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1 INTRODUCAO

A bovinocultura brasileira, segundo o IBGE (20Hpresenta um rebanho de 205.292
milhdes de cabecas com destaque para producdooeta®gn de seus produtos para 180
paises nos cinco continentes (NASSAR, 2010).

Devido a grande importancia da bovinocultura nosBraxiste a necessidade de
aumentar ainda mais indices de produtividade adaeid dos seus produtos. Ha também uma
preocupacdo com barreiras sanitarias, desenvolvassim, programas voltados a sanidade
animal por meio de tratamento, profilaxia, vacimgcéontrole e erradicacdo das doencas
(BRASIL, 2006).

A brucelose é uma doenca infectocontagiosa caysadzactérias do géneBrucella,
considerada uma doenca endémica e re-emergent assd descoberta por Sir David Bruce
em 1887 (CORBEL, 1997).

As perdas econdmicas causadas pela bruceloserstamlis em alguns paises, porém,
na América Latina ha estimativas oficiais de pmjuile aproximadamente 600 milhGes de
dolares relacionados a esta doenca (SELEEM &(dlQ). Esses prejuizos estéo relacionados
as barreiras comerciais internacionais de prodigasrigem animal (queda de prec¢o da carne,
leite e derivados), as perdas na industria (corgdendo leite e da carne) e aos altos custos
dos programas de controle e erradicacao; aléem usacgrande prejuizo com aborto e baixa
fertilidade nos animais infectados (JARDIM et 2006).

Esta doenga é uma zoonose mundialmente distribtddando-se um problema de
saude publica, oferecendo risco ocupacional pasaoas que trabalham diretamente com
animais infectados e individuos que manipulam aenganismo em laboratério (MOLNAR
et al., 2000; PALHANO et al., 2003).

Até o momento ja foram classificadas dez espéaegémheroBrucella sendo cada
espécie comum a um hospedeiro principal coBracella melitensisem caprinosBrucella
abortusem bovinos;Brucella ovisem ovinos;Brucella suisem suinosBrucella neotomae
em ratos do desert®rucella canisem canideos (CORBEL; BRINLEY-MORGAN, 1984);
Brucella cetiem golfinhos e baleiaBrucella pinnipedialisem focas e ledes marinhos
(FOSTER et al., 2007)Brucella microtino roedomicrotus arvalis(SCHOLZ et al., 2008);

e Brucella inopinataem humanos (SCHOLZ et al., 2010).

As espécies ddrucella sdo capazes de sobreviver dentro de diferentagasél

hospedeiras, isso explica a sua patogenicidade.ab@to, principal caracteristica da

brucelose, ocorre devido a grande replicacdo datéfi@s no trofoblasto placentario
6
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resultando em morte e expulsao fetal entre o sertoitavo més de gestacao e, a persisténcia
da bactéria nos macrofagos leva as infec¢des a®iiROOP et al., 2009). Por apresentar-se
de forma multissistémica em animais e no homemnfe@c¢do inaparente constitui uma
importante fonte de transmisséo da doenca (ACHAFRES, 1980).

Esta doenca no homem manifesta-se como uma doengda aebril podendo
progredir para a forma crénica, produzindo marefgss patoldgicas de artrite, endocardite,
meningite e orquite (CORBEL, 1997; OIE, 2000).

Devido aos prejuizos a pecuéria e pela transmidaddoenca dos animais para o
homem, desde o inicio do século XX, medidas ses&agomadas na tentativa de controle e
erradicagdo como programas de eliminacdo da doengdortalecimento dos servigos de
saude publica (POESTER, 2009).

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaridbastecimento (MAPA), langcou em
2001 o Programa Nacional de Controle e Erradicded®rucelose e Tuberculose (PNCEBT),
gue consiste em um conjunto de medidas buscandzirea prevaléncia da brucelose e
tuberculose. Os principios basicos do programeaa pacontrole da brucelose bovina, é a
vacinacdo obrigatoria de fémeas com idade entreocin oito meses e a certificacdo de
propriedades livres ou monitoradas para a doenga@sL, 2006).

Este programa de controle da brucelose é baseadtentificacdo e eliminacdo de
animais infectados. Para tanto, sdo utilizadoseste$ do antigeno acidificado tamponado
(AAT) e o teste do anel em leite (TAL), como tesledriagem, e o teste do 2-mercaptoetanol
(2ME) e a fixacdo de complemento (FC), como testesfirmatorios, sendo os mais
utilizados o AAT e o 2ME.

Estes testes baseiam-se na resposta em niveliderpos e sdo passiveis de erros ou
de reacdes cruzadas com outras bactérias GramivasgaDs resultados de soros testados
pelo 2ME podem ser negativos, falso-negativos,tiposi falso- positivos ou inconclusivos.
Os animais com soros que reagiram positivamentesasiderados infectados e devem ser
sacrificados. Os animais com resultados inconabssao 2ME podem ser submetidos ao teste
de fixacdo do complemento ou ser testados novanmemteprazo de 30 a 60 dias com o
2ME.

Entretanto, a obtengao de outro resultado ndo esinol, o animal deve ser destinado
ao sacrificio, pois na impossibilidade de se dateamo status sanitario do animal, o
programa nao pode correr o risco da manutencaoideis infectados, e consequentemente,
da infeccédo no rebanho (LAGE et al., 2005).

A fim de eliminar as fontes de infeccdo para bromel por meio de sacrificio de
7
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animais positivos ou inconclusivos, utilizando ésstle diagnéstico sorolégico preconizado
pelo PNCEBT, pode levar ao pais prejuizos econdhéstdo a eliminacdo ou destruicdo de
animais falso-positivos para essa doenca.

O diagnostico clinico da brucelose € baseado eaisstomo aborto, nascimento de
bezerros fracos, retencdo de placenta e esterlidedmachos e fémeas. O isolamento e
identificacdo da bactéria sdo testes diretos eidenaglos como padréo ouro, porém é muito
complexo em relacdo as exigéncias de crescimertaataria (MINHARRO, 2009).

Outros métodos de diagnodstico, como testes molesjlado capazes de detectar o
DNA de Brucellaspp. em fluidos corporais. A reacdo em cadeiaotimmerase (PCR) e suas
variantes (PCR multiplex, PCR em tempo real) tédo gilesenvolvidas e aplicadas ao
diagndstico de diversos patdgenos (KIM et al., 2Q0W et al., 2008) assim comBrucella
spp. (BOUNAADJA et al., 2009)

Neste contexto, objetiva-se neste trabalho a ifigatéo deBrucellaspp. em carcacas
de animais apresentando lesdes sugestivas paraldseic por técnicas moleculares,
proporcionando ao PNCEBT uma alternativa de une tesis rapido, sensivel e especifico

para o diagndstico desta doenca.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

A brucelose € uma zoonose relatada ha mais derdloénos. Pacientes com sintomas
compativeis com a doenca foram descritos por Hgiésrem 460 a.C. Pesquisas recentes,
realizadas na lItalia, revelaram esqueletos quesaptavam lesbes 0sseas tipicas de brucelose,
que por microscopia eletronica foi revelada a presede coco bacilos compativeis
comBrucellaspp. (CAPASSO, 2002).

Esta doenca infectocontagiosa foi descrita pelagira vez no ano de 1887 por Sir
David Bruce, que isolou do figado de quatro soldaddtanicos o agent®&licrococcus
melitensis que foi responsavel pela febre de malta ou fdbrenediterraneo. Essas vitimas
foram fatais, determinando assim uma relacdo eotreonsumo de leite de cabras
contaminadas corBrucella melitensisconsumidas por estes soldados, como o responsavel
causador da doenca (GODFROID et al., 2005).

