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RESUMO

A brucelose € uma zoonose de grande importancialiadupois além de afetar a saude
dos humanos, o aborto provocado pela infeccao cargss prejuizos econbmicos aos animais
de producdo, e representa um risco a biodiversidadse tratando de mamiferos silvestres. Os
testes sorologicos sao utilizados na rotina padesatificacdo de animais expostos ao agente
infeccioso. Adicionalmente, o diagnostico molecéama ferramenta empregada na deteccéo e
estudos epidemiologicos da brucelose. O objetigiedrabalho foi investigar e comparar a
ocorréncia deBrucella sp. em veados-campeiros e bovinos em simpatria ubaregido
Pantaneira da Nhecolandia, municipio de Corumba/MS.sangue total com e sem
anticoagulante foi coletado de 59 veados-campeirds32 bovinos. A PCR foi realizada
utilizando-se iniciadores género-especificos dineailos ao gene BCSP31 Bricellasp. Os
soros positivos ao teste do AAT foram confirmade geste do 2-ME. Dentre os cervideos,
trés animais foram positivos para na PCR e doi2-ME. Nos bovinos, 20 individuos foram
positivos na PCR e 25 no 2-ME. Os resultados deepte trabalho sugerem quBraicellaspp.
circula no ambiente do Pantanal Sul-Mato-Grossens® os veados-campeiros e bovinos em
simpatia.

Palavras-chave:brucelose — cervideos — bovinos — Pantanal - P&Rologia.



ABSTRACT

Brucellosis is a zoonotic disease of global impmr& as besides affect the health of
humans, abortion caused by the infection causesuseeconomic losses to livestock,
and represents a risk to biodiversity when it comve®ild mammals. Serological tests
are routinely used for identification of animalspeged to the infectious agent.
Additionally, the molecular diagnosis is a tool éayed in the detection of brucellosis
and epidemiological studies. The aim of this studg to investigate and compare the
occurrence ofBrucella ssp. in pampas deer and cattle in sympatry insth@egion
Pantaneira of Nhecolandia, Municipality of CoruniddS. The whole blood with and
without anticoagulant was collected from 59 pamgasr and 132 cattle. PCR was
performed using primers directed to the genus-fipegene BCSP31 frorBrucella sp.
Serum samples positive by AAT test were confirmgd2bEME test. Among the deer,
three animals were positive in PCR and two in thdE test. In cattle, 20 individuals
were positive by PCR and 25 in 2-ME test. The tssof this study suggest that the
Brucella spp. circulates in the environment of Bamtanal of Mato Grosso do Sul state
between pampas deer and cattle in sympathy.

Keywords: Brucellosis - deer - cattle - Pantanal - PCR elsgly



1 INTRODUCAO

A brucelose é uma doenca infecto-contagiosa imptataa salde publica
transmitida dos reservatérios animais para os ham@aodfroid et al., 2005). Animais
selvagens e domeésticos contribuem para a manutaefegia zoonose nos ambientes
naturais. A vigilancia e o monitoramento do statassanidade € estritamente regular
nos animais domésticos, e o monitoramento das deengs animais selvagens é
praticamente inexistente (Al Dahouk et al., 2005).

A presenca ou a criacdo de novas interfaces estranonais domeésticos e
animais selvagens é um dos fatores mais importgates a transmissdo de doencas
(Bengis et al., 2002). A infeccdo p@&rucella sp. € endémica em varias espécies
selvagens (Godfroid et al.,2005), sendo que todasspécies dBrucella spp. podem
infectar diferentes espécies selvagens (Godfroadl €2005).

Animais selvagens podem agir como hospedeiros terips ou como
hospedeiros reservatorios, sendo importante diféeaeentre uma infeccdo temporéria
contraida de animais domeésticos de uma infeccaergésel em animais silvestres
(Godfroid 2002). Um exemplo € a descricdo de OI&0i10), que apresenta as
principais espécies silvestres hospedeirasBdecella abortuse Brucella suisnos
Estados Unidos. O consenso é o de prevenir aagdigéo da infecgcdo nos rebanhos,
particularmente em regides consideradas oficialenbwtes da brucelose (Godfroid et
al., 2010).

As espécies do génerBrucella sp. causam a diminuicdo da eficiéncia
reprodutiva e aborto em espécies selvagens e doagdClinicamente é caracterizada
por um ou mais sinais como o aborto, retencao aeepta, orquite, epiditimite e mais
raramente artrite. Alem da presenca de microorgessem descargas uterinas e no
leite (OIE 2009). Em humanos a brucelose € conbhemdno “febre ondulante”, “febre
do Mediterraneo” ou “febre de Malta” transmitiddgeontato direto ou indireto com
animais infectados ou produtos derivados de ani(@aigbel 2006).

Desde 2001 o Ministério da Agricultura, Pecuaridlmstecimento (MAPA)
instituiu o Programa Nacional de Controle e Erracio da Brucelose e da Tuberculose
Animal (PNCEBT) objetivando diminuir o impacto néga destas zoonoses na saude

humana e animal, além de promover a competitividealgpecuaria nacional (Brasil



2006). Apesar do estabelecimento de programas raeli@acao da brucelose, essa
enfermidade continua sendo um problema de saudécgumundial com severas

consequéncias econdmicas para a pecuaria (Sreewaitsal., 2000). Tornando 0s

produtos vulneraveis as barreiras sanitarias e mmgiendo a sua competitividade no
comércio internacional (Brasil 2003).

Existem muitas razdes pelas quais a brucelose peceandémica e tornando o
diagnéstico dificil, isso inclui o continuo aumeid® animais e expansao dos rebanhos
bovinos, sem a devida identificacdo e descarte @&meds positivas além da
movimentacdo de animais sem controle sanitério i(Roh 2003).Brucella sp. possui
também a habilidade de sobreviver, replicar e peeter em macrofagos levando a
infeccdes cronicas, que € uma das caracteriste@asrutelose, em animais que sao
naturalmente hospedeiros e aos humanos (Roop 20a9).

Os testes sorologicos tém sido usados na rotina ig@ntificar os bovinos
sororeagentes para o génddoucella spp. (Brasil 2006). Nos animais selvagens é
amplamente difundido o uso de testes sorologicos @mbjetivo de avaliar a presenca
ou distribuicdo dBrucellasp, apesar de ndo estarem devidamente padronigadoas
variadas espécies de animais selvagens (Godfraid 2010).

A utilizacdo de testes moleculares como a reacdcadieia em polimerase
(PCR) constitui uma alternativa rapida no diagmostie Brucella sp. Sendo que o
diagndstico pode ser feito a partir de materiaidolgicos variados como 0 sangue e 0
leite (Godfroid et al., 2010).

1.1Etiologia

As bactérias representantes do génd@uucella sdo Gram negativas,
cocobacilos curtos (0,6 — 1,5 um x 0,5 — 0,7 perplaicas, imoveis, ndo formadoras de
esporos, intracelulares facultativas, microaersfilpleomorficas, caracterizadas pela
infeccdo do sistema mononuclear fagocitario, acent&t humanos e varias outras
espécies de mamiferos (Alton et al., 1988).

