhos bovinos positivos e negativos para a brucelose nas sub-regides da
Nhecolandia e do Paiagués no Pantanal Sul-mato-grossense
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Figura 2. Proporcao de veados-campeiros positivos e negativos para brucelose categorizados
pelos periodos hidroldgicos do Pantanal.
DISCUSSAO

A taxa de positividade encontrada para bovinos na prova do AAT (10%) foi equivalente
a reportada por Chate et al. (2009) (12,6%), que utilizaram os dados de um inquérito
epidemioldgico realizado em 1998. Aparentemente, a doenca parece estar estdvel no Pantanal,
no entanto, estudos que utilizam apenas o AAT como teste de diagnostico para brucelose
tendem a superestimar as prevaléncias. Essa prova é recomendada para a triagem diagnostica
devido a sua alta sensibilidade, mas os positivos devem ser confirmados por outro teste mais
especifico. O AAT esté sujeito a reacdes falso positivas inespecificas, relacionadas a outras

bactérias, além de sofrer interferéncias de anticorpos vacinais (Brasil 2006).

Encontramos, na prova confirmatéria do 2-ME, 1,58% de reacOes positivas para
brucelose em bovinos, dados que corroboram os descritos por Pellegrin et al. (2006), que
estimaram em 1,36% a prevaléncia para brucelose no gado pantaneiro, utilizando 0 mesmo
método de diagndstico. Observa-se que as taxas de brucelose em bovinos sdo relativamente
mais baixas, quando empregadas as técnicas de diagndstico mais especificas. Na Nhecolandia
e Paiaguas os pecuaristas criam o gado visando a producdo de bezerros, que sao geralmente
transferidos ou vendidos para completar a fase de crescimento e engorda em fazendas do

planalto (Santos et al. 2002). Desta forma, a introducdo de bovinos adultos de fora do Pantanal
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nos rebanhos locais é bastante limitada, carateristica que pode contribuir para a relativa
estabilidade da brucelose na regiéo.

O dltimo inquérito estadual para a brucelose em bovinos, reportou uma prevaléncia de
8,9% para o Pantanal, utilizando a prova oficial do 2-ME (Leal Filho 2013). Essa frequéncia de
positividade esteve bem acima do encontrado neste estudo, podendo ser justificada pela grande
abrangéncia amostral do inquérito estadual, que contemplou propriedades rurais com
caracteristicas heterogéneas e em diferentes municipios pantaneiros e, principalmente, pelas
diferentes metodologias de amostragem adotadas. O nosso delineamento amostral foi pautado
nas areas de maior densidade do veado-campeiro (Mourdo et al. 2000), j& que 0S NOSs0S
objetivos eram estimar as taxas de brucelose para este cervideo e, apenas, para 0s bovinos

presentes nos mesmos locais de ocorréncia do veado-campeiro.

Somente a FPA foi capaz de detectar anticorpos anti-Brucella spp. em veados-campeiro.
Esses resultados podem ser justificados pela maior sensibilidade e especificidade da FPA em
comparagdo ao AAT e ao 2-ME. Isso foi demonstrado em bovinos (McGiven et al. 2003),
bubalinos (Paulin et al. 2012) e cervideos (Gall et al. 2001), sendo a FPA eficiente inclusive
para avaliar amostras hemolisadas que podem interferir nas provas convencionais de sorologia
por aglutinacao.

O “padrao ouro” de diagndstico para a Brucella spp. € o isolamento microbiol6dgico, que
pode ser feito a partir de fetos abortados, da placenta ou de tecidos infectados (Mackintosh et
al. 2002, Godfroid 2002). Futuramente, tentativas de isolamento para Brucella spp. no veado-
campeiro poderiam contribuir para a validacdo da FPA neste cervideo, principalmente se essas
técnicas de diagnostico fossem realizadas em paralelo. Porém, o cultivo microbioldgico da
Brucella spp. envolve estrutura, aparato de equipamentos, treinamento de pessoal e normas
rigorosas de biosseguranca que podem inviabilizar alguns estudos.

Alternativamente aos métodos microbioldgicos, os testes de diagnostico utilizados em
animais silvestres podem ser avaliados com base nos resultados obtidos em amostras de
referéncia positivas e negativas. As amostras selecionadas como pardmetros devem ter sido
examinadas em provas de alta sensibilidade e especificidade de diagnoéstico, além de serem
relacionadas taxonomicamente com as espécies a serem avaliadas. Fatores inerentes aos
patogenos, hospedeiros e a epidemiologia da doenca no ambiente da populacdo estudada
tambem devem ser considerados na interpretacdo dos resultados (OIE 2015).

Levantamentos soroldgicos para brucelose em veado-campeiro no Pantanal tém

apresentado grande variacdo de resultados. Mathias et al. (1999) examinaram o soro de 17
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veados-campeiros do Pantanal e de 24 do Parque Nacional das Emas, utilizando as técnicas do
AAT e da fixagdo do complemento (FC) e ndo encontraram animais positivos. Ainda assim,
estes autores destacaram a importancia de prosseguir com o monitoramento de animais
silvestres, sobretudo nas areas onde existam altas prevaléncias em bovinos.

No presente estudo, trés das quatro populacfes de cervideos em que havia ao menos um
individuo positivo para a brucelose, estavam localizadas em propriedades onde o rebanho
bovino foi positivo. Da mesma forma, as duas populacdes de veado campeiro negativas para a
brucelose coincidiram com gado negativo (Figura 1). Contudo, ndo foi possivel evidenciar
estatisticamente a associa¢do entre as populacdes bovinas e de cervideos positivas para a
brucelose, devido ao limitado universo amostral considerado: seis populagdes de veado
campeiro e seis rebanhos bovinos.

Em planicies alagaveis africanas, semelhantes ao Pantanal, Muma et al. (2011)
avaliaram a soroprevaléncia para a brucelose em duas populaces diferentes de antilopes Kobus
leche kafuensis e Kobus leche smithemani. Os resultados apontaram que as manadas destes
ruminantes silvestres, que compartilharam as pastagens com bovinos infectados por Brucella
spp., tiveram significativamente maiores prevaléncias para a brucelose que as manadas que nédo
tinham contato com o gado.

Nos Estados Unidos, a introducdo de B. abortus em locais e animais de vida livre é
atribuida ao homem, por intermédio dos rebanhos domésticos (Olsen 2010). Quando um
patdgeno atinge um novo hospedeiro, duas situacdes sao possiveis: 0 hospedeiro pode morrer
ou eliminar completamente o agente infectante — hospedeiro dead end ou; a infec¢do pode se
estabelecer, de forma que o hospedeiro mantenha o patégeno no ambiente, podendo inclusive
“devolver” o agente etiologico a sua populagdo de origem - spill back (Wobeser 2006, Olsen &
Tatum 2010).

A importancia da brucelose em animais silvestres pode ser subestimada quando séo
feitas generalizaces ou abordagens que ndo consideram aspectos epidemioldgicos especificos
para as populacdes estudadas. Aguirre et al. (1995) encontraram nos parques nacionais dos
Estados Unidos 2% (8/456) de positividade para B. abortus no veado-vermelho (Cervus
elaphus), pelo teste de soroaglutinacdo em cartdo, demonstrando uma prevaléncia relativamente
baixa da doenga no pais como um todo. Nesse levantamento 0s Unicos animais sororreagentes
pertenciam a regifo conhecida como Area do Grande Yellowstone.

No Parque do Yellowstone, por conta da escassez de alimentos durante o inverno, as
autoridades distribuem feno em sitios de alimentagdo para os veados. Essa medida objetiva

melhorar a condigdo imunologica dos cervideos, além de evitar que os animais migrem para as
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pastagens das fazendas vizinhas ao parque, entrando em contato com o gado (Treanor et al.
2015). Porém, as grandes densidades de veados nos locais de alimentacdo foram associadas a
altas prevaléncias de brucelose (entre 10 e 30%), enquanto que nos grupos menos densos, e que
ndo utilizam estas areas, as taxas de brucelose variaram entre 2 e 3% (Cross et al. 2013). Esses
dados evidenciam a importancia de uma investigacdo epidemioldgica detalhada que possibilite
a avaliacdo dos diversos fatores que afetam as frequéncias estimadas para a brucelose em
populagdes silvestres.

O papel epidemioldgico do veado-campeiro para a brucelose no Pantanal, ainda é
incerto. As prevaléncias soroldgicas sao relativamente baixas, o que limita maiores percepgdes
sobre a dindmica dessa enfermidade. As tentativas de isolamento s&o desafiadoras, dada a
logistica da regido. No entanto, técnicas de genotipagem como a variable number tandem
repeat (VNTR) tem se mostrado eficientes para a caracterizacdo de espécies e cepas de Brucella
spp. Essas informacdes sobre as bactérias, associadas aos hospedeiros em que ocorrem, podem
auxiliar na elucidac&o das vias de transmissédo interespecificas (Mugizi et al. 2015).