Em 1895, o patologista veterinario dinamarqués .LB&rnhard Bang isolou uma

bactéria de fetos abortados de bovinos denomiBaddlus abortus e identificou o agente
8
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etiologico do aborto enzootico dos bovinos (NICOOET2002). Esses microrganismos
foram posteriormente chamados Beucella abortusem homenagem ao seu descobridor
(LEON, 1994).

Um microorganismo similar ao agerBeucella melitensidoi isolado por Traum em
um leitdo abortado em 1914 nos EUA (CORREA etl&i92) e em 1928 Huddleson propds a
distincdo de uma nova espécie cdbmocella suiFERREIRA et al., 1990).

Em 1953, Buddle e Boyes, na Australia, isolaranowdeos uma nova espécie que foi
denominad@rucella ovis Em 1957, nos EUA, Stoenner e Lachman isolaramnadeato do
deserto Neotoma lepidg outra espécie que denominaranBdecella neotomaegue até hoje
ndo se mostrou patogénica para os animais dome&tia® homem. Em 1966, também nos
EUA, Carmichael isolou de cédes uma espécie queravaspatogenicidade para cées e para o
homem, denominando-a &eucella caniCORREA et al., 1992).

O géneroBrucella até o ano de 1985 se constituia de seis esp&iesefitensis, B.
abortus, B. suis, B. ovis, B. neotones®. ovig. Neste mesmo ano foi proposta a classificacéo
dessas espécies em uma Uunica, denomirdanelitensis e 0 restante destas serem
reconhecidos como biovares (VERGER et al., 198&¢1R, no ano de 2003 o Subcomité da
Taxonomia deBrucella decidiu o retorno da nomenclatura do gérigmacella que implica a
re-aprovacao dos seis nomes classicos com seextigsp biovares (OSTERMAN., 2006).

No ano de 2007 duas outras espécie foram des@iasella pinnipedialigjue infecta
preferencialmente pinipedesBrucella cetique infecta cetaceos (FOSTER et al., 2007). Em
2008 uma nova espécie foi isolada em ratos do teslenominada d@rucella microti
(SCHOLZ et al., 2008).

Recentemente foi isoladdrucella inopinatade uma infecgdo em uma paciente com
implante mamario apresentando sintomas clinicosne quadro de brucelose, constituindo
assim até a data de hoje 10 espécidBrdeellaja conhecidas (SCHOLZ et al., 2010) .

Algumas bactérias sugestivas a bactéria do géBerrcella foram isoladas de ratos
nativos da Australia, mas ainda ndo foram incluiteste género (TILLER et al., 2010), bem
como em associacdo com dois casos de morte fetal pgmatas n&o-humanos
(SCHLABRITZ-LOUTSEVITCH et al., 2009).

O primeiro estudo sobre brucelose bovina no Bfasfieito por Tineciro Icibaci que,
por meio de pesquisas epidemiolégicas e exame®suimpicos de tecidos provenientes de
fetos abortados, descreveu um foco de brucelosedocorrido no municipio de Séo Carlos,
SP, em 1922. Mello e Neiva, em 1928, isolaBnabortusdo sangue de uma vaca que havia
abortado (PAULIN et al., 2002).
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Em 1976 foi implementado no Brasil um programa wladécacdo que nao obteve os
resultados esperados, visto a necessidade do leod&raloenca. O Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) realizou o priméiquérito sorolégico nacional e, desde
entdo, apenas cinco estudos estaduais foram calodu@AULIN et al., 2002). No ano de
2001 o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastento (MAPA) aprovou o Regulamento
Técnico do Programa Nacional de Controle e Errgdicada Brucelose e Tuberculose —
PNCEBT, utilizado até nos dias de hoje para o otentta doenca (BRASIL, 2001).

2.2 Etiologia

Brucelose é uma doenca bacteriana infecciosa caugad membros do género
Brucella (HIRSH et al., 2003), pertencente a familia Briamelae Rhizobiales da classe
Alphaproteobactéria (VERGER et al., 1985).

Essas bactérias sdo parasitos intracelulares dtivok, Gram-negativos,
pleomorficos, iméveis, ndo capsulados, ndo esporelaariam de 0,4 e 0,8 um de largura e
0,5 a 0,7 um de comprimento (POESTER, 1997). Podstar dispostas isoladamente e
raramente em cadeias curtas, apresentando colokipéar (CAMPANA et al., 2003;
BRASIL, 2005), podem ter a forma de diplococosne,neeio de cultura, observam-se formas
de involucdo (FERREIRA et al.,, 1990), apresentantapebém em formas cocoides, que
superam numericamente as formas bacilares sols @enaicdes de cultivo. Normalmente se
apresentam como bacilos curtos (POESTER, 1997).

A temperatura de crescimento dessas bactérias 20da 40°C sendo 37°C a
temperatura ideal para o isolamento inicial e, oigeal é de 6,6 a 7,4; sdo aerobias e
microaerofilas necessitando de 5 a 10% de (DRREA et al., 1992; HIRSH et al., 2003;
OIE, 2009).

As trés principais espécies sdo subdivididas ewebiedades ou biovareB: abortus
— 8 biovaresB. melitensis- 3 biovaresB. suis— 5 biovares (BRASIL, 2005).

Classicamente, as bactérias do gérinecella podem ser divididas em dois grupos
antigenicamente distintos, denominadas lisas oosagy com base nas caracteristicas de
multiplicacdo em meios de cultura no cultivo prim& na constituicdo quimica da parede
celular — presenca ou auséncia da cadeia O — urmodgzsonentes do lipopolissacéaride (LPS)
localizado na superficie externa, apresentando retegdo com a viruléncia de algumas

espécies (CARDOSO et al., 2006).
10
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2.3 Resisténcia bacteriana

A capacidade de sobrevivéncia das espécieBrdeella em condi¢bes naturais é
grande quando comparada a outras bactérias patagémiio esporuladas, pois ela possui
resisténcia a determinados produtos e ambienteqegpmdos prolongados em circunstancias
favoraveis como ambiente Umido, ao abrigo da ldarsdireta, pH neutro e ambientes
contendo matéria organica (CRAWFORD et al., 199AUBEIN & FERREIRA NETO,
2003).

Brucella abortuspode permanecer nas pastagens por seis mesessoammeesiduos
de abortos ou partos. As espécieBdecellasdo sensiveis a pasteurizagdo e aos desinfetantes
como cal, cloro, cresol, fenol e formol, em concagiies que s&o utilizados na desinfeccéo de
instalacdes, utensilios e ambiente (RUSSEL e1984).

Em carnes, a8rucella spp. podem se manter viaveis durante meses, Jsndm
afetada pela acidificacdo muscular, refrigeracdo congelamento. Além do calor, a
eliminacdo do agente s6 ocorre em situacdes defpHar a 4 (PESSEGUEIRO et al., 2003).

A sobrevivéncia da bactéria no leite e produtotel@; depende da temperatura, pH e
outros agentes que possam inibir sua multiplicagddendo permanecer no alimento de 15 a
90 dias (PAULIN & FERREIRA NETO, 2003; BRASIL, 2006

2.4 Caracteristicas Genéticas e Bioldgicas das esijeé deBrucella

A composicdo do DNA de todas as espécies do géBeuoella € semelhante
apresentando uma homologia superior a 94%, semrdooehposta de 58 a 59% de guanina
mais citosina, muito parecido quando comparaddcsaherichia coli (SMITH, 1990;
(HORVAT et al.,, 2011), apesar de apresentar essaelbanca alguns métodos de
genotipagem molecular tém sido desenvolvidos eaghlis para caracterizar as espécies de
Brucella, indicando que ocorrem polimorfismos de DNA erdgstas dando suporte a atual
classificacdo das mesmas (HALLING et al., 2005).