O género Brucella pertence a subdivisdo alpha-2 das Proteobactérias,
juntamente con©chrobactrum, Rhizobium, Rhodobacter, AgrobacteyiBartonella e

Rickettsia(Yanagi and Yamasato, 1993). Fazendo parte dorgé&ebortus(bovinos,



bubalinos, cervideos, canideos e humanBs)suis(suinos, humanos e bovino$,
melitensis(caprinos, bovinos, ovinos, canideos e humarn®s)neotomaegratos do
deserto) B. ovis(ovinos) eB. canis(canideos e humano®), ceti(golfinhos e baleias)

B. pinnipedialis(focas e lebes-marinhof}loeckaert et al., 2001) e mais recentemente
foram descrita8. microti(Scholz et al., 2008) B. inopinata(Scholz et al., 2010)

As brucelas sao divididas de acordo com a morfaldgi colénia, em lisa8(
abortus,B. suis B. melitensis e rugosasH. ovis e B. can)s o fendtipo liso é devido a
presenca de lipopolissacarideos compostos petietphA e a cadeia de polissacarideos
O, enguanto o tipo rugoso ndo possui a cadeia @d@Sa et al., 2006). A divisdo em
biotipos ocorre enB. melitensisom os biotipos 1, 2 e B, abortusl, 2, 3,4,5,6,7 e
9 e aB. suisl, 2, 3, 4 e 5. As brucelas do tipo rugosa na@sgmtam biotipos
(Whatmore et al., 2009).

As espécies de brucela sobrevivem no ambiente del@acom os fatores
ambientais, sdo susceptiveis ao processo de paatgia, sobrevivem no solo amido
por até 10 semanas e tende a diminuir a sobrevavént locais com temperaturas mais
altas e na incidéncia de luz solar direta. A peénaia no ambiente aumenta na
presenca de matéria organica e sobrevive por neabdlias em fetos abortado e 200
dias em exudatos uterinos (OMS, 1986). Podendelgainada utilizando produtos
clorados, solucdo de formaldeido a 2% em temperaarbiente superior a 15°C e
alcool a 70% destroi as bactérias imediatamenteSQM8IB6; Paulin & Ferreira Neto
2002).

1.2 Epidemiologia

A brucelose é uma das zoonoses de maior importémemalial, particularmente
nos paises em desenvolvimento e em regifes parésutio Mediterraneo, ocidente da
Asia e partes da Africa e da América Latina (Cod897; Trujillo et al., 1994). Alguns
paises da regido central e norte da Europa, Cadadap, Australia e Nova Zelandia
estdo livres do agente (OIE 2009). E classificadma Grupo de Risco Il pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (OIE 2009).

No Brasil a brucelose bovina é endémica, segundad@s sorologicos
realizados no ano de 1975, sendo encontrada ers &sdagides do pais (Brasil 1977).

A prevaléncia da brucelose no Brasil no periodd @89-1998 se manteve entre 4% e



5% (Poester et al., 2002). Inquéritos soroepideaigiobs no periodo de 2001 a 2004
demonstraram que a doenca esta disseminada enotpdts, existindo diferenca de
prevaléncia entre regides e estados (Lage 2008nRakerreira Neto 2002).

Os biovares encontrados no Brasil 8a@bortusbiovares 1, 2, 3, 4 e 8.suis
biovar 1,B. ovise B. canis sendo que as espéci@smelitensise B. neotomaeunca
foram isoladas no Brasil (Poester et al., 2002ekoet al., 2008).

No estado do Mato Grosso do Sul a prevaléncia adanem 1998 foi de 6,3%
semelhante a de 1975 no estado do Mato GrossotéPeesl., 2002). Monteiro et al.
(2006) executaram um estudo sorolégico na regiapldoalto utilizando o teste do
antigeno acidificado tamponado (AAT) e 2-Mercapnet em 2376 amostras de soro
bovino, encontrando uma prevaléncia real individhstimada em 5,6% dos animais e a
prevaléncia de rebanhos infectados de 37,3%, etmupre Pellegrin et al. (2006)
testaram na regido do Pantanal 309 animais em Ha&hhes utilizando as referidas
técnicas, estimando a prevaléncia de 1,36% sendcseie das propriedades tinham
pelo menos um animal positivo.

Chate et al. (2009) buscando caracterizar a situeg@lemioldgica da brucelose
bovina no estado do Mato Grosso do Sul amostrafaB42 animais, totalizando 1.004
propriedades, o teste utilizado foi o do antigeaidiicado tamponado, encontrando
uma prevaléncia de 12,6% no Pantanal e 4,5% nacreigi planalto.

Todas as brucelas podem infectar diversas espsslieyens. Espécies classicas
de brucelas tém sido isoladas de uma grande vdeeda espécies selvagens como
bisGes Bison bisol, javali (Sus scrofg suinos feraisSus scrofg raposa Yulpes
vulpey, lebres Lepus europaelsbufalo africano $yncerus caff¢r renas Rangifer
tarandug, uapiti Cervus canadensgigGodfroid 2002). Apesar da maioria das espécies
de Brucella ssp. possuirem um hospedeiro primario, a infeggite alcancar outros

hospedeiros alternativos (Tessaro 1986).

No Brasil Mayor et al. (2006) encontraram anticaramti-Brucela em catetos
(Tayassu tajacuna regidao amazoénica (4/41 animais). Na regiapattanal do Mato
Grosso do Sul Elisei et al. (2010) coletaram o sange 44 veados-campeiros
(Ozotoceros bezoarticyse para o diagnéstico dBrucella spp. aplicando a PCR,
observando que 20,4% das amostras foram positMaghias et al. (1999) nao



encontraram nenhum veado-campeiro (n=17) com apbsaantiBrucellana regido do

Pantanal do Mato Grosso do Sul.

Beja-Pereira et al. (2009) realizaram a genotipadertO nimeros variaveis de
repeticbes em tandem (VNTR) no l6cus do DNA destéados dé3. abortusem bisédo
(Bos bisoi, veado-vermelhoGervus elaphyse bovinos para pesquisar os surtos de
brucelose em bovinos na regido da grande area dowseone, encontraram uma
similaridade entre a espécie Beucella sp. que ocorre nos bovinos e nos veados-
vermelhos, sugerindo que o veado-vermelho € a iespéservatéria de origem dos

surtos da doenca.

No estado da Carolina do Sul nos Estados Unidosn Gatr al. (2009)
descreveram uma prevaléncia de 14% em suinos {@ra® positivos no teste do AAT
e na prova do rivanol. Na Europa lebres e javalhs $ido os principais reservatorios de
B. suisbiovar 2. Apesar de alguns paises europeus pessuwirstatus de zona livre da
brucelose, estes paises possuem o reservatoBoudella spp. nos animais selvagens,
podendo ameacar os programas de erradicacido.sBardsanimais de vida livre devem
ser cuidadosamente monitorados prevenindo a regemén da brucelose (Godfroid
2002).

1.3 Transmissao

A transmissao dBrucellasp. ocorre principalmente através do contato @ivet
através de aerossois de fluidos ou tecidos congalpgncom o nascimento ou o aborto
de fetos infectados (Enright 1990). Fémeas infegtantinuam eliminando a bactéria
nas secrecdes uterinas por aproximadamente 30 Agdactérias eliminadas no
ambiente aliada a resisténcia ambientaBdecellaspp., é a principal fonte de infeccao
para os animais susceptiveis (Crawford et al., 199hseminacéo artificial utilizando
sémen contaminado também pode infectar as fémeaemiveis (Crawford et al.,
1990).

A transmissao vertical para as crias pode ocofravé@s da alimentacdo com
leite infectado (Roop et al., 2003ymbém filhos de vacas brucélicas podem se infectar

durante a gestagcao, coBrucella sp. persistindo em seus pulmdes e linfonodos



regionais (OMS,1986). O pasto pode ser contaminamofezes de bezerros que se
alimentam com o leite infectado (Acha & Szyfres)P0

O controle e a erradicacdo da brucelose tém impegamplicacdes na saude
publica, j& que a prevencdo da brucelose humanandeppredominantemente do
controle da doenca nos animais. A ocorréncia deeivae nos humanos é geralmente
ocupacional ou devido ao contato ambiental comnimais infectados (Corbel 2006)
ou a ingestao de alimentos de origem animal corgoeijo e o leite ndo pasteurizado
(Poester 2002). Em humanos a brucelose pode ssadapoB. abortus, B. melitensis,
B. suisbiovars 1, 2, 3, 4 e 5 e rarameBtecanise brucelas de mamiferos marinhos
(Godfroid 2002).