Os resultados de OR evidenciaram que durante a inundacgdo pantaneira houve cerca de
23 vezes mais cervideos positivos para brucelose que no periodo seco (Quadro 3). Essa forte
intensidade da associacao entre o periodo hidrolégico do Pantanal e a ocorréncia da brucelose
em veado-campeiro esta representada na Figura 2, onde € possivel observar que a maior
proporcao de veados positivos ocorreu no periodo da cheia (20%), enquanto que na seca apenas
cerca de 1% dos individuos foram positivos. As informacgdes sugerem que a transmissao hidrica
pode ter um importante papel na epidemiologia da brucelose no Pantanal.

A Brucella spp. pode sobreviver por até quatro meses na agua ou em solo imido (OMS
1986, Brasil 2006) e a principal fonte de infeccdo para bovinos e animais silvestres sdo as
fémeas gestantes infectadas que, ao abortar ou parir, podem eliminar grandes quantidades de
Brucella spp. no ambiente, contaminando pastagens, dgua e solo (OMS 1986, Cheville &
McCullough 1998, Brasil, 2006).

As paricbes dos bovinos no Pantanal concentram-se no final do ano,
predominantemente, entre setembro e novembro (Santos, 2009). As novilhas primiparas,
categoria mais susceptivel a brucelose, tendem a parir mais tardiamente (Brasil, 2006), podendo
contaminar o ambiente com Brucella spp. no inicio das chuvas (meados de outubro). O
ambiente mais umido ou inundado poderia favorecer a sobrevivéncia e a disseminacdo da
bactéria. Essa hipotese poderia justificar porque as taxas de veados-campeiros positivos para a

brucelose foram significativamente mais frequentes no periodo da cheia pantaneira.
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O nosso estudo confirma que o veado-campeiro esta exposto a Brucella spp. na regido,
jaque em todas as propriedades onde foram identificados bovinos positivos, também ocorreram
veados positivos. A inundacdo sazonal que ocorre no Pantanal esteve significativamente
associada a brucelose diagnosticada nos cervideos. Na cheia pantaneira as chances de encontrar
cervideos positivos para a doenca foram 23 vezes maiores do que no periodo de estiagem.

Sugere-se, para pesquisas futuras, a continuidade deste estudo em um delineamento
longitudinal, monitorando a brucelose simultaneamente em cervideos e bovinos, nas mesmas
propriedades e periodos de tempo. Esse formato compensaria a dificuldade em se obter um
universo amostral representativo para as populacfes silvestres, além de viabilizar o
acompanhamento da evolucdo da brucelose, por meio da estimativa da incidéncia nas
propriedades reamostradas.
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Deteccdo de Brucella spp. em mamiferos silvestres sorologicamente

positivos no Pantanal sul-mato-grossense?

Igor A.H.F. Schabib-Péres?*, Namor P. Zimmermann? e Aiesca O. Pellegrin®

ABSTRACT .- Schabib-Péres, I.A.H.F., Zimmermann, N.P & Pellegrin, A.O. 2016. [Brucella
spp. detection in seropositive wild mammals from Pantanal, Mato Grosso do Sul State]
Deteccgdo de Brucella spp. em mamiferos silvestres sorologicamente positivos no Pantanal sul-
mato-grossense. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Laboratorio de Bacteriologia,
Sanidade Animal, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Embrapa Pantanal, R. 21 de
Setembro, 1880, Corumbd, MS, 79320-900, Brazil. E-mail: igor.peres@embrapa.br

We report results for brucellosis in free-living animals from Pantanal, with wide sample range
and with direct and indirect diagnostic tests that detect the presence of Brucella spp. Between
2012 and 2015, serum samples, tissues and swabs of secretions were collected from 130 pampas
deer (Ozotoceros bezoarticus), 50 crab-eating fox (Cerdocyon thous) and 22 brown-nosed coati
(Nasua nasua). All individuals shared the environment with livestock in farms. Using Rose-
Bengal Test, 2-mercaptoethanol and FPA to identify animals exposed to Brucella spp.
Bacteriological cultive and real-time PCR was used for brucela DNA detection from secreening
of tissues, confirming the positive results of these samples by other molecular techniques
(nestedPCR, MultiplexPCR, and gene sequencing). We adopted the most sensitive serological
test (FPA) for found Brucella sp positivity rates in 5.4% (7/129) pampas deer, 24% (12/50)
crab-eating fox and 13.6% (3/22) red-nose coati. It was not possible to isolate Brucella spp.
from none sample collected, however, we detected Brucella spp., DNA in four deer, seven crab-
eating fox and three coatis, from the same samples submitted to microbiology. By NestedPCR,
we confirmed the initial detection of the pathogen in two crab-eating fox and one coati and
obtained DNA amplicons for sequencing. The remaining three samples were confirmed in
sequencing with 100% alignment with Brucella spp., DNA against 90% for Ochrobactrum
anthropi, and 65% for B. abortus biovar 1 S19. Finally, we performed a PCR with just one of
Multiplex-specific primers used to identify species of Brucella spp. In one of the three
sequenced samples (a coati), was possible concluded that not vaccinal Brucella abortus smooth
was present.

INDEX TERMS: serology, PCR, Ozotoceros bexoarticus, Cerdocyon thous, Nasua nasua.
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RESUMO.- Reportamos resultados de brucelose para animais de vida-livre no Pantanal com
ampla abrangéncia amostral e com testes de diagnoéstico diretos e indiretos, que detectam a
presenca de Brucella spp. Entre 2012 e 2015 foram coletadas amostras de soro, tecidos e suabes
de secrecbes de 130 veados-campeiros (Ozotoceros bezoarticus), 50 lobinhos (Cerdocyon
thous) e 22 quatis (Nasua nasua). Todos estes individuos compartilhavam do ambiente com o
gado em propriedades de exploragdo pecuéria. Na sorologia utilizamos as técnicas do AAT, 2-
ME e FPA para identificar os animais expostos a Brucella spp. Para diagndstico direto do agente
utilizamos o cultivo microbioldgico e a PCR em tempo-real para a triagem dos tecidos,
confirmando a positividade destas amostras por outras técnicas moleculares (nested PCR, PCR
Multiplex e sequenciamento genético). As taxas de positividade foram assumidas a partir da
prova sorologica mais sensivel (FPA), onde foram encontrados 5,4% (7/129) veados-
campeiros, 24% (12/50) lobinhos e 13,6% (3/22) sororreagentes a Brucella spp. Néo foi
possivel isolar Brucella spp. de nenhuma das amostras coletadas com esse intuito, no entanto,
detectamos DNA da bactéria em quatro veados, sete lobinhos e trés quatis, a partir das mesmas
amostras submetidas a microbiologia. Por meio da Nested PCR, confirmamos a detecc¢éo inicial
do patdgeno em dois lobinhos e um quati e, obtivemos DNA amplificado para sequenciamento.
As trés amostras restantes, foram confirmadas no sequenciamento com 100% de alinhamento
com DNA de Brucella spp., contra 90% com Ochrobactrum anthropi e 65% de B. abortus
biovar 1 B19. Por fim, realizamos uma PCR, com apenas um dos primers Multiplex-especificos
utilizados para identificar espécies de Brucella spp. Em uma das trés amostras sequenciadas (o
quati) foi possivel concluir que Brucella abortus lisa ndo vacinal estava presente.

TERMOS DE INDEXACAO: sorologia, PCR, Ozotoceros bezoarticus, Cerdocyon thous,
Nasua nasua.

INTRODUCAO
O Pantanal brasileiro € conhecido mundialmente por sua biodiversidade e abundancia de
animais de vida livre. Também ¢é referéncia na criacdo de gado de corte em ambiente nativo,
pouco alterado e em sintonia com a natureza (Santos 2002). Tais caracteristicas propiciam um
intenso contato interespecifico em animais que podem ser acometidos por doengas em comum
(Wobeser 2006).

Nas regides em torno do Parque Nacional do Yellowstone, nos EUA, Brucella abortus
foi introduzida no ambiente por meio do gado infectado. A bactéria se adaptou a hospedeiros
da fauna nativa, tornando-se uma doenga endémica de dificil controle (Cheville 1988, Godfroid
et al. 2014). Autoridades sanitarias e pecuaristas trabalham em conjunto para limitar a
ocorréncia da brucelose entre os cervideos e bisGes, evitando que a doenca ressurja no gado
considerado livre (USDA 2012, Rhyan et al. 2010).