Estudos recentes com base na andlise comparatigertama completo de varias
espécies deBrucella indicam que ha pequenas diferencas com um graddeero de
pseudogenes. Porém, estas analises gendémicas plizamxclaramente a preferéncia das
espécies dBrucella por determinado hospedeiro (FOSTER et al., 2008 TWAM et al.,

2009).
11
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Uma caracteristica das espéciesBilacella € a sequéncia da insercE®711 que
ocorre em numero variavel e posicdo, mas sempgate dentro de uma dada espécie. Esse
polimorfismo também é utilizado na tipagem molecwaidentificacdo de cada espécie
(MANCILLA et al., 2011).

Para a identificacdo do géneBoucella também é bastante utilizado os gemeB5
que faz parte do operon virB e esta presente meEzies de BrucelltHANTING et al. 2008),
16S (regido Ssu-rDNA, sub-unidade menor do ribossomdear) (RIJPENS et al., 1996),
Omp 2A (proteina de membrana 2A), (VIZCAINO et al., 2))Qfer (perosamine sinthetase)
(BOGDANOVICH et al., 2004),bcsp31 (MATAR et al.,, 1996) selecionados para a
diferenciac@o entre as espécies gram-negativageaeaery, essencial para o catabolismo do
eritritol (alcool polihidrico de quatro carbonosjilizado na diferenciacdo das cepas vacinais
e obtidas a campo. Estes genes sdo pouco mutaltaiménte conservados), por se tratarem
de genes efetivos na fisiologia dos organismosoegeéies considerados padrdao nos estudos
de identificagéo dBrucellaspp (SANGARI, 2000).

Estruturalmente as espécies do gérignacella apresentam em sua parede celular o
lipopolissacaridio (LPS) que esta diretamente reteclo com a morfologia colonial e com a
presenca ou auséncia da cadeia “O”, componenteiguidenominado de perosamina que
esta localizado na superficie externa da pareddacedle Brucella spp. determinando a
caracteristica lisa ou rugosa da colénia (ALTONakt 1988). Estudos mostraram que
coldnias lisas podem se tornar rugosas espontanéameeverter-se a forma lisa novamente
(ALTON et al, 1988). Essas mudancas sdo mediadasnpedulacdo ou delecdo de genes
responsaveis pela sintese da cadeia O ou outres gesponsaveis pela biosintese do LPS
(GORVEL & MORENO, 2002; OLIVEIRA et al., 2002).

As espécies dBrucella podem ser classificadas por meio de uma bateissich de
ensaios bioquimicos, baseados em diferentes cdstici@s: metabdlicos (urease, oxidase,
producdo de b8), crescimento em meios com corantes (tioninaceirfe), morfologia das
colonias, requerimento de soro no crescimento glgédade a fagos (CORBEL, 1997).

De acordo com Hirsh e colaboradores (2003), azipais cepas lisa83( abortus, B.
melitensis, B. suie B. neotomaeem geral sdo mais virulentas que as rugoBa®\is, B.

neotomae e B. canis

12
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2.5 Epidemiologia

A brucelose esta na lista de doengas notificavei©janizacdo Mundial da Saude
Animal (OIE), sendo considerada uma enfermidadenstrassivel (OIE, 2008), né&o
comumente de pessoa a pessoa, tornando-se insagigfido ponto de vista epidemiolégico
(GODFROID et al., 2005), porém, a importancia evigizde da enfermidade no ser humano
justifica amplamente sua erradicagdo (CARVALHO-NEd#Aal., 2010).

A epidemiologia da brucelose na producédo animaldielm descrita em muitos paises,
como pode ser observado pelo numero de relatérexadgs nos udltimos 10 anos,
apresentando uma estimativa de soroprevaléncicade gm torno de 3 a 15% no mundo
(GHANEM et al., 2009; HAILESELASSIE et al., 2010).

Vérias doencas que afetam animais domésticos aqueptégramas de controle nao
estdo focadas em reservatorios silvestres, conas® @a brucelose no Brasil (LAGE et al.,
2008). Dessa forma, devastacoes florestais, sistelm@roducao e criagdo, desenvolvimento
agressivo da agricultura, aumento da produc¢do e gamesmo a industria do turismo com
zonas agro-ecoldgicas estdo associados com a tesdsnidessa zoonose (ZINSSTAG et al.,
2007; MATOPE et al., 2010).

A prevaléncia da brucelose nos animais domeést&@sietimamente relacionada com
0s animais selvagens sendo eles os principaisvegéeos da doenca. Estudos mostram que o
problema é improvavel de ser rapidamente resolddm a necessidade do desenvolvimento
de novas vacinas, diagnosticos e procedimentogsté@para o controle eficaz da brucelose
(HERRERA et al., 2010).

Para o melhor conhecimento da epidemiologia de enfermidade, € necessario o
conhecimento do melhor método de diagnéstico dang@gepermitindo assim estudar a

ocorréncia, distribuicdo e caracterizacao do agemtguestdo (MINHARRO et al., 2009).

2.5.1 Hospedeiros

As bactérias do géner8rucella sdo generalistas quanto aos seus hospedeiros
(HOEDEN, 1964; HIRSH et al., 2003).

As espécie8. suise B. melitensisgambém pode causar brucelose nos bovinos quando
estes estdo em convivio com suinos, cabras e ogu®sao respectivamente, 0s reservatorios

naturais desses agentes (ACHA & SZYFRES 1986; Q0B8). Infec¢Oes cruzadas cddn
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melitensisforam observados em rebanhos de bovinos integraghoovinos e caprinos no sul
da Europa (VERGER et al., 1989) e sédo publicadgslaemente no Oriente Médio, onde
tornou-se um problema de saude veterinaria e @IBAMAHA et al., 2008).

Atualmente, trés espécies do génBracellaapresentam um maior impacto na saude
publica sendo 8. melitensi| mais patogénica e invasora para 0 homem, coadaexotica
no Brasil, pois néo foi isolada no pais (POESTER.e2002), seguida d& abortuse B. suis
(ACHA & SZYFRES, 2001; GODFROID et al., 2010), emdoaB. abortusseja a mais

frequente causadora de infeccdo humana no mundo.

2.4.2 Situagéo da Brucelose no Brasil e no Mundo

A brucelose bovina é considerada uma zoonose caditaopsendo de maior
importancia em paises em desenvolvimento. Doigdatdeterminam a sua importancia: a
perda na producdo animal e a repercusséo da infeobdie a saude humana (RADOSTITS et
al., 2002; PALHANO et al., 2003).

Essa doenca foi erradicada em diversos paisesgdio raorte e centro da Europa,
Canada, Austrdlia, Japdo e Nova Zelandia (OIE, R0OBBanca, Grécia, Irlanda, lItalia,
Portugal e Espanha, embora ainda n&o tenham sicaraldas como livres da brucelose
bovina, encontram-se em fase adiantada de erré@dicl@ODFROID & KASBOHRER,
2002), enquanto que a Africa, América do Sul e m@eieMédio possuem a maior
concentracdo da doenca (PAULIN & FERREIRA NETO, 300

Na Gra-Bretanha, a brucelose bovina foi erradie@dd 979, e o pais foi reconhecido
como livre da doenca desde 1985. Nesse pais, galéa@reintroduzida em varias ocasides,
especialmente por meio de gado importado, sendectdela pelo sistema de vigilancia, que
inclui testes mensais em amostras de leite nosihelsdeiteiros, testes sorolégicos periddicos
em gado de corte, controle rigoroso da criacdo emas importados e investigagcao
minuciosa de abortos (McGIVEN et al., 2008).

A enfermidade ainda ocorre na maior parte da Araékiatina, especialmente em
paises com grandes rebanhos bovinos, como ArgenBresil e México (ACHA &
SZYFRES, 2001).