1.4 Patogenia

A via de invasdo mais comum da infeccdo @ucella sp. é o trato
gastrointestinal, devido a ingestdo de alimentoagaa contaminada. A infeccao
também é possivel pela pele, conjuntiva ocular aoasa do trato respiratério através
da inalagéo (Crawford et al., 1990).

Apos a infeccao, as brucelas sdo fagocitadas pelmente pelos macréfagos e
carreadas até os linfonodos regionais, onde seiphizdin intracelularmente nos
fagdcitos, podendo permanecer por semanas a miasasr¢on et al., 1986; Bishop et
al., 1994). A invasao dos vasos linfaticos é segypela bacteremia, difundindo-se para
os tecidos do hospedeiro, colonizando principalmedrigdos ricos em células do
sistema mononuclear fagocitario, como o baco, igatinfonodos (Bishop et al., 1994;
Ko & Splitter, 2003).

Com relacdo as células do sistema mononucleacifago as brucelas utilizam
varios mecanismos para evitar ou suprimir as réapdsactericidas (Corbel 1997).
Estes processos sdo desencadeados pela interéalidacbactéria que redireciona o
trafego intracelular, alterando o processo normal ndaturacdo do fagossomo e
bloqueando a fuséo deste, contendo o patégenopdmossomo (Gorvel et al., 2002).
Em seguida ocorre o trafego de um compartimentdagossomo para o reticulo
endoplasmatico rugoso da célula hospedeira, ondmckéria tem um ambiente

otimizado para a replicacdo (Andersonet al., 1888rro-Cerda et al., 2000).



As cepas lisas dBrucellaspp. geralmente invadem as células hospedeiras mai
eficientemente que as cepas rugosas, sugerinda gadeia O de lipopolissacarideos
(LPSO) possuum papel importante na sua viruléncia (Ko & Spijt2003). A LPSO
protege contra a morte bacteriana dentro do fazgd@mo e inibe a apoptose celular
evitando a ativagdo da resposta imune (Porte eR@0D3; Jiménez de Bagués et al.,
2004; Pei et al., 2006), agindo como um imunomathriaa proteina apresentadora de
antigenos do complexo maior de histocompatibilid@diedC) da classe Il (Forestier et
al., 2000).

As espécies dBrucellacontam com o sistema de secrec¢do tipo IV (SST, q
é codificado pelovirB operon e é composto por 12 genes. O SSTBrdeella sp. é
envolvido no recrutamento de pontes de lipidiosa @arentrada d8rucella sp. nos
macrofagos (Watarai et al., 2002) e é requerida gae a bactéria possa atingir o nicho
adequado e consiga replicar na célula hospedeomé@i et al., 2001; Sieira et al.,
2000).

Os locais com maior disponibilidade de eritritdbso Utero gravidico, tecidos
mamarios, ésteoarticulares e 6rgdos do sistemadefmr masculino (Carter 1991). A
B. abortustem um forte tropismo pelo Gtero durante o ultiMmestre da gestacao,
devida a alta concentracdo de eritritol e hormomistereoidais. Embora, Brucella
abortusS19 seja atenuada impossibilitando a sua mukigdio em presenca de eritrito
(Paulin 2003). O eritritol favorece a sobrevivénbacteriana, uma vez que possa ser
metabolizado poBrucella sp. como uma fonte de carbono e energia (Samagtino
Enright, 1996).

As células trofoblasticas do placentoma localizadasbase das vilosidades
coribnicas dos ruminantes sdo consideradas o fwoalario da invasdo dos tecidos
placentarios fetais, de onde a bactéria se difpade os trofoblastos inter cotiledonares.
A multiplicacdo deBrucella sp. pode induzir a infiltracdo de células inflaomats,
necrose dos trofoblastos, vasculite e ulceracéieado corion alantoideano. As trocas
fetais-maternais ficam comprometidas resultando adrorto (Anderson et al.,1986;
Santos et al., 1996).

Touros infectados podem desenvolver sinais sist&nita infeccdo incluindo
febre, anorexia e depresséao, apesar da infeccii@gaentemente inaparente (Campero

et al., 1990). A lesdo mais significante induziaea B. abortusem touros € a orquite
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(Trichard et al., 1982). As reacfes inflamatéridas do tipo necrosante nas vesiculas
seminais, testiculos e epididimos, podendo proveaérfertilidade, infertilidade ou
esterilidade e consequente atrofia do 6rgéao af¢@ais, 1986).

No aparelho locomotor usualmente desenvolve unmavite fibrinosa a
granulomatosa com a formagéo de projecdes vilosddepativas e artrite com eroséo
articular que pode estar associada com uma bgiierativa granulomatosa (Johnson
et al., 1994).

A infeccdo da glandula mamaria pode ocorrer galastnigracdo de leucdcitos
infectados comBrucella sp. para os alvéolos mamarios, fornecendo um Ideal
replicacdo nos alvéolos e ductos, com subsequeigeagfio bacteriana da glandula
mamaria para os linfaticos e destes para os linfomsupramamarios regionais (Adams
2002; Meador et al., 1989).

1.5Interface da transmisséo deéBrucella sp. entre animais domeésticos e silvestres

A brucelose, na qual possui uma distribuicdo malreliafeta diversa espécie de
mamiferos, incide tanto nos animais domeésticos cao® silvestres. A transmissao
tende a ocorrer em ambas as direcdes, apesar deemueertas regibes alguns
hospedeiros tém sido identificados por exercer Ipapportante na transmissao do
patdgeno (Godfroid 2002).

A presenca da brucelose nos animais domésticos reefiop motivo de
apreensdo para as autoridades sanitarias e preslutier diversos paises devido a
ocorréncia de abortos e prejuizos econdmicos (BiekeTabor 2006). Além da
possibilidade de rebanhos classificados como ‘divi& brucelose” serem contaminados
por fontes silvestres. Alguns paises ja buscanatégias para 0 monitoramento de
Brucella sp. em animais silvestres, principalmente nascespé&e mamiferos que sao
possiveis reservatorios da brucelose para humaaogmis domeésticos (Bohm et al.
2007) .

Uma preocupacao crescente para as espécies sid/gstincipalmente as que
estdo em processo de extingdo ou que vivem em atebiFagmentados, € a de serem
afetadas pela introducéo de patégenos derivadbegfeedeiros domésticos. Muitas das
infec¢cdes sdo originalmente introduzidas na po@wlate animais silvestres devido ao

contato com animais domeésticos infectados (Dobsdfe&gher, 1996).
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Sendo que a transmissdo de doencas entre anirhaigeses e domésticos pode
ser de particular interesse em relacdo aos unguladivagens, pois frequentemente
dividem o habitat com animais domésticos (Bohnm.€2GD7).

A introducdo de um individuo infectado ndo é urdidador suficiente da
transmissao d8rucellasp. para outros animais. Uma combinacédo de fattees ser
levada em consideracéo, incluindo a susceptibdéidadresisténcia do hospedeiro, dose
infecciosa, contato com animais infectados, infeddide sazonal, manejo e fatores
ambientais (Godfroid 2002).

Para ser obtida mais informacfes em relacdo a es@sctos € necessério
levantar informacg@es da circulacdoRkeicellasp. em espécies domésticas e selvagens,
em espécies onde este patégeno vem ocorrendo euenfatpres ele interfere nas
espécies afetadas. Ja que a transmissBoudellasp. entre os animais € dinamica. E os
parasitas podem aumentar a mortalidade dos hospgdei diminuir a sua fecundidade
(Scott & Smith 1994).