No Pantanal, a soroprevaléncia da brucelose em bovinos foi estimada em 8,9% pela
prova oficial do 2-Mercaptoetanol (2-ME) (Leal Filho 2013). Em animais silvestres da regiéo,
estudos pontuais demonstraram taxas de positividade sorolégicas variaveis: 13,2% em lobinhos
(Cerdocyon thous) e 8.8 % em quatis (Nasua nasua), ambas pela prova da polarizagdo

fluorescente (FPA) (Dorneles et al. 2014); 0% de positividade em soro de veados-campeiros
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(Ozotoceros bezoarticus) utilizando o AAT e a técnica de fixacdo de complemento (FC)
(Mathias et al. 1999); 10,2% (AAT) e 3,4 (%) também em soro de veado-campeiro. Para esse
cervideo, foram reportados resultados em que foi possivel a deteccdo do DNA de Brucella spp.
por reacdes em cadeia de polimerase (PCR) a partir do sangue total, obtendo 11,6% (Schabib-
Péres 2010) e 20,4% (Elisei et al. 2010) de positividade.

Os levantamentos sanitarios conduzidos em animais de vida livre possuem limitagdes
por nao serem, na maioria dos casos, validados. A reduzida capacidade na obtencdo de amostras
de qualidade e os métodos de diagndstico empregados podem interferir na interpretacdo dos
resultados (OIE 2015).

Os objetivos deste estudo foram: realizar um levantamento sorolégico para a brucelose
em veado-campeiros, lobinhos e quatis de vida livre no Pantanal e; identificar a presenca ou
ndo de Brucella spp. nos tecidos e secrecdes de animais silvestres, por meio de técnicas diretas

de disgndstico.

MATERIAIS E METODOS
Periodo e area de estudo
Entre margo de 2012 e janeiro de 2015, foram realizadas capturas e coletas de amostras
biolégicas em Cerdocyon thous (lobinho), Nasua nasua (quati) e Ozotoceros bezoarticus
(veado-campeiro) em contato com o bovinos da regido. O estudo compreendeu as sub-regides
pantaneiras da Nhecolandia e do Paiagués, com éreas de 26921 e 27082 Km?, respectivamente,
0 que representa cerca de 40% do territério do Pantanal (Silva et al. 1998).

Treze diferentes propriedades rurais foram contempladas no estudo (Apéndice A), sendo
que a distribuicdo espacial dos pontos amostrados teve como base mapeamentos aéreos, que
indicaram as maiores densidades do veado-campeiro nas sub-regifes da Nhecolandia e do
Paiaguas (Mourdo et al. 2000). Foi assumido que os carnivoros estariam mais amplamente
distribuidos, e que a amostragem seria delimitada em funcdo das populacdes do veado-
campeiro, predominantes em fazendas com maiores areas de campos abertos e vazantes.

Com auxilio de programas de geoprocessamento (Google Earth®, TrackMaker®,
MapSource®), foi possivel planejar as viagens e avaliar espacialmente quais areas poderiam
constituir os pontos de coleta dentro das propriedades.

Animais, capturas e monitoramento
Para a composic¢do do tamanho da amostra, foi considerada uma prevaléncia de 50%, o erro
aceitavel foi estabelecido em 10% e o intervalo de confianca em 95%. Com esses valores, 120

individuos seriam suficientes para compor a amostragem. Este numero foi preconizado apenas
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para o veado-campeiro, por limitagbes de tempo e por este animal ser, fisioldgica e
taxonomicamente, 0 mais semelhante e relacionado ao gado (Merino et al. 1997, Lacerda 2008).
Os carnivoros foram capturados oportunamente, porém sempre em areas de ocorréncia do gado.

A captura dos veados-campeiros foi baseada no descrito por Schabib-Péres (2010). Era
realizada uma aproximacdo lenta, até uma distancia entre 10 e 30 metros do animal, sendo
disparado um dardo anestésico a partir de um rifle veterinario (JM Double Barrel Rifle, Dan-
Inject Aps®, Dinamarca). As doses e farmacos descritos para a conten¢do quimica (Schabib-
Péres 2010) foram aumentadas em 25% na concentracéo total da tiletamina e zolazepam por
dardo. Esse ajuste tornou a inducdo anestésica e a sedacdo mais efetivas, sem comprometer 0s
parametros fisicos. Foi administrado um antagonista de receptores alfa-2-adrenérgicos, para
auxiliar a reversdo parcial da anestesia no término dos procedimentos (Schabib-Péres 2010).

Para os carnivoros, foram utilizadas essencialmente armadilhas de metal, do tipo
Tomahawk, semelhantes a gaiolas (50 x 50 x 70 cm ou 50 x 50 x 90 cm), com plataforma de
desarme interno e fechamento frontal. Estas eram dispostas proximas a fontes de agua,
pastagens-maternidade, currais e carcacas de animais mortos, ou ainda, paralelamente a borda
de matas, estradas ou interiores de capdes. As iscas utilizadas foram: bacon, racdo pastosa para
gato, abdbora cabotid umedecidas com 6leo de figado de bacalhau e creme de amendoim.

De duas a trés vezes por dia as armadilhas eram conferidas, presas e protegidas com
folhagens densas para evitar injdrias aos animais que permanecessem confinados até o
momento em que fossem encontrados. Agua era fornecida e reabastecida constantemente. Na
contencdo dos carnivoros, foi empregada a tiletamina associada ao zolazepam, numa dosagem
que variou entre quatro e oito mg da combinacao/Kg de peso corporal.

Coletas e preparo das amostras

Foi coletado entre 10 e 20 ml de sangue venoso para a obtenc¢do de soro. Suabes bacterioldgicos,
secos e com meio de transporte de Stuart, foram impregnados com secrec@es vaginais, leite ou
colostro, fezes da ampola retal e com material obtido a partir da pungéo aspirativa com agulha
fina (PAAF) de linfonodos superficiais (cervicais superficiais e popliteos). O aspirado de
linfonodo foi realizado ap6s tricotomia e assepsia prévia da pele, sendo dividido entre um tubo
estéril para congelamento e os suabes bacterioldgicos.

Oportunamente, foram realizadas necropsias em um lobinho e um quati, encontrados
mortos com pouco grau de autdlise. Dois veados-campeiros também foram necropsiados: um
feto abortado e uma veada adulta que foi eutanasiada, apos sofrer fratura provocada pelo
impacto do dardo anestésico. De modo geral, os seguintes 6gdos foram coletados: figado, rins,

baco, linfonodos cervical superficial e popliteo, pulmdes, estbmago, utero e placenta.
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No tempo entre as coletas e o retorno ao laboratério de campo, todas as amostras eram
mantidas refrigeradas entre 2 e 8°C em isopor com bolsas de gelo. O soro foi aliquotado em
tubos criogénicos e as demais amostras acondicionadas em embalagens apropriadas. Ambos
eram congelados em freezer a - 20 °C ou botijdo de nitrogénio liquido a -196 °C, até 0 momento
em que fossem submetidos aos testes de diagnostico.

Diagnostico soroldgico

No laboratério de bacteriologia da Embrapa Pantanal, o soro sanguineo foi examinado quanto
a presenca de anticorpos para a brucelose pelo teste do Antigeno Acidificado Tamponado
(AAT) e pelo 2-Mercaptoetanol (2-ME), seguindo a metodologia do manual técnico do
Programa Nacional de Contreole e Erradicagéo da Brucelos e Tuberculose Animal (PNCEBT)
(Brasil 2006).

O teste de Polarizacdo Fluorescente (FPA) para a pesquisa de anticorpos anti-Brucella
spp. foi realizado no departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Universidade
Estadual Paulista (UNESP) Campus de Jaboticabal, Sdo Paulo. Os soros sanguineos coletados
foram analisados por meio de um kit comercial de FPA (Brucella’s Antibody Test Kit,
Diachemix®, EUA), que possui como antigeno um lipopolissacarideo contendo a cadeia O de
Brucella spp. conjugada com fluoresceina. Duas diluicBes foram empregadas em paralelo, nas
proporcoes de 1:50 (20 pl de soro para cada 980 ul de solugdo tampdo) e 1:100 (10 pl de soro
para cada 990 pl de solugdo tampao).

Conforme as orientagbes do fabricante, a interpretacdo dos resultados baseou-se na
diferenca entre o valor de milipolarizacdo da amostra testada e a média de trés controles
negativos (AmP = mP da amostra — mP médio de trés controles negativos). As amostras foram
consideradas negativas quando apresentavam AmP menor que 10. Para AmP entre 10 e 20 a
amostra era considerada suspeita e retestada em duplicata. Valores de AmP acima de 20
caracterizavam uma amostra como positiva para a brucelose. As amostras retestadas foram
consideradas positivas se, em pelo menos uma das duplicatas, fosse avaliada a condicdo de

suspeita ou de positividade.