O Brasil € dono do segundo maior rebanho efetivondado (IBGE) e a brucelose é
considerada uma doenca endémica sendo ela diagaasstem todo o territério nacional

(POESTER et al., 2002).
14
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A situacdo epidemiolégica em alguns Estados brasslefoi relatada por alguns
autores no ano de 2009. Chate e colaboradores )(2@d&ctaram para o Estado de Mato
Grosso do Sul uma prevaléncia de focos de 41,586lose rebanho considerado positivo se
pelo menos um animal fosse reagente a prova sacaldy prevaléncia de focos de brucelose
para o Estado de Santa Catarina foi de 0,32% (SKMS et al.,, 2009), resultados
semelhantes aos obtidos em dois estudos antereakzados no estado, o primeiro em 1975,
e 0 segundo em 1996, que estimaram a prevalénci®,2% e 0,6%, respectivamente
(PAULIN & FERREIRA NETO, 2003).

A prevaléncia para o Estado do Espirito santo é0d@% (AZEVEDO et al., 2009),
em S&o Paulo de 9,7% (DIAS et al., 2009), Distietteral de 2,52% (GONCALVES et al.,
2009), 4,2% para o estado da Bahia (ALVES et 4lQ92 e 6,04% para Minas Gerais
(GONCALVES et al., 2009).

Em um estudo realizado no ano de 2003 e 2004 p&lrO do estado de Mato
Grosso do Sul, utilizando amostras de 210 propdiesi@ colhidas 2.376 amostras de sangue
de fémeas, com idade igual ou superior a 24 meseslatle com o intuito de avaliar a
prevaléncia da brucelose bovina e os fatores de @ssociados a esta infec¢cdo, demonstrou
que a brucelose é prevalente nas propriedadesaéstsidom 5,6% de animais soropositivos e
que o controle da doenga deve consistir em espaeiatdo a exploracdo do tipo corte, a raca
zebuina e a presenca de aborto (MONTEIRO, 2004).

Devido a importancia e a alta prevaléncia destangbbeno rebanho nacional, séo
gerados barreiras internacionais ao comércio ddupse de origem animal, além de custos
diretos e indiretos, pois se trata de uma doengaxttema importancia na area veterinaria e

para a saude publica.

2.5.3 Transmissao

As principais formas de contaminacdo de animaishermem com brucelose, sdo por
meio da via oral, trato respiratério, trato genitale e conjuntiva (ACHA & SZYFRES,
2001).

A transmissdo d®rucella entre animais e humanos, pode ocorrer de formaadire
como por exemplo, por meio do contato com fetostatlo, ou indireta, por meio da ingestéo
de alimentos contaminados (GODFROID et al., 2005).
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Nos paises do sul da Europa e Israel, o consunteitdendo pasteurizado é o maior
responsavel por causar brucelose em humanos, devidapacidade d&. melitensis
(ASHFORD et al., 2004; LAMONTAGNE et al., 2010)Be suisbiovar 1 (CORBEL, 1997)
colonizar o ubere de bovinos.

A transmissdo da doenca se faz principalmente pelttato direto com fetos
abortados, placentas e descargas uterinas infectatlmminadas no ambiente em grande
guantidade no momento do parto ou aborto (ENRIGEPBQ), podendo o animal eliminar a
bactéria por meio dessas secrecdes por aproximataB@ dias (CRAWFORD et al., 1990).

A transmisséo dBrucellaspp. para o homem representa um grave problersaldke
publica, sobretudo pelo carater ocupacional na pogagdo de carcagas contaminadas em
matadouros e propriedades rurais ou por ingestadirdentos crus contaminados de origem
animal ou, ainda, por acidentes vacinais ou labdeas acometendo principalmente
assistentes agropecuarios, meédicos veterinari@gadtires, vaqueiros, laboratoristas e
magarefes (CAMPANA et al., 2003).

Os animais contaminados transmitem as bactériggueroBrucellaatravés do parto
ou aborto. Fémeas apos abortarem a primeira vezjesarréncia desta doenca, tornam-se
portadoras crénicas, eliminando a bactéria pele,leirina e descargas uterinas durante os
partos subsequentes, abortando ou ndo (PACHEC@).200

Bezerros de vacas brucélicas podem ser infectagitisatmente no Utero, durante ou
apos o parto e ainda quando alimentados com legsad fémeas positivas (FICHT, 2003).
Esses filhotes podem se tornar portadores dessgaloglbergando o agente nos linfonodos
que drenam o trato gastrointestinal e assim exuoretabactéria pelas fezes (PAULIN &
FERREIRA NETO, 2003).

Devido ao habito de se lamber e cheirar anima&metascidos, ha um favorecimento
da difusdo da doenca entre os bovinos, podendoétanger transmitida através de agua,
comida e fomites contaminados (CAMPOS et al,. 2003)

A transmissdo venérea é rara, pois as fémeas afaesdarreiras inespecificas na
vagina que dificultam a infeccdo (PAULIN & FERREIRAETO 2003), porém, as vacas
podem ser contaminadas por inseminacdo artific@h cuso de sémen contaminado
(CAMPERO, 1993). Entretanto, propriedades estrdasado ponto de vista zootécnico e
sanitario ttm menos chance de serem focos de bsecdlovina (CHATE et al., 2009),
utilizando-se técnicas seguras para transferéneiaemdbrides conforme recomendacfes
internacionais como o uso de lavagens dos emhi&ERINGFELLOW & SEIDEL, 1999).
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A introducao de animais contaminados em rebantgiessaconstitui o principal risco
as propriedades rurais, com isso a comercializagdanimais sé deve ocorrer quando a
condicdo sanitéria seja conhecida, sendo o ideairercializacdo de animais posteriormente
a submissado dos mesmos a testes de diagnostiogacueem a sua sanidade (LAGE et al.,
2008; RIBEIRO et al., 2008).

2.6 Patogenia e Sinais Clinicos

A capacidade das espécies Blaicellla de sobreviver e se multiplicar dentro de
diferentes células hospedeiras explica a sua paitddade, sendo elas protegidas do ataque
do sistema imune (XAVIER et al., 2009).

O aborto em seus hospedeiros preferenciais estéiado a replicacdo dessa bactéria
no trofoblasto placentario. O microorganismo solmeventro de macréfagos e neutrofilos
protegendo-se assim dos mecanismos de defesa Huena@ular; sua persisténcia em
macrofagos leva a infecgdes cronicas que séo uraateestica da brucelose nos hospedeiros
animais naturais e humanos (ROOP et al., 2009).

Apdés a infeccdo os microorganismos sdo fagocitageks leucocitos onde
sobrevivem e se multiplicam. Estes séo levadogeidd linféide, onde se replicam (10 a 21
dias apods a infeccdo), ocorrendo uma bacteremigvando a infeccdo sistémica e
favorecendo a colonizacdo em utero gravidico, naedsbkea, articulacdes, 6rgdos genitais
masculinos, glandula mamaria e placenta fetal (KSRLITTER, 2003; MARQUES, 2003;
PALHANO, 2003;).

As espécies dérucella apresentam sistema de secrecao tipo VI (T4SS)éque
codificada pelmperonVirB (COMERCI et al., 2001; DELRUE et al., 2001)steEoperoné
composto por 12 genes identificados conr81 atévirB12. O T4SS foi reconhecido como
um mecanismo de viruléncia essencial Be abortus, sendo ele necessario para a
multiplicacdo intracelular do organismo em célulésgociticas e néo fagociticas
(O'CALLAGHAN et al., 1999; HONG et al., 2000; SIEAR:t al., 2000).