A montagem de um modelo de atuacaddecellasp. no ambiente € um fator
importante, com a unido de dados coletados dumnéenpo, levantando parametros
importantes para ser utilizado nas politicas derotnda brucelose e o entendimento da
interface da transmisséo Beucella sp., podendo até mesmo servir de referéncia para

planos futuros de controle da brucelose no pais.

1.6 Diagndstico

Os métodos de diagndsticos disponiveis pawgella spp. podem ser utilizados
para diferentes objetivos, como: diagndstico caomdiorio, estudos de prevaléncia,
certificacdo de propriedades, e em paises ondeiclbse ja foi erradicada, deve-se
manter a vigilancia, a fim de evitar a reintroduci@obrucelose através da importacéo
de animais infectados ou produtos de origem ani@adifroid et al., 2010).

O diagnéstico clinico € baseado nos sinais cléniaborto, nascimento de
bezerros fracos e esterilidade de fémeas e machdisgndstico epidemioldgico é feito
de acordo com o histérico do rebanho de uma prdgaie e 0 uso complementar dos
testes diagnosticos diretos ou indiretos (Paulmnelii@ Neto, 2003).
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1.6.1 Diagnostico Direto

Os meétodos de diagnostico direto incluem o isoldmen identificacdo do
agente, a imunohistoquimica e a detec¢do dos aoidusicos (Lage et al., 2006). Os
métodos diretos sdo usados apdés a manifestacacimtosnas clinicos, quando a
bactéria ja esta disseminada no rebanho. Portaréto, sdo recomendadas para
individualizar as fontes de infeccédo, mas paraiooaf focos da doenca e caracterizar
0 agente circulante (Bathke1998).

E executado através do isolamento ou a detecc@eoido nucleico do agente a
partir de fetos abortados (estbmago, baco e pulm@agenta, secrecdes vaginais,
ganglios, leite, colostro, sémen e coleta de fluidcorrente de artrites (Godfroid et al.,
2010; Poester 1997). Para a confirmapas-mortenos tecidos de preferéncia sado os
linfonodos genital e da orofaringe, o baco, glaaguinamarias e principalmente os
linfonodos supramamarios (Godfroid et al., 2010).

O “padréo ouro” para o diagnéstico da bruceloseisblamento e identificacéo
de Brucella spp., pois esta técnica fornece o diagnosticanitieth da doenca, porém
devido ao caréater zoonotico, o isolamento e ideatifio do agente é laborioso, possui
perigo bioldgico devido ao manuseio de bactérigasyialém da demora no processo de
isolamento e o resultado que nem sempre € debtn(®ricker 2002; Yu & Nielsen
2010). A vantagem desta técnica € a especificid@dampo-Sosa et al., 2005). A
identificacdo das espécies do génBracella podem ser feitas através da analise das
caracteristicas fenotipicas, provas bioquimicasidestificam diferencas metabdlicas

entre as espécies e biotipos (Alton et al., 19Téeckaert et al., 2004).

Devido aos problemas inerentes ao isolamento difidagdo deBrucellaspp., a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) fornece unmioamadicional de deteccédo e
identificacdo deBrucella spp. (OIE 2009). A PCR possui alta sensibilidagdenuito
especifica e facilmente adaptavel a alta demarista db processo ser rapido e simples.

Além de permitir trabalhar com a bactéria mortadiBsr & Halling 1994).

Baily et al (1992) realizaram a PCR baseada ne g§&€SP31utilizando um
anico par deprimers oligonucleotideos denominados B4 e B5 amplificando
segmento de 233 pb de um gene que codifica umaipaotde 31 kDa. Descrevendo
assim um teste robusto, sensivel e especificofaahortuse B. melitensisDa Costa



13

et al (1996) pesquisaram 98 bactérias que naonp@Ete ao génerdrucella e
encontraram uma cepa que amplificou pertecent®dmwobactrumEm 1995 Romero
et al. desenvolveram um teste com primers que &ogviam um produto de 905 bp
derivado da sequencia 16S rRNA & abortus Utilizaram amostras clinicas e
observaram que somente o biétipad®Ochrobactrum anthropproduziu um produto
de 905 bp.

Baddour & Alkhalifa (2008) utilizando a PCR paraliear o diagnéstico da
brucelose humana em sangue periférico, comparam@sndiferentes primers e trés
diferentes protocolos que amplificavam trés difegeriragmentos. Demonstraram que o
primer B4/B5 obteve a maior sensibilidade para a detecdg@amostras positivas
(98%). Sendo que todas as técnicas utilizadas afmaltro apresentaram 100% de

especificidade.

Cortez et al. (2001) buscando detectar a presea@rutella spp. em fetos
bovinos abortados, comparou a PCR, utilizando meriB4/B5, e o isolamento e
identificacdo bacteriano. Das 61 amostras sete tamso®ram positivos para ambos 0s
testes e quatro amostras foram positivas somendeapBCR, concluindo que a PCR é
uma ferramenta adicional para o diagnostico diddobrucelose de fetos bovinos

abortados.

A utilizacdo da PCR em animais selvagens no Beasda € pouco utiliazado.
Elisei et al (2009) utilizou a técnica da PCR pmdetectaBrucellaspp. em 44 amostras
de sangue d®zotoceros bezoarticuso Pantanal do Mato Grosso do Sul, sendo que

20,4% (9/44) dos animais foram positivos.

Em muitos casos a determinacdo do género é suéciporem ha casos em que
€ necessario conhecer o biovar envolvido para tag@es devidas. Varias técnicas de
PCR foram descritas para a diferenciacdo do g@reicellaem espécies e biotipos.

Bricker & Halling (1994) descreveram a AMOS PCR gepresenta as iniciais
das espécies que a PCR é capaz de det8ctabértusbiovares 1, 2 e 8. melitensis
1, 2 e 3;B. ovis e B. suibiovar 1). A AMOS explora o polimorfismo decorrerta
localizacdo espécie-especifica do elemento IS71tramossomo dérucella spp.,

através da utilizacdo de cingoimers A identidade é determinada pelo tamanho dos
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produtos amplificados a partir de quapmrdmers espécie-especificos pela distancias do

elemento I1IS711 que é amplificado pptomer restante.

Bricker & Halling (1994) adicionaram trés novgsimers no teste da PCR
multiplex AMOS, para a identificagdo das brucelas vacindi8 8 RB51 utilizando os
primers eryle ery2. A cepa vacinal B19 amplifica apenas um produto €8 HBp
enquanto a RB51 e as outras brucelas amplificardupse de 498 bp e 364 bp. Isso
ocorre devido a delecdo de 702 bp que a cepa V&il®asofreu na sequencia de seu
DNA.

Vemulapalli et al (1999) descreveram a diferen@agatre a RB51 e as outras
espécies e biovares do génddoucella Durante a atenuacdo da RB51 ocorreu a
insercao do element&711(842 p) levando a interrupcéo da cadeia de nudieas do
genewboA, que codifica a enzima glicosiltransferase respaglspela biosintese do
antigeno “O”. Essa interrupcdo do gemboA em cepas de fenotipo liso resulta na
conversao do fendtipo liso em rugoso. Assim o fragim amplificado de 400 bp
identifica as espécies e biovares do gémetxellaenquanto o produto amplificado de
1300 bp corresponde a RB51.