Diagnostico microbioldgico

O cultivo de Brucella spp. requer altos niveis de biosseguranca dado o seu carater zoonético.
Esta fase da pesquisa foi realizada no setor de Doencas Bacterianas do Laboratorio Nacional
Agropecuario (LANAGRO), em Pedro Leopoldo-MG, seguindo as técnicas de cultivo de
Brucella spp. descritas por Alton et al. (1988). No dia anterior as semeaduras bacterianas, as

amostras eram transferidas para refrigeradores para que descongelassem lentamente.
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Os suabes em meio de Stuart foram aplicados diretamente nas placas de cultivo, em
meio Agar Triptose, acrescido de 5% de soro fetal bovino. Quando ocorria a contaminacao dos
meios, as amostras eram recultivadas em novas placas acrescidas do suplemento seletivo de
Farrell (Brucella selective supplement Code: SR0083, Farrell, Oxo0id®), para limitar a
proliferacdo de bactérias que possam inibir o cerscimento de Brucella spp. As amostras dos
orgéos eram dissolvidas com solucao peptonada em sacos proprios para stomacher e maceradas
por cerca de cinco minutos, quando a fase liquefeita da amostra era transferida para as placas
de cultivo. Essas amostras de 6rgdos, juntamente com os suabes anais, foram semeadas em
duplicata, nos meios de triptose com 5% de soro fetal bovino, com e sem suplemento seletivo
de Farrell (Alton et al. 1988).

Incubamos as placas a 37°C em estufas microbioldgicas com controle de gas carbénico
(COy), que era fornecido numa proporcao de 5% do ar atmosférico. O crescimento das bactérias
era monitorado, nos trés primeiros dias a cada 24 horas e, posteriormente, a cada 48 h, por até
duas semanas de incubagéo, conforme os procedimentos adotados no LANAGRO-MG. As
colbnias, com caracteristicas morfoldgicas compativeis com Brucella spp., foram transferidas
para novas placas com Agar Triptose e soro fetal bovino (Alton et al. 1988), onde proliferavam,
produzindo a massa bacteriana necesséria as técnicas de diagnostico de Brucella spp.
Diagnostico molecular

Extracdo do DNA

Dois diferentes métodos para a obtencdo de DNA foram utilizados neste estudo. O
primeiro foi aplicado diretamente na massa bacteriana cultivada, onde uma alcada
bacteriologica de 10 microlitros era dissolvida em 1 ml de solucdo salina. A suspenséo
bacteriana era inativada a 65°C por uma hora, podendo ser utilizada diretamente na provas de
diagnostico para brucelose, sem a necessidade de métodos adicionais de extracdo de &cidos
nucléicos (Orzil et al. 2016).

O segundo método foi aplicado aos fragmentos dos érgdos macerados e aos suabes com
secrecOes vaginais, anais, de leite ou colostro e com aspirado de linfonodos. Um kit comercial
de obtencdo de DNA por lavagens em colunas de extracdo (DNeasy Blood & Tissue Kit, cat.
No. 69506, Quiagen®) foi utilizado, seguindo as instrugdes do fabricante, incluindo uma de
incubacéo inicial a 65 °C / 1 hora dos fragmentos de 6rgaos em solugao de proteinase K (40 ul)
com o tampao ATL do préprio kit (360 ul). Este processo garantia também a inativacdo de
Brucella spp. No caso dos suabes, as pontas das hastes de coleta foram cortadas como se fossem
um fragmento tecidual, procedendo com as demais etapas da extragdo da mesma forma que

com 0s 0rgéos.
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PCR Multiplex

No Laboratério de Biologia Molecular do LANAGRO-MG, foram utilizados os
protocolos de diagndstico validados para amostras de bovinos. As colonias tipicas coletadas
foram examinadas por meio de uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR) Multiplex (Orzil et
al. 2016), similar ao método AMOS, descrito por Bricker et al. (1994). No mix desta PCR foram
incorporados oligonucleotideos que detectam as diferentes espécies e biovares de Brucella spp.,
incluindo as cepas vacinais (Bricker et al. 1994, Lépez-Gofii et al. 2008) e que indicam a
presenca de genoma bacteriano, por meio do gene 16S (Bricker et al. 2003). As amostras de
DNA para o controle positivo da prova foram obtidas de cultivos de referéncia do LANAGRO.

As sequéncias de nucleotideos dos primers utilizados; as concentracdes de cada reagente
das reacdes da PCR Multiplex; as temperaturas e tempos utilizados em cada estagio da
amplificacdo do DNA,; assim como, os tamanhos dos fragmentos amplificados e as espécies e
biovares de Brucella spp. correspondentes foram descritas por Orzil et al. (2016). Os produtos
da PCR foram processados e avaliados em um sistema de anélise para fragmentos amplificados
por de eletroforese capilar (QlAxcel Advanced System — Qiagen®), conforme as instrucdes do
fabricante.

PCR em tempo-real

O DNA extraido a partir de 6rgdos e suabes, além daqueles obtidos a partir do cultivo
microbioldgico, foram submetidos a PCR em tempo-real (QPCR) 1S711.133, no termociclador
LigthCycler 480 1l (Roche®), conforme a metodologia descrita em Preis et al. (2016). As
seguintes  sequéncias de iniciadores  foram utilizadas: BrulS711,133.F:
GCCCTTAAGTGATCGGCATC; Bru.lIS711.133.R: GCCTACCGCTGCGAATAAAG e
Bru.1S711.133.S: FAM-TGCCCCACACCCTTCAAGCC-BHQ1, esta ultima contendo a
sonda para luminescéncia. O conjunto de oligonucleotideos foi desenhado para detectar o
elemento de insercdo 711, presente no genoma de Brucella spp. e que gera, quando amplificado,
fragmentos com 133 pares de bases (pb).

A técnica foi padronizada e validada a partir do DNA extraido de linfonodos e lesfes
sugestivas de brucelose em carcacas de bovinos, apresentando sensibilidade diagndstica de
aproximadamente 93% (Preis et al. 2016). A interpretacdo dos resultados da qPCR 1S711.133
foi baseada na comparacdo das curvas de amplificacdo apresentadas pelas amostras de
referéncia com as das amostras testadas, que deveriam estar acima dos pontos de corte para
cada rodada de andlises.

Caracterizacao de Brucella spp.

Nested PCR
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Com a intengdo de comprovar os resultados encontrados na qPCR e de produzir
fragmentos Brucella spp. que pudessem ser sequenciados, foram selecionadas duas amostras
positivas para Brucella spp. por espécie de animal silvestre. Além, do resultado positivo na
gPCR, foram preconizadas as amostras de individuos sororreagentes na FPA.

Foram utilizados os iniciadores BrulExF CTTCAACCATTTTGGCCATC e BrulExR
CTTGTCCATCAGGCTTTGCT, que amplificam fragmentos de 469 pb para a nested PCR
externa, e Bru2inF GCCGCTATTATGTGGACTGG e Bru2InR
GATCGTAGTCGTCCGGGTTA, amplificando 363 pb para Brucella spp. na nested PCR
interna (Preis et al. 2016).

Os reagentes, volumes das reagdes e 0s programas para o termociclador eram 0s mesmos
para nested PCR externa e interna. O mix para a reagdo contém por amostra: 8,7 ul de agua
ultra-pura, livre de endonucleases; 4 ul de tampao taq 5X; 1,2 pl de MgClz (25 mmol/l); 0,4 ul
de dNTP (10 mmol/l); 2,0 pl dos oligonucleotideos BrulExF ou Bru2InF (5 pmol/ul),
respectivamente, dependendo se a rea¢ao fosse externa ou interna; da mesma forma, 1,5 ul do
oligonucleotideo BrulExXR ou do Bru2InR (5 pmol/ul), respectivamente para nested PCR
externa ou interna; 0,2 pl de Taqg DNA polimerase e 2,0 ul do DNA alvo, que no caso da nested
PCR interna era sempre o produto da amplificacdo de uma amostra pela nested PCR externa.
As temperaturas e ciclos utilizados no termociclador foram as mesmas para nested PCR externa
e interna: 1 ciclo inicial de 95 °C / 5 minutos; 40 ciclos com temperaturas alternando
sucessivamente em 95 °C / 40 segundos, 56 °C / 90 segundos e 72 °C / 40 segundos; um ciclo
final a 72 °C / 4 minutos. (Preis et al. 2016).

As etapas para a interpretacdo dos resultados da nested PCR foram executadas
conforme descrito para PCR Multiplex.

Sequenciamento

As amostras positivas na nested PCR foram encaminhadas para o sequenciamento na
Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),
em Belo Horizonte. Foram utilizadas as técnicas convencionais para analise em sequenciador
por eletroforese capilar e nos enviaram 0s arquivos com as sequéncias de nucleotideos
encontradas. Utilizando os recursos de analise do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), as
sequéncias obtidas foram confrontadas com as armazenadas para a confirmagédo do DNA
detectado nas amostras como sendo de Brucella spp.