Devido ao seu potencial zoonético, a brucelose devealiferenciada de varias outras
doencas que causam aborto em bovinos. A infecgde yariar dependendo da idade, estado
reprodutivo e imunoldogico, da resisténcia natutalyia de infeccéo, do desafio infeccioso e
da viruléncia da cepa infectante (NICOLETTI, 1980AMS, 2002).

17



O 00 N o v b~ W N R

W W W W N N N N N N N N NN R P R R P R R R R p
W N P O VW 0 N oo U1 B W N P O VO O N O U1 M W N P O

Embora a infeccdo possa ocorrer através da pabgyritiva ou mucosa respiratoria
por inalacdo (CRAWFORD et al., 1990; KO e SPLITTERQ3), a rota mais comum de
infecgc@o em bovinos € o trato gastrointestinal (QHAORD et al., 1990).

Os animais infectados apresentam caracteristigasad variaveis, que sao fortemente
dependentes da bactéria e espécies hospedeirassToiectados podem desenvolver sinais
sistémicos de infeccdo como febre, anorexia e dsfioe embora a infeccdo geralmente seja
inaparente (CAMPERO et al., 1990; SANTOS et al030

A lesdo mais significativa induzida pBr abortusem touros é orquite (TRICHARD et
al., 1982), que é freglentemente associada comcuwiéisiseminal e epididimite
(McCAUGHEY & PURCELL, 1973). Como resultado da atqucrénica e fibrose do
parénquima testicular, touros afetados podem debenv infertilidade permanente
(CAMPERO et al., 1990).

Normalmente vacas prenhas desenvolvem uma linfpaéamo local de infeccéo que
progride para linfadenite aguda (SCHLAFER & MILLERQO7); as lesBes consistem de
placentite necrética e mastite intersticial, e ptedibrinosa com pneumonia intersticial em
fetos abortados e bezerros recém-nascidos (CARVANEDA, 2010).

No caso dos fetos abortados, estes podem desenigdes nos brénquios e ganglios
linfaticos (GORHAM et al., 1986), aumento das gldlad supra-renais, e hipotrofia do timo,
gue pode estar associada com hemorragias pete(iEiNREIGHT et al., 1984).

A espécieB. abortustem um forte tropismo pelo Gtero durante o Ultimméstre de
gestacao pela altas concentracdes de eritritolr@dros esterdides. O eritritol favorece a
sobrevivéncia de bactérias, pois pode ser metaunuiporB. abortuscomo uma fonte de
carbono e energia (SAMARTINO & ENRIGHT, 1996). A hiplicagcdo da bactéria induz
células inflamatorias, necrose trofoblastica e whis; conseqientemente, as trocas
metabolicas materno-fetal sdo comprometidas, eewldt em aborto (ANDERSON et al.,
1986).

Nos humanos, os sinais clinicos da brucelose intléebre, anorexia, poliartrite,
meningite, pneumonia, endocardite e outros menosuns (SAURET & VILISSOVA,
2002).

Vale ressaltar que os orgdos de predilecadueella sdo aqueles que oferecem
elementos necessarios para o seu metabolismo, cagmitritol presente no Utero gravidico,
tecidos mamarios, Osteoarticulares e oOrgaos denssstreprodutor masculino, sendo que

humanos, equideos, coelhos e roedores possuentauséiaixa quantidade de producéo do
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eritritol, fato que justifica o reduzido impacto Baucelose no aparelho reprodutor dessas
espécies (XAVIER et al., 2009; RIBEIRO et al., 2Dp08

2.7 Importancia Econdémica

A bovinocultura no Brasil assume uma grande impeitdno cenario do agronegdcio
mundial por possuir o segundo maior rebanho efativanundo, apresentando cerca de 200
milhdes de cabecas, proporcionando assim um vatonado da producdo em 67 bilhdes de
dolares (BRASIL, 2011).

A brucelose além de ser um grande problema de gaiiloleca, no ponto de vista
econdbmico, assume um papel de grande importanciaggsar nos animais domeésticos,
infeccdes que estdo associadas principalmentebdepras reprodutivos como abortamentos,
nascimento de crias fracas e baixa fertilidade, @faitos desastrosos para a pecuaria
(POESTER et al., 2009).

A doenca é amplamente disseminada (CORBEL et @06)2e uma vez instalada no
rebanho além da queda na producao animal, a begcéda com que os produtos originados
dessa atividades como leite e a carne fiqguem v@ee a barreiras sanitarias sofrendo assim
gueda no valor no mercado internacional (SILVA 8&WMO, 2002).

Alguns estudos mostraram que a brucelose é respansa diminuicdo de 25% na
producao de leite e de carne e pela queda de 15%0odacéao de bezerros, mostrando que a
cada cinco vacas infectadas, uma aborta e umaseraatéril (BRASIL, 2005).

Assim, por causar prejuizo a pecuaria e ser trditemios animais para o homem,
desde o inicio do século XX, muitos paises témaatioimedidas severas de controle ou

erradicacao da brucelose na populacdo animal.

2.8 Controle

Para a brucelose bovina, as estratégias de corséatbastante conhecidas e podem
ser resumidas em vacinacao, certificacao de pugutes livre, controle da movimentacao de
animais e sistema de vigilancia especifico (POES&E&R., 2009).

De acordo com as necessidades do controle da daemgplementacdo de programas

bem sucedidos de erradicacdo tem sido necessar@mpesses programas muitas vezes sao
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caros, longos e dificeis de ser realizados devidarias condi¢cdes. A maior dificuldade € em
relacdo a politica de gestdo nas propriedades a@agdo extensiva, deslocamento dos
animais, existéncia de varias espécies de anierai® outras (GODFROID et al., 2011).

Nos paises desenvolvidos, o controle da bruceloseahtem sido alcancado com
sucesso por meio da combinacdo de vacinacao,dedtate dos animais positivos e, para a
brucelose humana por meio da pasteurizacdo do (RIEBERMOTT & ARIMI, 2002;
PAPPAS et al., 2006), juntamente com a vigilandiaag da doenca e no controle no
transporte animal.

Nos paises em desenvolvimento, no entanto, o derdeodoenca por testes e abate de
animais positivos dificilmente serd alcancédvel deviaos recursos limitados para a
indenizacdo aos agricultores, cujos animais satdalsadurante o programa de certificacao
(McDERMOTT & ARIMI, 2002).

No Brasil, em Janeiro de 2001, o Ministério da Agitura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) verificando a ineficiéncia das medidas atétde tomadas para o controle da
Brucelose e Tuberculose, langou o Programa NacioealControle e Erradicacao da
Brucelose e Tuberculose — PNCEBT (PAULIN et al.020visando melhorar o controle
destas doencas no pais e a producado de alimentosnethor qualidade sanitaria destinado
ao mercado interno e externo (BRASIL, 2001).

As acbes do PNCEBT visa a implementacao de um amugyde vacinacdo obrigatéria
com a vacina B19 dB. abortusem fémeas de 3 a 8 meses de idade, a realizacém de
estudo de prevaléncia em varios estados do paisremacao de recursos humanos para atuar
no programa (MINHARRO, 2009).

2.9 Diagnostico

A brucelose animal pode ser diagnosticada poratifes métodos isoladamente ou em
conjunto e, a correta identificacdo dos animaistipos € uma das bases de um programa de
controle ou vigilancia epidemioldgica da bruceld®ina (POESTER, 2005). A evolucéo
lenta e assintomatica da doenga exige um diagoéséiguro para a tomada de medidas de
erradicagcao (BEER, 1999).

Dados epidemiolégicos da regido e diagnostico adinbaseado em abortos,

nascimento de bezerros fracos, esterilidade de esaglifémeas proporcionam apenas uma
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indicacdo da provavel presenca da enfermidade enh® (MOLNAR, 1997; POESTER,
2005).