Mayer-Scholl (2010) descreveu uma técnica de PRRItiplex para a
diferenciacdo de todas as nove espécie8rieella spp. reconhecidas, incluindo as

espécies. microti, B. inopinata, B. ceti e B. pennipedsali

As principais desvantagens devido a utilizacdo @& Romo ferramenta de
diagndstico é a contaminacao do material de labooatpresenca de fatores inibidores
de enzimas e acido nucleico e o alto custo dospamentos e reagentes (Paulin &
Ferreira 2003).

1.6.2 Diagnostico Indireto

A sorologia € amplamente utilizada para o diagnosta brucelose, sendo usada
como ferramenta estratégica para proceder ao nmamento e vigilancia de areas ou

regides, além de vigiar zonas onde a doenca jddatificada (Alton et al., 1988).

Godfroid (2002) descreve que animais soropositiviedo significam

necessariamente que tenham uma infec¢do atualvaunat momento da amostragem.
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Pois o teste soroldgico permite apenas um diagrogtiesuntivo (Mackintosh et al.,
2002). Quase todas as espécies vulneraveis a &uf@ogBrucellaspp. podem perder a
titulacdo de anticorpos, podendo constituir umaom@aievaléncia de brucelose do que a
indicado pela pesquisa dos anticorpos.

Os anticorpos responsaveis pBr abortus em bovinos consistem de uma
resposta inicial da IgM que € dependente da viexgp®sicdo, dose da bactéria e do
estado sanitario do animal, seguida de uma prodggase que imediata de anticorpos
IgG1l e depois a producao de pequenas quantidadety@2 e IgA (Nielsen et al.,
1984). Os principais testes soroldgicos dete®ancella spp. de fendtipo liso, portanto
nao detecta 8. ovis e B. canissendo necessario antigeno especific@eella spp.
do fendtipo rugoso (Gosfroid 2002; OIE 2000).

Bactérias do génerB8rucella demonstram uma relacdo genética proxima de
alguns patégenos de plantas, e simbiontes do g&ggobacterium e Rhizobiumbem
como, patdogenos de animais e bactérias oportumsstou do solo como o
Ochrobactrum (OIE, 2009). Portanto reacdes cruzadas podem @coge Sao
principalmente derivadas dos anticorpos IgM (Cqrti&B5). Os testes que detectam
principalmente IgG1 sdo os mais Uteis, porque tisapos IgG2 e IgA estao presentes
em pequenas quantidades e as IgM ndo séo desgjéieievam aos resultados falsos
positivos (Nielsen et al., 1984).

Varios testes soroldgicos estdo disponiveis eiosipais testes utilizados sao os
recomendados pela Organizacdo Mundial da Saude aA\{i@E). O Brasil possui o
Programa Nacional de Controle e Erradicacdo daeBvee e da Tuberculose Animal
que emprega o teste do AAT como teste de triagemamimais que reagem a este teste
sdo submetidos ao teste confirmatoério do 2-Meredaitw| (Brasil, 2006).

O AAT é um teste qualitativo rapido, pratico, cuseduzido e de boa
sensibilidade, possui um pH de 3,65 + 0,05 queipeea aglutinacdo pela IgM e
estimula a aglutinacéo pela IgG1 reduzindo reag@esespecificas (Allan et al., 1976;
Paulin & Ferreira Neto, 2003). Entretanto reacfsdsas negativas podem ocorrer,
principalmente devido ao fendmeno de prozona (WEDY Anticorpos resultantes da
vacinacdo com a B19 e alguns anticorpos cruzadosdeig&ctados por este teste, sendo
necessario usar outros testes para confirmar oahmator como infectado (Brasil,
2004; OIE 2000).
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O 2-Mercaptoetanol € utilizado como teste confidriai quantitativo seletivo
que detecta somente a presenca de IgG no sorcsekpaecompostos contendo radicais
tiol que é o agente redutor adicionado ao soro wmimal, reduzindo a IgM em
subunidades pela reducdo das pontes dissulfidiogsedindo a formacdo da
aglutinacdo. Entretanto, o teste aumenta a espdeifie até certa extencdo, podendo
causar reacdes falsas positivas devido a presemcpodtes dissulfidicas na IgG,
conseguindo reduzir a um ponto onde a IgG é incagaaglutinar-se (Brasil 2006;
Nielsen 2002).

O teste de soroaglutinacdo em tubos (SAT) é utitizantamente com o 2-ME
para a confirmacéo de resultados positivos e perdiiérenciar a infeccao recente da
cronica. A incubacéao é feita por 48 horas e o tadalé baseado no grau de aglutinacéo
do antigeno e na firmeza dos grumos, ap0s agirgiee do tubo (Brasil 2006).

O teste de fixacdo de complemento é o teste deéref@ para o transito
internacional de animais, permitindo a deteccaardeorposanti-Brucella,baseando-
se na habilidade do complexo antigeno-anticorpoagwar o sistema complemento.
Nos bovinos as IgG e IgM podem ativar o complemegtbora o isotipo IgG1 € muito
mais efetivo como fixador de complemento. Pernataldém detectar precocemente a
IgG1 no soro em torno do 14° dia, sendo que asagrde aglutinacao o fazem ao redor
do 30° (Brasil 2006).

O teste de Polarizacao da Fluorescéncia (FPA) testa que ja foi padronizado
para bovinos, suinos, bisdo e cervideos (Gall et2801). E um teste que foi
desenvolvido para bovinos e o fundamento do testaséado no tamanho molecular,
comparando a velocidade dos movimentos aleatéassmbléculas em solucdo, sendo a
taxa de rotacdo inversamente proporcional ao tamatsh molécula. E preparado
utilizando o polissacarideo O dB. abortus conjugado com o isotiocianato de
fluoresceina. Havendo a presenca de anticorposorm se houver a formacéo do
complexo antigeno-anticorpo-conjugado, cuja vekmbéd sera inferior a do isolado
antigeno-conjugado. A determinacdo da rotagéoteé ¢eim o auxilio do equipamento
de iluminacéo por luz polarizada (Brasil 2006; skezl 2002).

Muitos dos testes soroldgicos ndo foram validadwes animais selvagens,
contudo varias investigacdes soroldgicas tém sdas em animais selvagens de vida

livre e em zooldgicos, objetivando-se acessar sepia ou a disseminacaoRieicella
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spp. em diferentes espécies selvagens e classi&aspécies ou individuos como
expostos ou nao expostos (Godfroid 2002). Testeslégicos utilizados para a
deteccdo de anticorpos dgrucella abortusem bovinos tem sido usados para o
diagnédstico de diferentes espécies de ungulado® anr@aribu Rangifer tarandus
caribou), veado-vermelhoQervus elapuse gamo Dama dama (Godfroid 2002) ou

em inquéritos epidemiolégicos (Aguirre et al., 19&®mo et al., 2011; Muma et al.

2011). Muitos dos testes soroldgicos ndo forandadldbs em animais selvagens
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A brucelose € uma zoonose de grande importancialiadupois além de afetar a saude
dos humanos, o aborto provocado pela infeccao cargss prejuizos econbmicos aos animais
de producéo, e representa um risco a biodiversidadse tratando de mamiferos silvestres. Os
testes sorologicos sdo utilizados na rotina padeitificacdo de animais expostos ao agente
infeccioso. Adicionalmente, o diagnéstico molecdéama ferramenta empregada na deteccao e
estudos epidemioldgicos da brucelose. O objetiwiedabalho foi investigar e comparar a
ocorréncia deBrucella sp. em veados-campeiros e bovinos em simpatria ubaregido
Pantaneira da Nhecolandia, municipio de Corumba/MS.sangue total com e sem
anticoagulante foi coletado de 59 veados-campeirds32 bovinos. A PCR foi realizada
utilizando-se iniciadores género-especificos dineailos ao gene BCSP31 Bricellasp. Os
soros positivos ao teste do AAT foram confirmade geste do 2-ME. Dentre os cervideos,
trés animais foram positivos para na PCR e doi2-ME. Nos bovinos, 20 individuos foram
positivos na PCR e 25 no 2-ME. Os resultados deepite trabalho sugerem quBraicellaspp.
circula no ambiente do Pantanal Sul-Mato-Grossens® 0s veados-campeiros e bovinos em

simpatia.
Palavras-chaverucelose — cervideos — bovinos — Pantanal - P§&eRRologia.