Na tentativa de identificar as espécies de Brucella spp. ja confirmadas pelo
sequenciamento, foi modificada a PCR Multiplex para aumentar a sua sensibilidade de

diagnostico. Conforme orientacdes da equipe do LANAGRO, as reagdes para amplificacdo
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foram igualmente preparadas com os pares de nucleotideos 16S-universal.800 e Bru-
BMEii428, além do Bru-AMOS-1S711. Porém foram retiradas da reacdo as sequéncias espécie-
especificas para Brucella spp., excetuando penas a espécie alvo que era buscada. Desta forma,
foram conduzidas duas reacdes em paralelo para cada amostra positiva no sequenciamento, uma
utilizando Bru-AMOS-B. abortus e outra Bru-AMOS-B. suis.
Anélise dos resultados de diagndstico

Somente os resultados de sorologia foram utilizados para as estimativas de positividade
da brucelose, uma vez que, apenas nas provas da FPA, 2-ME e AAT, havia amostras suficientes
para a inclusdo homogénea dos individuos nos testes de diagnostico. Os resultados da FPA, por
ser considerada a prova mais sensivel e especifica utilizada nos soros (GALL et al., 2001,
MATHIAS et. al., 2010, OIE, 2015), foram definidos como a base para selecdo das amostras
com mais chances de detec¢do de Brucella spp., tanto para o cultivo microbiolégico como para
os testes moleculares.

Para os resultados moleculares de diagndéstico, obtidos a partir de diferentes amostras
bioldgicas, foi feita uma analise descritiva dos dados, apontando as limitagdes das técnicas
utilizadas e alternativas que poderiam ser aplicadas no monitoramento da brucelose em animais
silvestres.

Autorizacdo ambiental e avaliacio bioética

Este estudo foi aprovado pelo comité de bioética e experimentagdo animal da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) por meio do certificado n°® 368 de 14 de
outubro de 2011 e da Universidade Federal Fluminense, com o numero 571, em 3 de julho de
2014. Por envolver animais silvestres, conta também, com aprovacdo pelo Sistema de
Autorizagéo e Informacgéo em Biodiversidade (SISBIO), conforme os documentos N° 20029-5
e 25317-2 e 35296-6.

RESULTADOS
Na Figura 1. Utilizamos um fluxograma para sintetizar o delineamento do presente estudo

com um resumo dos resultados por etapas de trabalho.
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4 N

DIAGNOSTICO: MICROBIOLOGICO DIAGNOSTICO: gPCR 15711.133
Objetivo: isolamento de Brucella spp. Objetivo: deteccdo molecular de Brucella spp.
N = foram processadas 460 diferentes =>| N =171 amostras de 85 individuos, incluindo as 10 isolados

amostras clinicas de 117 individuos

L

DIAGNOSTICO: nested PCR
D Obijetivo: confirmacdo dos resultados positivos na

gPCR e produc¢do de material para o sequenciamento
N = 6 individuos (2 de cada espécie)

DIAGNOSTICO: Sequenciamento
Obijetivo: avaliar se os fragmentos de DNA obtidos na

nested PCR possuem identidade com sequéncias
genéticas de referéncia para Brucella spp.

DIAGNOSTICO: PCR Multiplex
Objetivo: deteccdo e identificagdo
das espécies de Brucella spp.

RESULTADO: DNA
de Brucella spp. ndo
detectado

N = 3 individuos
DIAGNOSTICO: PCR Multiplex Modificada DIAGNOSTICO: PCR Multiplex Modificada
Apenas com os oligonucleotideos para B. abortus Apenas com os oligonucleotideos para B. suis
Objetivo: deteccédo de Brucella abortus Objetivo: deteccéo de Brucella suis
N = 3 individuos N = 3 individuos

RESULTADO: DNA de
Brucella suis ndo detectado

e

Figura 1. Fluxograma com os métodos de diagndstico empregados para detecgdo e identificacdo
de Brucella spp., demonstrando os objetivos preconizados e os resultados atingidos em cada
etapa deste estudo aplicado as amostras de mamiferos silvestres do Pantanal.
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Quadro 1. Namero total de individuos e seus respectivos resultados nos diferentes testes de diagndstico e metodologias empregados para identificar animais silvestres

com brucelose.

Espécie animal e

Testes ou metodologias de Diagndstico

categorias de Sorologia Microbiologia Provas Moleculares

diagndstico FPAR 2-MEP AATC Cultivo PCR gPCR gPCR  gPCR Nested Seguencia- PCR Multiplex
bacterioldgico® Multiplex®  amostras’ colbnias9 Total® PCR! mento modificadal

Ozotoceros bezoarticus

Positivos 7 (5,4%) 0(0,0%) 0 (0,0%) 0 0 2 2 4 0 0

Negativos 122 130 130 75 6 56 4 60 0 0

Total veados 129 130 130 75 (297) 6 58 6 64 0 0

Cerdocyon thous

Positivos 12 (24,0%)  3(6,0%) 6 (12,0%) 0 0 5 7 2 2 0

Negativos 38 47 44 26 4 9 11 0 0 2

Total lobinhos 50 50 50 26 (112) 4 14 18 2 2

Nasua nasua

Positivos 3 (13,6%) 2(91%) 2 (9,1%) 0 0 3 0 3 1 1 1 B. abortus

Negativos 19 20 20 16 0 0 0 0 1 0 0

Total quatis 22 22 22 16 (51) 0 3 0 3 2 1 1

TOTAL GERAL 201 202 202 117 (460) 10 75 10 85 6 3 3

FPA?= Teste de polarizagdo fluorescente (fluorescente polarization assay); 2-MEP = Prova do 2-mercaptoetanol; AAT® = teste do antigeno acidificado; Cultivo microbioldgico® =
0 primeiro nimero representa o total de animais e 0 nimero entre paréntesis, o total de amostras que foram examinadas; PCR® Multiplex = PCR-AMOQS, criada pela equipe do
Lanagro-MG, descrita na metodologia; qPCR-amostras’ = reacdo da cadeia de polimerase em tempo-real gPCR 15711.133 realizada em DNA extraido diretamente de amostras
bioldgicas; qPCR-colbnias? = reacdo da cadeia de polimerase em tempo-real qPCR 1S711.133 aplicada em DNA extraido de coldnias isoladas no cultivo microbiolégico; qPCR-
Total" = soma de todas as amostras examinadas pela qPCR 15711.133. Nested PCR! = Resultados da Nested PCR, conforme descrito na metodologia. PCR-Multiplex modificadal =
PCR-AMOS criada pela equipe do Lanagro-MG, e executada com os oligonucleotideos espécie-especificos separadamente. Na tabela, € representado apenas o seu resultado

conclusivo: B. abortus.
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Foram capturados 130 veados-campeiros, 50 lobinhos e 22 quatis. O nimero total e as taxas
de soropositividade encontradas estdo descritos no Quadro 1, categorizados por espécie.

Ao todo foram cultivadas 460 amostras de 117 diferentes animais, sendo que em 10 animais
foram obtidas colénias com aspecto semelhante a Brucella spp. Estas bactérias foram negativas na
PCR Multiplex, utilizada para a identificacéo das colonias. Porém, ao submeter as colénias a gPCR
IS711.133, foi possivel detectar DNA de Brucella spp. em quatro individuos (Quadro 1).

Foi extraido DNA diretamente de 156 amostras bioldgicas de 75 animais. O material obtido
foi submetido a gPCR 1S711.133, que detectou Brucella spp. em 12 amostras distintas (Apéndice
B), pertencentes a 10 individuos. Somando-se os resultados de gPCR 1S711.133 obtidos a partir
de material clinico e de colénias pré-cultivadas, em 14 animais foi detectado DNA de Brucella
spp. (Quadro 1).

Dentre as seis amostras de DNA selecionadas para a nested PCR foi possivel obter produtos
amplificados em trés delas, dois lobinhos e um quati (Quadro 1). Este material foi sequenciado,
apresentando 100% de taxa de cobertura (Query cover) no alinhamento dos fragmentos analisados,
que tinham entre 339 e 354 pb, além de 100% de identidade com o DNA de diversas espécies de

Brucella spp do Genbank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Quando os fragmentos sequenciados

foram comparados com Brucella abortus biovar 1 S19, a taxa de cobertura foi de 66%. E quando
confrontados com Ochrobactrum anthropi as amostras analisadas tiveram 90% de identidade
genética (Apéndice C)

As trés amostras positivas para o género Brucella spp. e sequenciadas foram avaliadas na
PCR Multiplex, com os oligonucleotideo espécie-especificos para Brucella abortus e Brucella suis
separados, em reacOes preparadas em paralelo. Apo6s a amplificagdo do DNA, foi possivel detectar
Brucella abortus somente na amostra de PAAF de um quati.