O principal objetivo no diagndstico da brucelosa &entificacdo dos animais que
estdo infectados e os que abrigam o microorgansrdsseminam a enfermidade. Muitas
vezes animais positivos sao identificados quandzado o teste sorologico padronizado
antigeno acidificado tamponado (AAT), porém a igéc pode ocorrer em animais
sorologicamente negativos e em animais vacinado@@ et al., 1991).

A brucelose pode ser diagnosticada indiretamemésyéd da deteccdo de anticorpos
por meios soroldgicos, ou diretamente atraves tecd@o do agente etioldgico (POESTER et
al., 2005).

2.9.1 Diagnéstico Indireto

No Brasil, o PNCEBT definiu como oficiais os testds Antigeno Acidificado
Tamponado (AAT) e Anel em Leite (TAL) para triagesendo a confirmacéo dos resultados
positivos efetuada pela combinacdo do Teste dea§lutmacéo Lenta em Tubos (SAL) com
0 Teste do 2-mercaptoetanol (2-ME) ou pela reag@d-idacdo de Complemento (RFC)
(BRASIL, 2005).

Os testes soroldgicos detectam anticorpos cd@rnaella spp. presente em diversos
fluidos corporais como leite, soro sanguineo, meagginal, sémem e leite (POESTER et al.,
2005).

O teste AAT descrito por Alton (1976) que é umdegtialitativo, rapido e préatico
(VASCONCELOS et al., 1987; PAULIN & FERREIRA NETO0@3), sendo de alta
sensibilidade (> 99%), porém para aumentar a dgpeéade do teste pode ser aplicado a
uma diluicdo seriada das amostras de soro (RUIZM&S3al., 2005).

O teste AAT apresenta algumas desvantagens comidaale residual de anticorpos
induzidos pela vacinacdo de bezerras com idadeisupeoito meses, anticorpos colostrais,
erros laboratoriais e ainda, reacdes cruzadas cotraso bactérias gram-negativas que
interferem no teste apresentando resultados falssisivo (FERRAZ, 1999; RADOSTISTS
et al., 2002; PAULIN & FERREIRA NETO 2003).

Outros fatores como inibicdo da aglutinacdo nasigdies mais baixas dos testes de

ligacdo secundaria, infecgBes recentes, periode gprés parto e aborto, 15 dias antes e 30
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dias apos, as fémeas apresentam baixos titulasppoire a mobilizacdo de anticorpos para o
colostro e para o liquido fetal (CRAWFORD et a@9Q).

Como um dos testes confirmatério para brucelos#élizado o 2-ME que contém um
radical tiol, que destréi os anticorpos da clasghl le detecta exclusivamente IgG
(CAVALLERO, 1998; MEGID et al., 2000) o que permietectar o estado de infeccdo ativa
(McMILLAN, 1990; SAMARTINO et al., 2000).

Para melhorar as interpretacdes dos resultadoa, msiva deve ser realizada
simultaneamente com a prova lenta em tubos e namasediluicbes (POESTER, 1997).
Desse modo, soros com predominio de IgM apresentagbes negativas nessa prova e
reacdes positivas na prova lenta.

Os resultados positivos obtidos por este testeo esi@cionados com a infecgéo,
porém, os resultados inconclusivos devem ser defnpor outras provas como fixacao de
complemento ou, devem-se refazer os testes cora assaais em um prazo de 30 a 60 dias
(BRASIL, 2005).

Ha ainda o teste de polarizacdo fluorescente, quealidado para diagnéstico de
brucelose em varias espécies incluindo bovinos I(SEN et al., 1995; McGIVEN et al.,
2003), ovinos e caprinos (MINAS et al., 2005; MINABal., 2007), suinos (NIELSEN et al.,
1999), seres humanos (LUCERO et al., 2003) e amisglvagens (MONTAGNARO et al.,
2008).

2.7.2 Diagnéstico Direto

Os métodos diretos de diagndstico para bruceloskieim o isolamento e a
identificacdo do agente, métodos de deteccao desaaiucléicos, pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e pela imunohistoquimica.

O padrdo ouro para o diagnostico da brucelose solamento e identificacdo do
agente etioldgico, pois possui a vantagem de t&eapecificidade e capacidade de identificar
diferentes espécies e biovares, importante pasiugl@ da epidemiologia da doenca (LAGE
et al., 2008). Entretanto essa pratica torna-se@oiavel para o uso rotineiro, pois € um
método trabalhoso e necessita de laboratorio deséjguranca nivel 3 (NB3), de material de
boa qualidade (POESTER, 2005), aléem de profisssomem treinados e qualificados
(MINHARRO, 2009).
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Para o diagndstico bacteriolégico € importante sgjam utilizados meios de cultura
seletivos, a adicédo de 5% a 10% de,(¥n especial ao isola-la pela primeira vez e,eratd
ainda diversos antibiéticos que inibam a microbe#aundaria sem afetar o crescimento de
Brucella spp. A bactéria cresce, na maioria das vezes, resemca de fucsina basica e é
inibida frente a tionina. As amostras de eleicé@ @atentativa de isolamento dessa bactéria
sdo membranas fetais, feto abortado, leite, swapmais e sémen (BEER, 1999; POESTER
et al., 2006).

O material coletado pode ser enviado congeladc®@X@o laboratério desde que
mantenha a temperatura durante o transporte. Nodeamaterial proveniente de tecidos que
nado seja oriundo de aborto, em funcdo do pequememide bactérias viaveis, o diagnostico
pode resultar em falso-negativo. Nestes casos.a-ggnindicado o uso de meio de
enriguecimento suplementado como forma de melharasensibilidade da técnica. O
enriguecimento com caldo triptose suplementado aomistura de antibiéticos de Farrell,
proporciona um aumento na taxa de isolament®rdeellaspp de amostras contaminadas na
ordem de 50%, mostrando-se uma ferramenta eficiemtdiagndstico da brucelose bovina
(MINHARRO et al., 2009).

Em meio solido e condi¢cdes ideais, uma cultura ldgatrés a sete dias para a
visualizacdo das colbnias, embora se recomendeu®dagdo no minimo por trés semanas
(CARTER & CHENGAPPA, 1991). As colbnias sdo peqeenaanslicidas, brilhantes,
convexas, de bordos arredondados e bem definidaggerajmente, de coloracdo leitosa
(BATHKE, 1988). Uma vez isoladaBrucella spp. podem ser identificadas até género,
estudando-se suas caracteristicas culturais,iirgomorfolégicas e bioquimicas (NIELSEN,
1995).

A Brucellaé uma bactéria gram negativa e cora-se bem pardoetintoriais como
Ziehl-Neelsen e Koster modificados. A microscogi@eaentam-se como bastonetes curtos,
isolados aos pares ou em pequenos grupos (LAGHE,e2008; RIBEIRO et al., 2008),
apresentam caracteristicas bioquimicas como a gidads de carboidratos, algumas cepas
sao catalase e oxidade positivas, ndo causam tsengoihuitas delas produzem urease, acido
sulfidrico e reduzem nitrato a nitrito (RIBEIROatt, 2008; VEJARANO RUIBAL, 2009).