Brucellosis is a zoonotic disease of global impm& as besides affect the health of
humans, abortion caused by the infection causesuseeconomic losses to livestock,
and represents a risk to biodiversity when it comoewild mammals. Serological tests
are routinely used for identification of animalspeged to the infectious agent.
Additionally, the molecular diagnosis is a tool déayed in the detection of brucellosis
and epidemiological studies. The aim of this studg to investigate and compare the
occurrence oBrucella ssp. in pampas deer and cattle in sympatry insth@egion
Pantaneira of Nhecolandia, Municipality of CoruniddS. The whole blood with and
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without anticoagulant was collected from 59 pamgdasr and 132 cattle. PCR was
performed using primers directed to the genus-fipegene BCSP31 frorBrucellasp.
Serum samples positive by AAT test were confirmgd2bBME test. Among the deer,
three animals were positive in PCR and two in thdR2test. In cattle, 20 individuals
were positive by PCR and 25 in 2-ME test. The tssof this study suggest that the
Brucella spp. circulates in the environment of Bantanal of Mato Grosso do Sul state
between pampas deer and cattle in sympathy.

Keywords: Brucellosis - deer - cattle - PantarRCR — serology

A brucelose é uma zoonose de grande importancialialue esta relacionada
a infeccdo nos animais de producdo e na contantrde@limentos de origem animal
(Schmoock et al. 2011). E a causa de aborto ema@inéectadas, causando prejuizos
econdmicos e a biodiversidade quando presentemiosia de produgcédo e nos animais
silvestres respectivamente. As bactérias do gémFumella sdo Gram negativas
intracelulares facultativas, caracterizada pelaeagdio do sistema mononuclear
fagocitario (Alton et al. 1988) e por essa razdespem mecanismos de escape do
sistema imune do hospedeiro Ficht (2003).

A brucelose é endémica no Brasil (Paulin & Ferrélieto 2003), tendo sido
registrada na regido do Pantanal em bovinos, pontogeiro Sus scrofae cervideos
(Pellegrin et al., 2006; Paes et al., 2008; Chatal.e 2009; Elisei et al. 2010). Uma
caracteristica da criagdo extensiva de bovinogi@e do Pantanal decorre do fato de
gue estes animais compartilham ambientes com whggilde vida livre como veados-
campeiros Qzotoceros bezoarticyspecarideos e porcos ferais, 0s quais amparam
numerosa quantidade de individuos (Santos 2002i&=2009).

O veado-campeiro possuia uma ampla distribuicddmérica do Sul entre as

latitudes 5° e 40° S (Jackson 1987). Entretantea esnpla distribuicdo tem sido
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drasticamente reduzida por perda de habitat, caganepeticio com herbivoros
domésticos (Merino et al., 1997). No Pantanal, pufagdo foi estimada em torno de
60.000 individuos (Mourdo et al. 2000). Porem, ipadt como o desmatamento das
areas das cordilheiras (Junk & Silva 1999) e quéasasistematicas do caronal para a
implantacédo e melhoria das pastagens (Cardoso22G0 a,b; Cardoso et al. 2003) tem
despertado preocupacéo quanto a sustentabilidadgsiemas produtivos do Pantanal.

E reportado que a introduc&o de bovinos em areasatmindancia de animais
selvagens, pode interferir na dindmica dos ciceogahsmissao dos agentes infecciosos
resultando em surgimento de doencas (Bengis 20@2; Muma et al. 2007). Apos um
periodo, fica dificil de identificar onde ocorref@nte de infeccédo, se nos animais
domeésticos ou silvestres (Aguirre et al. 1995).

Aguirre et al. (1995) descreveram a infeccao Barcella sp, em veado-mula
(Odocoileus hemionjise veado-vermelho Gervus eluphys evidenciando que esses
haviam sido expostos através do contato com bovilvdsansmissédo d8rucella sp.
tende a ocorrer em ambas as direcdes, da faunapamimais de producao ou vice-
versa. Entretanto, em certas regides alguns hasped&m sido identificados por
exercer papel importante como fonte de infec¢capatdgeno (Godfroid 2002). Alguns
paises ja buscam estratégias para o monitoramentriwtella sp. em mamiferos
silvestres e domeésticos simpatricos, principalmerie espécies de que sao possiveis
reservatorios para humanos e animais domésticds{d al. 2007) .

O diagnéstico “padrao ouro” da Brucelose € o iselaim e caracterizacao
bioquimica dos isolados obtidos, sendo esta té@unaiderada de alta especificidade,
porém sua utilizacédo fica restrita a poucos laldoi@d (Alton et al. 1988). Os testes

soroldgicos sao rotineiramente utilizados em indpEepidemiolégicos por demonstrar
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0 percentual de animais expostos ao agente infaxci@apesar da possibilidade de
ocorréncia de resultados cruzados, e da baixa bs@reie no estagio inicial da
infeccao (Al Dahouk et al. 2003; Schmoock 2011).

O diagnostico molecular € uma ferramenta que vemas@ara a pesquisa
epidemiolégica da brucelose. Beja-Pereira et al092 demonstraram através da
genotipagem de isolados que o surto de brucelosdaimos, na area do parque
Yellowstone nos Estados Unidos, provem do veadmekro Cervus elaphys devido
a semelhanca entre os isolados dos bovinos e wadoglhos

O objetivo deste trabalho foi o de identificar ap@sicdo e comparar a
ocorréncia ddBrucella spp. em veados-campeiros e bovinos em simpatdalizados
em uma regidao do Pantanal da Nhecolandia, utilzaoedno ferramentas de diagnéstico

a PCR e a sorologia.

MATERIAL E METODOS

Local do estudo e animaiOs animais que participaram deste estudo estavam
localizados na sub-regido Pantaneira da Nhecolandiaicipio de Corumba-MS, em
propriedades rurais de pecudria extensiva totalzamma area de aproximadamente
20.000 ha de extensdo. Foram coletadas amostraandeie de 59 veados-campeiros
(Ozotoceros bezoarticuse 132 bovinos através da coleta de sangue vemoso
empregado coletores do tipo vacutainer com agusag 8. Foram utilizados tubos
com e sem EDTA sddico para a obtencdo de sangalkeetatoro respectivamente. O

material foi mantido refrigerado até ser aliquotadmazenado em freezer -20 °C.
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Captura dos veados-campeirosPara a captura dos veados-campeiros foi
utilizado uma pistola de propulsdo pneumatica (Nto@, Distinject, Basel, Suica)
com dardos tranquilizantes contendo a preparacésté&sica. Para animais com uma
média de 30 kg foi utilizado a Tiletamina-Zolazep&roletil® 50), Cloridrato de
xilazina (Rompufl) e sulfato de atropina (Atropina 1% Fd9ranas doses
correspondentes de 2,5 mg/kg, 1 mg/kg e 0,05 mgAgos o término dos
procedimentos no animal, foi utilizado o reversor adoridrato de xilazina com a
aplicacao de ioimbina. Objetivando monitorar osapeetros fisiologicos decorrentes da
anestesia, durante o periodo anestésico tododrnaiariiveram a temperatura corporal,
frequéncia cardiaca, respiratéria e reflexos moakns a cada 15 minutos. Todos 0s

animais foram identificados com coleiras numeradas.