DISCUSSAO
Quando comparada as provas do AAT e do 2-ME, observa-se que a polarizagéo fluorescente (FPA)
indicou as maiores taxas soroldgicas para a brucelose nas trés espécies de mamiferos silvestres
pesquisadas. A maior sensibilidade diagnoéstica dessa prova na detecgdo de anticorpos contra
Brucella spp. pode ter causado essa variacdo de resultados (Godfroid et al. 2010).
Observa-se também que os veados-campeiros apresentaram menores taxas de exposicao a

Brucella spp. em comparagdo com os carnivoros. Ndo conhecemos 0os mecanismos de infecgéo e


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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resiliéncia dessa bactéria no veado-campeiro, no entanto, em cervideos da América do Norte,
existe um forte componente ambiental na dindmica epidemioldgica da brucelose. Nos meses de
inverno e, consequente, escassez de alimentos, surtos tém sido atribuidos a um estado sazonal de
deficiéncia imunologica nutricional (Cross et al. 2007). A aglomeracdo destes animais nos
periodos do ano mais frios, contribuem ainda mais para a disseminagdo de bactérias no ambiente
(Treanor et al. 2015).

No Pantanal, o veado-campeiro forma grupos familiares pequenos que, em geral, possuem
menos de uma dezena de individuos (Lacerda 2008). A espécie de maior aglomeracdo nesse
ambiente € o gado. Os bovinos talvez possam elevar as taxas de contaminagdo do ambiente por
Brucella spp., tanto nos periodos de inundagdo quando os rebanhos se concentram nas areas mais
altas, como na estiagem, em torno de fontes hidricas e cochos de suplementacdo mineralo-protéica.
O estresse gerado apds os periodos de manejo nos rebanhos bovinos pantaneiros (maio e
novembro), também poderia contribuir para a elevacao das taxas de exposicao a Brucella spp. Na
Africa, existem indicios de infeccdo de ruminantes silvestres pelo contato com rebanhos bovinos
com altas prevaléncias para brucelose, em planicies inundaveis (Muma et al. 2011).

Os lobinhos e quatis apresentaram taxas de positividade soroldgica bem mais elevadas que
o0 cervideo deste estudo (Quadro 1). Dorneles et al. (2014) reportaram 13,2% de positividade para
C. thous e 8,8% para Nasua nasua, utilizando a polarizagdo fluorescente como método de
diagnostico. A variagdo de resultados entre os levantamentos sorol6gicos pode estar relacionada a
amostragem do primeiro estudo que foi restrita a uma propriedade rural que mantém o seu rebanho
bovino sob rigoroso manejo sanitario para brucelose.

Carnivoros podem atuar no ambiente como carniceiros oportunistas (Maichak et al. 2009)
0 que favorece o contato destes animais com as fontes de infecc¢do natural para a brucelose, como
fetos abortados e carcacas de animais mortos. Brucella spp. podem permanecer no ambiente por
até 4 meses em condi¢Oes adequadas de umidade e temperatura, ou por até 8 meses no interior de
material biologico como leite, placenta, feto abortado, urina e fezes (Walker 2003; Brasil 2006).

Em um experimento realizado na Area do Grande Yellowstone, nos EUA, foram espalhados
fetos de bis&o, previamente inoculados com a cepa vacinal Brucella abortus RB51 com a intengéo
de testar a viabilidade e possibilidade de disseminacdo destas no ambiente. Foi possivel recuperar
bactérias vivas do solo, vegetacdo e carcacas parcialmente consumidas por até 81 dias poOs-

inoculacgéo (Aune et al. 2011). Quatis e lobinhos poderiam tanto se alimentar de carcagas ou fetos
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bovinos abortados, como também poderiam estar sujeitos a infec¢do ambiental por Brucella spp.
Esta ocorreria a partir dos solos tmidos das baias e vazantes, onde estes carnivoros podem revolver
a terra em busca de invertebrados, ou buscar presas como anfibios (Bianchi et al. 2013).

A auséncia de um teste de diagnostico validado para C. thous e N. nasua pode interferir
nos resultados encontrados. No caso dos carnivoros, a extrapolacdo de uma prova de diagnostico
a partir da espécie taxonémica mais proxima ndo € uma opcao aceitavel, ja que no caso da
brucelose, o bovino seria a espécie “equivalente”. Para estas Situacdes a OIE (2015) sugere estudos
de longo prazo, onde possam ser formados bancos de referéncia soroldgica, juntamente com
metodologias de andlise bayesiana, que visam amparar os resultados obtidos nos diagndsticos com
base na experiéncia clinica ou epidemioldgica de técnicos.

A utilizacdo de provas de diagndstico em paralelo também pode contribuir para uma maior
confiabilidade dos resultados, essencialmente quando se baseiam em diferentes principios de
deteccdo do agente (Godfroid 2002). Utilizamos neste trabalho, testes de diagnostico que se
baseiam na detec¢do indireta do agente etioldgico, por meio da reacdo com imunoglobulinas
responsivas a sensibilizacdo prévia (FPA, 2ME, AAT); e testes de deteccdo direta do patdgeno,
pelo cultivo microbioldgico ou por meio de técnicas moleculares (PCR Multiplex, gPCR, nested
PCR e sequenciamento genético) capazes de detectar sequéncias genéticas especificas para a sua
caracterizagao.

A gqPCR-1S711.133, como método de triagem molecular, foi capaz de detectar DNA de
Brucella spp. a partir de diferentes tecidos dos mamiferos silvestres.

Em estudos semelhantes a este, uma PCR em tempo-real desenvolvida para detectar o
elemento de insercdo genética 1S711 de Brucella spp., foi aplicada em amostras de linfonodos e
placentas de bufalas, sorologicamente positivas para brucelose, sendo possivel a deteccdo do
agente em diversas fases da gestacdo (Sousa et al. 2015a e 2015b). Estes autores encontraram entre
25 e 65% de DNA de Brucella spp. presente nos tecidos reprodutivos e em torno de 11% nos
linfonodos analisados. Tais resultados foram mais elevados que 0s nossos, porém, é importante
observar que as condi¢des de obtencéo, coleta e acondicionamento dos materiais coletados dentro
de um frigorifico se aproximam das ideais. As nossas amostras foram obtidas essencialmente de
animais vivos coletados in situ, situacdo que limita 0 acesso aos orgdos de eleicdo e as

concentragdes ideais de material para o diagndstico.
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As amostras que foram positivas somente nas provas moleculares, podem estar
relacionadas a infecgOes iniciais nos animais coletados, com bactérias ainda insuficientes para
induzir a producdo de anticorpos em quantidades detectaveis. Carnivoros tém sido apontados como
reguladores da carga infectante de Brucella spp. que é necessaria para estabelecer um processo
etioldgico no hospedeiro (Davis et al. 1988). O pH géastrico mais &cido parece ser o principal
responsavel por restringir a multiplicagdo da Brucella spp. (Percin et al. 2013). Schnurrenberger
et al. (1985), encontraram somente um isolado de 44 amostras de tecidos de guaxinins expostos
ao gado durante o periodo das pari¢des, acreditando que esses animais, procionideos como o quati,
possuiam inabilidade como reservatdrios para Brucella spp.

Experimentos foram realizados em coiotes na América do Norte, onde estes foram
infectados por B. abortus em diferentes concentragdes, sendo mantidos em cativeiro e tendo
amostras de fezes, urina e sangue coletadas a fim de avaliar a carga microbiologica eliminada. Eles
foram mantidos nos mesmos piquetes que vacas gestantes, e apenas o grupo de coiotes inoculados
com cargas bacterianas (1,2 x 10! UFC) bem mais elevadas que as naturalmente eliminadas no
ambiente, foi capaz de induzir aborto nas vacas. Os demais coiotes, inoculados com 7 x 107, 3 x
108 e 1,5 x 10'°UFC, ndo foram capazes de induzir a soropositividade no gado, ndo sendo possivel
isolar bactérias destas vacas, que ndo abortaram (Davis et al. 1988). Os hospedeiros que controlam
um agente infeccioso sem propaga-lo sdo denominados “Dead-end-%osts” ou hospedeiros-
terminais (Wobeser 2006).

As provas moleculares de diagndstico possibilitam minimizar interpretacfes de reacoes
inespecificas falso-positivas, uma vez que bactérias com componentes imunogénicos semelhantes
ao da Brucella spp., como a Yersinia enterocolitica, ndo interferem em seus resultados. Schumaker
et al. (2010) demonstrou em cervideos (Cervus elaphus) nos EUA, que o uso das técnicas
moleculares de diagndstico evitaram que reacdes sorologicas cruzadas para Y. enterocolitica O:9
fossem atribuidas a B. abortus.