Os avancos nas técnicas de biologia molecular, cameacdo em cadeia da
polimerase (PCR), fornecem novas ferramentas pamiagnostico rapido de diversas
enfermidades, facilitando o diagnoéstico direto derttas infecciosas pela identificacdo do
acido nucléico do agente (QUIEPO-ORTUNO et al., 7499
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Nesta reacao utilizam-se genes alvos como: gereesaglificam proteinas externas de
membrana (BAILEY et al., 1992; LEAL-KLEVEZAS et all995; BARREIRA-SALDANA
et al., 1996; Da COSTA, 1996; FEKETE et al., 19BQARINO et al., 2000), sequéncia de
genel6SrRNA (HERMAN; RIDDER, 1992)16S-23Segido inter-génica e genes funcionais
(DA COSTA, 1996), gene ligado a sintese do hormdaritrsitol (BRICKER; HALLING,
1994) e sequéncias de intersecdes (BRICKER; HALLIN@®4; OUAHANI-BETTACHE et
al., 1996; REDKAR et al., 2001). Estes ensaioss#&to aplicados para a detec¢do da bactéria
e identificacdo das espécies, com um limite decgatede 10 a 100 fg de DNA gendmico
bacteriano, equivalente a 10 a 7000 células pordmlsangue (LEAL-KLEVEZAS et al.,
1995; GUARINO et al., 2000; LEAL-KLEVEZAS et al.0Q0) ou leite (LEAL-KLEVEZAS
et al., 1995; RIJPENS et al., 1996; ROMERO, LOPEZNE 1999; LEAL-KLEVEZAS et
al., 2000; SREEVATSAN et al., 2000).

Além de superar as limitacbes do isolamento do tageor métodos tradicionais de
cultura do microorganismo, a PCR tem se populaoizaal identificagcdo d®&rucella spp.,
especialmente quando utilizados materiais de ahosengue e sémen (NOVAIS & PIRES
ALVES, 2004)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e suaantesi (PCR multiplex, gPCR-
tempo real) tém sido desenvolvidas e aplicadasiagndstico de diferentes patdégenos (KIM
et al., 2007; LIM et al., 2008).

Ensaios por PCR convencional utilizando um parlgmioucleotideo ou varios pares
(PCR-Multiplex) ou até mesmo um coquetel de olighentieos permitem a deteccdo de mais
de uma espécie ou biovares @srucella (BRICKER; HALLING, 1994; BRICKER;
HALLING, 1995; EWALT,; BRICKER, 2000; SREEVATSAN eal., 2000) ou ainda, a
diferenciacdo entre as amostras vacinais. Essaamfentas sdo importantes para o
conhecimento detalhado da epidemiologia molecudadaenca e podem ser aplicados em
programas de controle e vigilancia da bruceloseqLEEHE et al., 2006).

PCR-AMOS é uma multiplex descrita pela primeira gez 1994 que foi denominada
de acordo com as quatro espécieBdeellaque sdo possiveis de serem identificadas: A de
B. abortus(biovar 1, 2, e 4), M dB. melitensigbiovar 1, 2, e 3), O dB. ovise S deB. suis
(biovar 1) (BRICKER & HALLING, 1994; BRICKER, 2002)

Esta multiplex baseia na deteccdo de repetigpéandenno elemento de insergcéo
711 (IS711), que é uma regidao exclusivaBaacella spp., que pode variar em numero de

copias de acordo com as diferentes espécies erbso(BRICKER, 1994).
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Uma estratégia para a identificacéo e diferenciaed abortusRB51 amostras 2308
e cepa vacinal B19 foi realizada através do apamento da técnica PCR-AMOS
desenhando um novo oligonucleotideo relacionado@rs na regido génica IS711 com uma
amplificacdo de um produto de 364pb referente alRE®8 (BRICKER, 1995) e a adicao
dos oligonucleotideo eryl e ery2 para diferenBiaabortuscepa vacinal B19 apresentando
uma delecéo de 702 pares de base no gene e(BABIGARI et al., 1994) que reproduz um
fragmento de 567pb (BRICKER E HALLING, 1995).

Outro ensaio para diferenciacédo das esp&iedbortus, B. suis, B. ovis, B. canis e B.
neotomadoi descrito por HINIC et al., (2008); estes ensaédo ferramentas adequadas tanto
para a aplicagdo em PCR convencional como na qPCR.

A gPCR é uma tecnologia aprimorada da PCR conveacie da utilizacdo de
fluoréforos associada a utilizagcdo da tecnologiicape da informatica , possibilitando o
monitoramento da reacdo a cada ciclo e a quamtificalo fragmentos de DNA e RNA
(DUARTE, 2006; NEWBAY et al. 2003).

Esta técnica é de grande relevancia para o didgaddge patdgenos, doencas
genéticas, analises de polimorfismo e vem sendizadda como um meétodo que apresenta
inUmeras vantagens, tais como a capacidade dec@rmesultados mais rapido do que a PCR
convencional, que necessita da eletroforese pasargddo dos resultados, e a utilidade
como ensaios quantitativos de DNA do patégeno nastam (BELL; RANFORD-
CARTWRIGHT, 2002).

Além de ser altamente sensivel e especifica, pedeusada na diferenciacado de
espécies estreitamente relacionadas (O'MAHONY; HIRD02; RONDINI et al., 2003),
apresenta maior reprodutibilidade e acurécia, wddole na anélise e um melhor controle de
qualidade no processo, com menor risco de contgd@n@OVAIS & ALVES 2004).

Uma série de abordagens diferentes podem seradtiiz para gerar o sinal de
fluorescéncia (NEWBAY et al., 2003). O método masdo atualmente sdo os que utilizam
agentes intercalantes como o SYBR Green | (Inv&nodgUA), no qual a fluorescéncia basal
aumenta mais de 20x quando o SYBR intercala ao di#a fita, que é formado ao longo
da PCR. Este método possui um baixo custo e apaegsera boa sensibilidade, podendo ser
utilizado tanto para quantificagdo quanto parareifeiacdo de espécies (PARASHAR et al.,
2006).

Outro sistema comumente utilizado € TagMan, que consiste em um par de
oligonucleotideos iniciadores e uma sonda, utibzaara identificar sequéncias especificas de

amplicons durante a PCR. Estas sondas apresentanmanextremidade um reporter e na
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outra umquenchey que aceita energia do fluoréforo e a dissipaanma de luz ou calor.
Durante a ciclagem da PCR estas sondas hibridizamm & sequéncia de DNA alvo
complementar, na fase de extensdo ela é degradadauen aumento da intensidade da
fluorescéncia (HOLLAND et al., 1991).

O ponto que detecta o ciclo no qual a reacédo atrlgeiar da fase exponencial e que
permite a quantificacéo da reagéo € denomitadibe ThresholdCg), sendo proporcional ao
namero de copias presente na amostra (NOVAIS & BIREVES, 2004). A quantificacdo
deste ponto € baseada na fluorescencia emitidapetia ao ser hibridizada durante a acéo da
Tag-DNA-polimerase, e quanto maior a quantidadeiahido alvo, mais rapidamente o
produto acumulado é detectado na reacéo e, corrgequente menor, o valor dg (Bricker,
2002).

A utilizac&o de testes diagndsticos em rebanhomeipalmente em frigorificos pode
fornecer dados importantes sobre a epidemiologi@odaca, permitindo assim a deteccao de
focos de doencas e a adocdo de medidas de coatrgigando assim na integracdo de
fiscalizacdo da defesa sanitaria com o servicondpelcdo de Produtos de Origem Animal,
podendo ser considerada relevante para o sucessatid@ades propostas pelo PNCEBT
atuando tanto na protecdo do consumidor quanto igitancia epidemioldgica (SILVA
JUNIOR, 2008)