Aprovacédo do projeto Este projeto teve aprovacdo do Sistema de Autd@zac
e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) do InstitBrasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), que peéuma anestesia e coleta de
material biologico desta espécie selvagem sob @eNfutorizacao: 20029-1 / codigo de

autenticacao: 69745473.

Diagndstico soroldgico -Os animais sororeagentes ao teste do Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT) foram submetidos adeeto 2-Mercaptoetanol (2-ME)
e o teste de soroaglutinagéo lenta em tubos, t@sen Brasil (2006). O AAT foi feito
utilizando 30 ul de soro por area da placa e homsigado com 30 ul de antigeno.
Foram considerados positivos 0s animais que apgessem a formacdo de grumos
anterior a 4 minutos. A interpretacdo do 2-ME etekie de soroaglutinacdo lenta em
tubos foi realizado de acordo com o grau de aglgéin, sendo classificado como

completo, incompleto ou negativo. Nestes testesrsdlizadas diluicdes seriadas, no
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soro a ser testado, de 1:25, 1:50, 1:100 e 1:20@lcsque a reacao positiva no teste do
2-ME, a partir de 1:25, deve ser considerada cordativo de infeccdo (Quadro 1 e
2). Um animal foi considerado positivo no testeokmyico quando o mesmo é positivo
no AAT e na prova confirmatoria do 2-ME. O 2-ME ¢este de soroaglutinacao lenta
em tubos foram realizados riaboratorio de Diagnostico de Doencas Animais e
Andlise de Alimento§LADDAN) da Agencia Estadual de Defesa Sanitaria Animal e

Vegetal (IAGRO).

Diagnostico molecular -A extracdo de DNA do sangue dos animais foi
realizado de acordo com Aralgb al. (2009) no Laboratorio de Engenharia Genélica
Embrapa Gado de Corte, obtendo a concentracaodiinab0 ng/pl, apos quantificacao
em espectrofotdbmetro (Nano DfopND-1000). Para a amplificacdo do DNA foi
utilizado o par derimersgénero-especifico descrito por Baily et al. (1982)B5: B4
(5-TCGGTTGCCAATATCAA-3') e B5 (5-CGCGCTTGCCTTTCA®BICTG-3') que
amplificam fragmentos de 233pb referente ao gen8H81 que codifica uma proteina
imunogénica de 31 KDa. Para o controle positivo dtlizado DNA de Brucella
abortus2308 eB. abortusRB51. Para a PCR utilizando psmersB4/B5 foi utilizado
0 protocolo de Miyashiro et al. (2007) modificasdmm um volume total de 20 ul
contendo: 2 ul de tampao PCR 10x (1x); 0,8 ul dEMEB mM); 0,6 pl de dNTP (200
uM); 1 ul de cadarimer (1 uM); 0,3 ul defagoNA-polimerase (2,5 Ul); 1 pul do DNA
a ser testado (100ng/pl) e® (Mili-Q®) em quantidade suficiente para completar o
volume total da reacéd reacao de amplificacdo foi feita no aparelho taiciador de
gradiente (Eppendorf Mastercycler Gradfdnonde a desnaturac&o inicial foi a 94°C
por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de desnatura@yC/60 segundos, anelamento a

55°C/60 segundos e extensdo a 72°C/45 segundosaeextansédo final a 72°C/10
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minutos, para a adenilacdo da sequencia formadgagiiro et al. 2007). Os produtos
da PCR foram submetidos a eletroforese de 80 Vlpbora em gel de agarose na
concentracdo de 1,0 %. O gel foi corado com SYBR.GQnvitrogen®) e visualizado
pelo aparelho transiluminador (Lpix HE, Loccus Bmtologia) sob a luz ultravioleta,
sendo posteriormente fotodocumentado.

Andlise estatistica€om base no programa nacional de erradicacéoudalbse
e tuberculose (PNCEBT), foram considerados postio® animais que apresentaram
reacao positiva para o 2-ME ou com diagnosticotpospela PCR B4/B5 tanto para os
bovinos quanto para cervideos. Para testar a déwcola dos testes diagndsticos em
cada grupo foi calculado o teste de McNemar (p0Para a execucado da estatistica

foi utilizado o programa BioEsfat

RESULTADOS

Foi detectada a presenca de veados-campeiros ageotes parBrucellassp.,
com 10,17% de cervideos com reacdo de soroaglabng@psitiva para o teste
sorologico de triagem AAT (6/59), em dois destesnars (3,4%) foi confirmado o
diagndstico pelo teste do 2-ME (2/59). A PCR deiect presenca do DNA dirucella
spp. no sangue de trés cervideos (3/59), sendaperas um cervideo foi soropositivo
no 2-ME e na PCR.

Dos 132 bovinos coletados, 36 animais apresentegag@o de soroaglutinacao
no teste do AAT (36/132), destes, 25 animais (1%)9f®ram soropositivos para o teste
do 2-ME. Pela PCR foi possivel detectar o DNARBtecella spp. no sangue de 20
bovinos (15,15%), sendo que destes, 11 encontrgeasoropositivos no 2-ME. E nove

bovinos foram soronegativos com positividade na PG&produtos amplificados pela
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PCR utilizando @rimer B4/B5 apresentaram um produto de aproximadamer@gB3
(figura 1).

A estatistica utilizando o teste de McNemar, paoanparacdo dos testes
diagnésticos sorolégico e molecular, ndo foi sigatfva para os grupos dos veados-
campeiros e bovinos, demonstrando que ndo hé démuca significativa na proporgcéo

dos resultados utilizando os testes 2-ME e a POB®B@& = 0,01) (tabela I e II).

pb 1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10
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FIGURA 1: Fotodocumentacdo de gel de agarose adr#do com SYBR
GOLD (Invitrogerf) sob transiluminacdo UV; o par geimer B4/B5, que
gerou produtos amplificados com233 pb, indicando o DNA dBrucella
spp.no sangue d®zotoceros bezoarticy8); e no sangue de bovinos (1-7).
pb: 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrog&jy 1 a 7: amostras de bovino; 8:
amostra de veado-campeiro; 9: controle negativoinbpv10: controle

positivo deB. abortus2308.
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Tabela | - Resultados comparativos dos testes 2eMECR na deteccdo de
Brucella ssp. em veados-campeiros de uma regidao da Nhdal&antanal de
Mato Grosso do Sul

2-Mercaptoetanol
Positivos Negativos Total

PCR Positivos 1 2 3
Negativos 1 55 56
Total 2 57 59

Teste de McNemar meétodo exato p = 1.00

Tabela 1l - Resultados comparativos dos testes 2eMECR na deteccdo de
Brucella ssp. em bovinos de uma regido da Nhecolandia,aRantle Mato
Grosso do Sul

2-Mercaptoetanol

Positivos Negativos Total

PCR Positivos 11 9 20
Negativos 14 98 112
Total 25 107 132
Teste do X= 0,695
p>0,01
DISCUSSAO

Em ambos cervideos e bovinos estudados pode-s¢at@na exposicao de
individuos frente &rucella ssp. devido a presenca de anticorpos, evidengatis
testes sorologicos AAT e 2-ME. A soroprevaléncia 3Jé% (2/59) dos veados-
campeiros deste trabalho difere do resultado déibtaet al. (1999) que pesquisaram a
presenca de anticorpos aBtidcellaem veados-campeiros (n=17) no Pantanal do Mato
Grosso do Sul utilizando o teste de aglutinacaglkatas, AAT e o teste de fixacdo de
complemento, ndo detectando animais sororeagentes.