As sorologias aplicadas previamente ao diagnostico molecular neste estudo, mitigam as
chances da deteccdo do DNA de Brucella spp. serem atribuidos ao Ochrobactrum anthropi ou
Ochrobactrum intermedius. Estas bactérias tendem a ser confundidoras do diagndstico molecular
da brucelose, devido ao alto grau de parentesco genético que possuem (Scholz et al. 2008). O

sequenciamento realizado, confirmou os maiores percentuais de identidade genética com Brucella
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spp. (100%), enquanto que para Ochrobactrum spp. foi obtida 90% de identidade genética entre
as bases analisadas.

Apenas a presenca de imunoglobulinas, ou a deteccdo do DNA do patégeno, nédo
caracterizam uma doenca. Esta sO ocorre, quando sdo considerados os aspectos clinico-
epidemioldgicos aos quais as populagdes estudadas estdo expostas e se essa exposicao €é, de fato,
relevante (Smith e Slenning 2000).

Uma vantagem reportada para as técnicas de diagndstico para a brucelose que se baseiam
na PCR é a possibilidade de deteccdo do DNA em multiplos fluidos e tecidos organicos
(Heinemann et al. 2000; Richtzenhain et al. 2002; Miyashiro et al. 2007). Esta aplicabilidade nos
propiciou analisar leite, fezes, secre¢des corporais, aspirados de linfonodos e até mesmo érgaos
coletados de animais mortos.

Duas amostras de cada mamifero silvestre, com diagnostico positivo para Brucella spp. na
FPA e na qPCR 1S711.133, foram selecionadas na tentativa de caracterizar a espécie e cepas de
ocorréncia no Pantanal. A nested PCR complementou a alta sensibilidade diagndstica da qPCR
I1S711.133, com sua caracteristica maior especificidade em detectar Brucella sp. (Preis et al. 2016),
além de possibilitar o sequenciamento a partir do seu produto amplificado. As pequenas
concentracdes de DNA, obtidas a partir de amostras clinicas, puderam ser amplificadas para que
fossem sequenciadas.

Na analise de sequenciamento foi descartada a possibilidade de infeccdo dos animais
examinados por Brucella abortus biovar 1 B19, bactéria viva presente nas vacinas comercializadas
para 0 gado na regido pantaneira. Os trés fragmentos de DNA sequenciados tiveram apenas 66%
de suas sequéncias semelhantes a de B. abortus B19, enquanto que para outras Brucella spp.
depositadas no Genbank, a semelhanca foi de 100%.

A PCR Multiplex com os oligonucleotideo espécie-especificos para B. abortus e B. suis
utilizados em reagdes separadas, identificou DNA de Brucella abortus na amostra de pungéo de
linfonodo popliteo de quati (Nasua nasua). Ndo foram testados os oligonucluotideos para B.
melitensis porque esta ndo ocorre no Brasil e nem para B. ovis por esta ser uma cepa rugosa, que
ndo teria sido identificada como positiva nas provas sorolégicas utilizadas (Brasil 2006, OIE
2015).
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Este estudo demonstrou que Brucella spp. lisas e ndo vacinais estdo presentes no veado-
campeiro, lobinho e quati que convivem com bovinos no Pantanal. Foi possivel caracterizar
exposicdo e infec¢do por meio do diagnostico sorolégico e molecular, respectivamente.

Entre os casos positivos, 0 DNA de Brucella abortus foi identificado a partir de um
aspirado de linfonodo. Esse método de obtencdo de amostras foi proposto por este trabalho,
visando o diagnostico da brucelose em animais vivos. A PAAF teve a sua funcionalidade
comprovada por meio das técnicas moleculares de diagndstico, sendo uma alternativa a mais para
a vigilancia da brucelose em animais silvestres.
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APENDICE B. Frequéncia de deteccdo do DNA de Brucella spp. por gPCR 15711.133' em diferentes
tipos de amostras de trés espécies de mamiferos silvestres do Pantanal Sul-mato-grossense.

Método de obtencédo
da amostra

Amostra avaliada?

Hospedeiro Silvestre

Cerdocyon thous
Positivos (total)

Nasua nasua
Positivos (total)

Ozotoceros
bezoarticus

Positivos (total)

Suabe com meio de Secrecéo Vaginal 0(8) 1(2) 0 (44)

Stuart® Fezes da ampola retal 2(12) 0(3) 0(5)
Leite ou Colostro 1(1) 0(18)
Secrecdo Vaginal 0(2) 0(1)

Suabe seco?

bacteriolégico Fezes da ampola retal 1(2) 0(1)
Leite ou Colostro 0(1)

PAAF® + Suabe com  Parénquima de linfonodos 1(12) 0(2) 1(17)

meio de Stuart superficiais

PAAF + Suabe seco Parénquima de linfonodos 0(2) 1(2) 0(3)

bacterioldgico superficiais
Figado 1(2)
Rins 0(1) 0(1) 1(2)
Bago em meio de Farrell 0(1) 1(1) 0(2)
Linf. Cerv. Superficial’ 0 (1)

Necropsia® Linf. popliteo 0(1) 0(1)
Pulmdes (fetais) 1(2)
Estémago (fetal) 0(1)
Utero 0(1)
Placenta 0(1)
Muco vaginal 1(1)
Suabe Stuart embebido em 0(2)
leite/colostro
Suabe Stuart com material da 2 (4) 1(2)
ampola retal

Colonias cultivadasa  Bago em meio de Farrell® 0()

partir de: Linf. Cerv. Superf. 1M
Linf. Cerv. Superf. em meio 0 (1)
de Farrell
Linf. Pop. em meio Farrell 0(1)
Rim 0(1)
Rim em meio de Farrell 0(1)

TOTAL GERAL AMOSTRAS / ESPECIE 7(53) 3(14) 7(104)

qPCRIS711.133! = reacdo de cadeia de polimerase em tempo real; Amostra avaliada? = amostra clinica ou col6nia
cultivada, da qual foi extraido o DNA; Stuart® = meio de cultura comercial préprio para transporte de amostras
destinadas ao cultivo bacteriolégico; Suabe seco* = suabe bacterioldgico simples, sem meio de cultura; PAAF® =
puncdo aspirativa com agulha fina; Necropsia® = as necropsias foram realizadas oportunamente; Linf. Cerv.
Superficial” = linfonodo cervical superficial; Farrell® = suplemento comercial para meios de cultura seletivo para

Brucella spp.



68

Brucella abortus 104M chromosome 2, complete sequence
Sequence ID: gb|CP009626.1| Length: 1162580 Number of Matches: 1

Range 1: 515324 to 515662 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
627 bits(339) 6e-176 339/339(100%) 0/339(0%) Plus/Minus

GCGATCTTGGCGGCAAGTCCGTCGGTA B8 )
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

GGCAAGTCCGTCGGTA 51560 Exemplo 1.

SSOMBAMCTTA. 120 Brucella spp. do quati x Brucella abortus
BACTTA 104M do genbank

100% de cobertura dos 339 pb

Query 1 GACTGGTTCAAGACCTTTGCCGATAT

) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIHI
Sbjct 515662 TGGACTGGTTCAAGACCTTTGCCGATATTATCGGC

Query 61 CGCAGTTTGCAATCTTCACCTATAAGGATTTCGATGATCCGGC

) CLLCEE TR R EEL LR e LT e ereLd
Sbjct 515602 CGCAGTTTGCAATCTTCACCTATAAGGATTTCGATGATCCGGCGCGCCGC

Query 121 TCAAGATCGCCATCGACTGCTGGGCCGAGGTGGCCGAACATGCGGCAGGTGLGGGT

) |IIIIIIHIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIlIlIlIlIIIlIlIIIIIIIII
Sbjct 515542 TCAAGATCGCCATCGACTGCTGGGCCGAGGTGGCCGAACATGCGGCAGGTGCGGGCCTCG 51

Query 181  ACTATGTGTTCTGGGAGCCGATGAGCATCGGGCGCGAATTTGGCGAGACGATTGCCGAAT 240 100% de alinhamento

) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIHIIIIII||III!IHIIIIIIIIlIlIIIIIIIII
Sbjct 515482 ACTATGTGTTCTGGGAGCCGATGAGCATCGGGCGCGAATTTGGCGAGACGATTGCCGAAT 51542

Query 241 GCATGAAGCTTCAGGATCGGCTCACCGCCGCTAACATGGCGATCCCCATGTGGATGATGG 300 SequenCIamento Ideal

) CELCEECEEEreee e e e e e Eeee e e e ey
Sbjct 515422 GCATGAAGCTTCAGGATCGGCTCACCGCCGCTAACATGGCGATCCCCATGTGGATGATGG 51536

Query 301 CGATATCGACCATGGTGACGTGACATCCGCTAACCCGG 339

IIII]IIIIIIIlIIIIIIIIIlHIlIIIIIIIIIIII
Sbjct 515362 CCGATATCGACCATGGTGACGTGACATCCGCTAACCCGG 515324 J

Ochrobactrum anthropi strain OAB chromosome 2, complete sequence
Sequence ID: gb|CP008819.1] Length: 1930134 Number of Matches: 1

Range 1: 1044697 to 1045033 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
435 bits(235) 4e-118 304/338(20%) 2/338(0%) Plus/Plus E o2
Sm e Xemplo 2.

Query 3 GACTGGTTCAAGACCTTTGCCGATATTATCGGCGA CGGCAAGTCCGTCGGTACG 62 p .

, LT T LTI Brucella spp. do quati x Ochrobactrum
Shict 10844507 GACTGETTCAAGACCTTTGCCGACATTATCGGCGATCTTGALG GGTCGECACG 1844756 L .

anthropi strain OAB do genbank
Query 63 CAGTTTGCAATCTTCACCTATAAGGATT TCGATGATCCGGCGCGCCGIGAA 122
LTI ] i == 98% de cobertura dos 339 pb

Shict 1844757 CAGTTTGCGATCTTCACCTATAAGGATTTCGATGACGCTGLGCGCCGLGAAGACCTGATC
Query 123 AAGATCGCCATCGACTGCTGEACCGAGGTAGCCGAACATGCG-GCAGGTGCGGECCTCGE 181 \ o .
Sojct 104817 AMATCLCATCGATIGL TG cbhabt A LM M UL LY 10ssss 90% de alinhamento

C Y £ A A - .

: apresentou muitas bases diferentes
e nitnmiimminosmithnnbhiniiiniEe
Sbjct 1844876 CTATGTGTTCTGGEAACCGATGAGCATCGGECETGAATTTEGCGAGACGATTGLCGAATG 1944935
S i T
Shjct 1844936 CATGAAGCTTCAGGATCGCCTGACCGLCGCCGECATGGCTATTCCGATGTGGATGATGGL 1844995
I L .
Shict 10844905 CGATATCGACCACGGCGATGTGACGTCCGCCAATCCGG 1045933

e
Brucella abortus S19 chromosome 2, complete sequence Exemplo 3
Sequence ID: gb|CP000888.1| Length: 1161449 Number of Matches: 1 p : )
Brucella spp. do quati x Brucella abortus

Range 1: 364213 to 364439 GenBank Graphics .
Score Expect Identities Gaps Strand 819 (VaCInaI) do genbank
420 bits(227) le-113 227/227(100%) 0/227(0%) Plus/Minus )
Query 1 OGO CAGACCTTTCCCOATRTTATCLC M mpgapacrccoTccara 60 \'>__ 66% de cobertura dos pares de bases
Sbjct 364439 TGGACTGGTTCAAGACCTTTGCCGATATTATCGGCGATCTTGGCGGCAAGTCC 50
w6 TR ISy 120 [ 100% de alinhamento
Sbjct 364379 CGCAGTTTGCAATCTTCACCTATAAGGATTTCGATGATCCGGCGCGCCGCGAAGAACTTA 364320 Apesar de um 6timo alinhamento,
o T - ndo existem 34% dos pares de base
Sbjct 364319 TCAAGATCGCCATCGACTGCTGGGCCGAGGTGGCCGAACATGCGGCAGGTGCGGGCCTCG 364260 sequenciados na nossa amostra
e i m quando comparadas a B. abortus S19
Sbjct 364259 ACTATGTGTTCTGGGAGCCGATGAGCATCGGGCGCGAATTTGGCGAG 364213

[
Apéndice C. Comparacdo de trés alinhamentos de pares de base obtidos na analise pelo BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast). No primeiro exemplo o alinhamento foi perfeito (100%) entre a amostra
analisada e uma Brucella spp. de referéncia do genbank. No segundo, a bactéria O. anthropi incriminada por produzir
reagdes falso-positivas no diagnéstico molecular para a brucelose apresentou menor identidade genética com 0 nosso
fragmento de DNA em relacéo as Brucella spp. depositadas no genbank. No dltimo exemplo, a cepa vacinal B. abortus
S19 (B19, em portugués) foi 100% idéntica a nossa amostra, pois também é uma Brucella spp. Porém no seu DNA
apresenta uma delecéo de 34% pares de base no segmento analisado. O que permitiu a distan¢do entre a nossa amostra
e esta cepa vacinal.
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ANEXO 1. Referente aos dados do Artigo 2: Comparativo dos resultados obtidos na prova soroldgica da
FPA e na molecular da gPCR 15711, utilizadas como referéncias para triagem neste estudo.

INDIVIDUOS

ESPECIE FPA gPCR IS711
Cerdocyon thous 1 POSITIVO NEGATIVO
2 POSITIVO NEGATIVO
3 NEGATIVO POSITIVO
4 POSITIVO NEGATIVO
5 POSITIVO NEGATIVO
6 POSITIVO NEGATIVO
7 POSITIVO POSITIVO
8 POSITIVO POSITIVO
9 POSITIVO POSITIVO
10 POSITIVO NEGATIVO
11 NEGATIVO POSITIVO
Nasua nasua 1 POSITIVO POSITIVO
2 POSITIVO POSITIVO
3 POSITIVO NEGATIVO
Ozotoceros bezoarticus 1 POSITIVO NEGATIVO
2 POSITIVO NEGATIVO
3 POSITIVO NEGATIVO
4 POSITIVO POSITIVO
5 POSITIVO POSITIVO
6 POSITIVO NEGATIVO
7 NEGATIVO POSITIVO
8 NEGATIVO POSITIVO

ANEXO 2. Referente aos dados do Artigo 2: Lista de oligonucleotideos e, respectivas, sequéncias de

bases utilizados na PCR-AMOS-LANAGRO

Denominagéo dos oligonucleotideos

Sequéncia de bases componentes

Bru-AMOS-B. abortus
Bru-AMOS-B. melitensis
Bru-AMOS-B. ovis
Bru-AMOS-B. suis
Bru-AMOS-IS711
16s-Universal.800F
16s-Universal.800R
Bru-BMEii0428F
Bru-BMEii0428R

GAC GAA CGG AAT TTT TCC AAT CCC

AAA TCG CGT CCT TGC TGG TCT GA

CGG GTT CTG GCACCATCG

GCGCGG TTT TCT GAAGGT TCA GG

TGC CGATCACTT AAG GGC CTT CAT TGC CAG
GTG CCAGCAGCCGTAATAC

TGG TGT GAC GGG CGG TGT GTACAAG

GCC GCT ATT ATG TGG ACT GG

AAT GACTTC ACG GTC GTT CG
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Anexo 3. Referente ao Artigo 2: Detalhamento das metodologias empregadas nas PCR Multiplex e
gPCR 1S711.133.

PCR Multiplex (AMOS-LANAGRO)

A cada amostra a ser avaliada, a solu¢do da PCR-AMOS-LANAGRO utiliza 8,5 ul de agua
ultra-pura ou tratada com DPEC?; 5 pul de Tampao taq 5X, 1,2 pl de MgClz (25 mmol/l); 0,6 pl de
dNTP? 10 mmol/l (lista de abreviagdes); 1 ul de cada oligonucleotideo (5 pmol/ul) 1S711, Bru-
AMOS-B. abortus, Bru-AMOS-B. mellitensis, Bru-AMOS-B. ovis e Bru-AMOS-B .suis; 0,5 ul de
cada oligonucleotideo (5 pmol/ul) Bru-BMEii428F, Bru-BMEii428R, 16S-universal-800F e 16S-
universal-800R; 0,2 ul de Taq DNA ¢ 2,5 ul do DNA alvo que se quer amplificar, totalizando 25
ul por reagdo. Os estagios de termociclagem foram de um ciclo de 95 °C / 3 minutos para a
desnaturacéo inicial, sequido por 35 ciclos de 95 °C / 75 segundos para desnaturagéo, 55.5 °C / 80
segundos para anelamento e 72 °C / 80 segundos para extensdo e, um ultimo ciclo de 72°C / 5

minutos para extensdo final.

gPCR 1S711.133

A solucéo de amplificagdo continha: 2.9 pl de agua ultra-pura; 12,5 pl do MIX para qPCR
(QuantiFast, Quiagen, Alemanha); 2 ul dos oligonucleotideos Bru.IS711.133F e Bru.IS711.133R
(ambos, em concentragdo de 5 pmol/L); 1 ul de Bru.IS711.133S (5 pmol/L); 0,6 ul de MgCl, (25
nM) e 2,5 ul do DNA alvo, totalizando 25 pl de volume total. As reacdes foram preparadas em
placas de 96 pocos proprias para o equipamento de qPCR LightCycler 480 (Roche®), no qual
programamos o0s estagios do diagndstico: inicialmente um ciclo com temperatura de 50 °C / 2
minutos; depois, outro ciclo Unico com temperatura de 95 °C durante 15 segundos e; por ultimo,

45 ciclos alternando temperaturas de 95 °C / 15 segundos e 60 °C / 60 segundos.