Se considerarmos como positivos os resultados asbti teste do AAT nos
veados-campeiros, a prevaléncia encontrada pareucelbse em cervideos foi de
10,17%, dado equivalente ao ultimo levantamentdespioldgico realizado em bovinos

de corte no Pantanal, onde 12,6% dos animais testathm positivos para a brucelose
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pelo AAT (Chate et al., 2009). Porem os bovinosgpssdos na mesma area dos
cervideos diferiram quanto a soropositividade pekie do AAT pardrucella spp.,

sendo de 27,27% (36/132). Ja a soroprevalénciajdemando o 2-ME para os bovinos,
de 18,93%, foi muito superior a encontrada poreiget et al. (2006) de 1,36% que

utilizaram o AAT e o teste confirmatério do 2-ME .

Alguns fatores contribuem para maior soropositidelanos bovinos, como o
nivel de cobertura vacinal, ocorréncia de aboremata da eliminacdo de bovinos
infectados, existéncia de areas alagadicas naipdaple, maior densidade de animais e
manejo reprodutivo das propriedades, ja que umapdazriedades apresentou uma
maior quantidade de animais positivos (Crawforalgt1990; Paulin e Ferreira Neto,

2003; Pellegrin et al., 2006).

Estudos em infecgbes experimentais e naturais andique quase todas as
espécies animais susceptiveis a infeccdoBpocella spp. podem perder os titulos de
anticorpos com o decorrer do tempo e a presengdetgdes latentes, sem a conversao
soroldgica, complica ainda mais o problema (Godff2002) com o aparecimento de
resultados falso-negativos e camuflando a preveléte brucelose. Embora, deve-se
evidenciar que os testes diagndésticos utilizadosdedenvolvidos e validados para os
bovinos, podendo ndo apresentar as mesmas pragegedagndsticas para 0s animais
selvagens (Davis et al. 1990). Com isso, a utiivagda PCR é vantajosa, pois ira
detectar a presenca Beucellaspp. independente da espécie animal utilizada.

Foram detectados trés veados-campeiros positivé¥fa B4/B5 (3/59) sendo
gue um animal foi positivo para ambos os testesl@gicos e a PCR. Apesar da maior
guantidade de cervideos positivos na PCR B4/B5udonp teste do 2-ME, ndo houve

diferenca na proporgdo entre os resultados dasstestoldgicos e molecular no grupo
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dos cervideos, ndo havendo, portanto, diferengafisgfiva entre os resultados dos
testes realizados. Elisei et al. (2010), utilizangoimer para o gene virB5, detectaram
o DNA deBrucella spp no sangue de veados-campeiros (9/44) na mesnaordgi
presente trabalho.

A prevaléncia de 5% obtida nos veados-campeiras gi@lgnéstico molecular
deBrucellaspp. foi a metade do obtido na sorologia pelo Apdrém € muito proxima
da obtida pelo 2-ME, havendo um cervideo positia@apgodos os testes, dois cervideos
positivos somente para a PCR e dois positivos apem&2-ME. O que pode significar a

diferente exposi¢ao dos animais ao agente infezcios

Nos bovinos o teste estatistico ndo foi signifitidemonstrando que ndo ha
maior proporcdo de bovinos positivos sororeagef®®4.32) em comparacdo com 0S
bovinos positivos na PCR B4/B5 (20/132). A vantagden associacdo dos testes
sorologicos e a PCR B4/B5 € a complementaridadéedtss em detectar a presenca ou
o contato do animal comrucellassp. em diferentes estagios da doenca, possildiitan
a deteccdo de um maior numero de animais.

A deteccdo de animais sororeagentes é devido datcothos animais com o
patbgeno e a caracteristica da brucelose em serdeerca crénica nos bovinos,
levando a producdo de anticorpos reagentes. JARadefecta a presenca do DNA
bacteriano nos momentos iniciais da infecgdo, adtegparecimento de anticorpos
reagentes, ou seja, durante a fase de janela idgioal ou quando a bactéria esta
presente no sangue do animal.

Nove bovinos e um cervideo que foram positivos stenpara a PCR B4/B5,
provavelmente ndo tinham titulos suficientes décargos detectaveis, possivelmente

estes animais estavam no inicio do estagio da gafedevando a diminuicdo da
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sensibilidade dos testes sorolégicos, com a ocueéte reacdes falso negativas ou
reacdes fracas positivas (Schmoock et al. 204tb).ocorre porque no inicio da resposta
imune humoral, apés a exposicao a bactéria, a sesporologica é dada pela producéo
de anticorpos do isotipo IgM e logo depois peladpgdo de IgG1l, que é a principal
imunoglobulina para o diagnéstico sorologico (BraeD6; Butler et al. 1986).

As bactérias do génerBrucella apresentam varios hospedeiros, com isso 0
desenvolvimento de programas no controle e vigiddnepidemiologica deve
obrigatoriamente contemplar ambas as espécies toags selvagens (Muma et al.,
2011). E como a regido do Pantanal possui gragdeza e abundancia de espécies de
mamiferos habitando a planicie, principalmente dogsresentes algumas espécies do
género Brucella bem adaptadas em ungulados e extremamente digcilevar a
erradicacao (Bienen & Tabor 2006). No Pantanaljddea sazonalidade climatica, os
ambientes geram fatores de risco para a transmis@oenca devido ao agrupamento
de animais em locais secos na época das cheiascoucantracdo de animais nos
reservatorios de agua na seca.

Uma investigacao epidemioldgica detalhada, conracterizacdo molecular das
espécies e biotipos derucellapresentes em bovinos e cervideos da area estpddda
auxiliar. Galey et al. (2005) descrevem que nadede Wyoming e Idaho transmissdes
de Brucella sp. doCervus canadensigara 0os bovinos tem ocorrido e a utilizacdo de
testes no DNA apresentou uma identidade genéti€@@%enos isolados dgrucellasp.
dos cervideos e dos bovinos.

As taxas de soroprevaléncia indicam um menor comtatveado-campeiro com
0 agente estudado, diferente do bovino que apmsemh percentual muito maior de

animais positivos. Por serem consideradas esp8étiggtricas o bovino pode estar
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desempenhando um papel importante na transmissacmpaado-campeiro. Segundo
Godfroid (2002), a brucelose em ungulados selvagg@sentemente resulta de um
spillover dos animais reservatérios presentes em animapratbucdo. Muma et al.

(2011) sugeriram que a brucelose no antilépbus lecheg proveniente dos bovinos
domeésticos, que se introduzidos na area de videe degilope, leva a infeccdo do

mesmaos.

Portanto, os resultados deste estudo indicam gBeueella ssp. circula no
ambiente do Pantanal Sul-Mato-Grossense entre adogecampeiros e bovinos em
simpatria. Podendo ser um risco tanto para a prodade da pecuaria quanto para a
biodiversidade local e deve ser tratada com pafitepidemioldgicas diferenciadas para

a regiao do Pantanal.
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ANEXO
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+ : positivo 2-ME : 2-Mercaptoetanol
— : negativo SAL : soroaglutinacéo lenta
Inc : reacdo inconclusiva NR : néo reagente

[_]: combinagéo que ndo pode ocorrer | : reagdo incompleta

Quadro 1 — Interpretacéo da prova do 2-ME para&mem idade
igual ou superior a 24 meses e vacinadas enti@ rdeses de idade
(Brasil, 2009)
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+ : positivo 2-ME : 2-Mercaptoetanol
— : negativo SAL : soroaglutinacéo lenta
Inc : reacdo inconclusiva NR : néo reagente

[]: combinagdo que néo pode ocorrer | : reagdo incompleta

Quadro 2 — Interpretacdo da prova do 2-ME para #meio

vacinadas e machos com idade superior a 8 mesasil(B009)
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