Esta técnica com oligonucleotideos iniciadores @fipes pode vir a substituir a
caracterizacdo bioquimica e a PCR convencionamigiado principalmente o diagnostico

rapido e preciso.
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RESUMO

Objetivou-se neste estudo verificar a eficiéncias décnicas moleculares PCR
convencional e PCR em tempo real (QPCR), como d&go de bovinos que apresentavam
lesbes sugestivas de brucelose abatidos em fimgwifio estado de Mato Grosso do Sul. Para
isso, foram utilizados amostras (pulméo, figadoseulo, linfonodos, ligamento cervical) de
20 animais sendo estas seccionadas, processadasuéadas em meio de cultura seletivo
Trypticase Soy AgaiTSA) eTrypticase Soy BrotfiTSB) suplementados com antimicrobiano
de Farrel para o isolamento Beucellaspp. As colonias de bactérias obtidas, tanto eno mei
liquido, quanto em solido tiveram seu DNA gendmastraido, inativados e submetidos a
PCR convencional utilizando oligonucleotideos paragene bcps31 com o intuito de
identificar as bactérias referentes ao gérgmacella obtendo uma prevaléncia amostral de
95% (19/20) positivas crescidas em meio liquidd® 19/12) positivas crescidas em meio
TSA. As amostras positivas, para o génBrocella crescidas em meio solido TSA, foram
submetidas a multiplex PCR AMOS aprimorada paratifieacdo de espécies dirucella
obtendo assim amostras isoladaBBdabortus(biovar 1, 2 e 4) e cepa vacinal B19. Também
foi possivel identificar animais positivos p&eucella utilizado DNA de amostras de sangue
na PCR convencional realizada com os oligonuclestidocps31 apresentando uma
prevaléncia de 30% (6/20) e para os oligonuclemiddruAb 0168, especifico pai
abortus, obteve-se 90% (18/20) das amostras positivas. AMaRqutilizando estes mesmos
DNA’s de sangue e o oligonucleotideo BruAb_0168vhauma prevaléncia de 95% (19/20)
das amostras positivas pdaabortus Conclui-se que, técnicas como PCR convencional e
gPCR utilizando amostras de sangue total de bowamagidos em frigorifico com lesbes
sugestiva, mostrou-se eficiente na deteccdo deaaipositivos para Brucelose, podendo
assim ser disponibilizado ao MAPA como um meétodesael e especifico que os atuais
utilizados.

Palavras - chaveBrucellaspp., Diagndstico, PCR Convencional, PCR em TeRgal.
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INTRODUCAO

7

A brucelose é uma zoonose causada por bactérias-rgggativas, intracelulares
facultativas que acometem os seres humanos, animiaigsticos e silvestres (Godfroid et al.
2005; Acha & Szyfres 2003). Em bovinos a doencauwsada principalmente pela espécie
Brucella abortus sendo o aborto sua principal caracteristica @esidjrande replicacdo das
bactérias no trofoblasto placentario. A morte eutsqo fetal ocorrem entre 0 sexto e o oitavo
meés de gestacao e a persisténcia da bactéria roéfagps leva a infecgdes crénicas (Roop
et al. 2009).

Além de B. abortus em bovinos, outras nove espécies Blricella jA& foram
classificadas, sendo que a denominagdo é de acordam hospedeiro de onde estas foram
isoladasBrucella melitensie€m caprinosBrucella ovisem ovinosBrucella suisem suinos;
Brucella neotomaem ratos do desertByucella canisem canideos (Corbel; Brinley-Morgan
1984);Brucella cetiem golfinhos e baleia&rucella pinnipedialisem focas e ledes marinhos
(Foster et al. 2007)Brucella microti no roedorMicrotusarvalis (Scholz et al. 2008); e

Brucella inopinataem humanos (Scholz et al. 2010).

O isolamento e identificacdo da bactéria sao tekte®s e considerados como padréo
ouro, porém é muito complexo devido as exigénciascoescimento dddrucella spp.
(Minharro 2009).

Avancos nas técnicas de biologia molecular fornecemas ferramentas para o
diagndstico rapido de diversas enfermidades. A BGRas variantes (PCR multiplex, PCR
em tempo real) tém sido desenvolvidas e aplicadadiagndstico de diferentes patégenos
(Kim et al. 2007; Lim et al. 2008) e inclusive paidentificacdo deBrucella spp.,
especialmente quando utilizados materiais de abosemgue e sémem (Quiepo-Ortuno et al.
1997).

Ensaios por PCR utilizando um par de oligonucleatsd ou vérios pares (PCR-
Multiplex) permitem a deteccdo de mais de uma espac biovares d8rucella (Bricker &
Halling 1994; Bricker & Halling 1995; Ewalt & Brigk 2000; Sreevatsan et al. 2000) ou
ainda, a diferenciacdo entre as amostras vac@<R-AMOS (AMOS significa as iniciais

das quatro espécies @ucella que sdo identificadas por este teste) € uma PQRslax
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desenvolvida para a identificacéo e diferenciagiguhtro espécies drucella B. abortus
(biovar 1, 2, e 4)B. melitensigbiovar 1, 2, e 3)B. ovise B. suis(biovar 1) (Bricker 2002;
Bricker & Halling 1994), cepa selvagem 2308 e gsasevacinais B19 e RB51 (Bricker &
Halling 1995).

A gPCR (PCR em Tempo Real) , aléem de ser mais \s@nei especifica, tem a
vantagem de identificar o DNA bacteriano em pegsepantidades em amostras clinicas em
um curto periodo de tempo, quando comparado a RfPRencional (Stralin et al. 2006;
Markoulatos et al. 2000; Bounaadija et al. 2009).

Assim, com este estudo, objetivou-se verificar iei@fcia das técnicas moleculares
PCR convencional e gPCR, utilizando o sangue dmbswabatidos em frigorifico com lesdes
sugestivas para brucelose, a fim de disponibikbaMAPA um método mais rapido, sensivel

e especifico que os atuais utilizados.

MATERIAL E METODOS

Amostras— Foram utilizadas amostras de pulméo, figado, masdihfonodos,
ligamento cervical e sangue (coletado da artéaguocefalica) de 20 bovinos, abatidos em
frigorifico, sob Inspecéo Federal, que apresentdeades sugestivas de brucelose (Figura 1),
provenientes de diversas propriedades do Estad@lale Grosso do Sul, no periodo de
Agosto de 2008 a Abril de 2010.

Amostras padrae As amostras dB. abortusB19, B. abortusRB51,B. abortus544,
B. ovis B. suis lovar 1, B. melitensisbiovar 1, inativadas por calor, foram gentilmente
cedidas pelo MsC. Paulo Martins Soares Filho dootario Nacional Agropecuario de
Pedro Leopoldo, MG (LANAGRO-MG/MAPA).

Processamento e cultivo microbiologico das amostras amostras clinicas foram
identificadas e mantidas a -80°C no Laboratéridccdgenharia Genética Animal da Embrapa
Gado de Corte e transportadas para o LaboratorioBdeteriologia Aplicada, no
Departamento de Medicina Veterinaria Preventivaniversidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte, onde foram processadas. As amoftrasn retiradas do freezer 24 horas

antes, e descongeladas lentamente em geladeirtecidss foram colocados em bandejas
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estéreis e dissecados com auxilio de tesourascaspiAnimais que continham mais de uma
amostra coletada, foi realizado um homogeneizadeadee feito umPool”, formando uma

s6 amostra. Fragmentos de aproximadamente® fToram colocados em placas de Petri
descartaveis. Em seguida, foram transferidos paassde homogeneizacdo e acrescidos de
cerca de 100 mL de PBS 1X estéril. Foram homogeade& usandstomacher(Modelo MC
1204, ITR, Brasil) por 5 minutos com 400 golpesimas e 10QuUL destes foram semeados
no meio de cultura seletivo solido, Trypticase 2mar (TSA) e liquido, Trypticase Soy
Broth (TSB) (Alton et al. 1988; OIE 2004). Os maiex utilizados como meio de cultura
foram suplementados com antimicrobianos de Fafi@tucella Selective Supplement
SRO0083A, Oxid, UK) (FARRELL 1974) e anflotrininaldng/mL.

As placas e tubos foram incubados em estufa cord&%Q a 37°C. Paralelamente,
amostras do homogeneizado obtidas stomacher foram estocadas em criotubos e
armazenadas em freezer -80 °C. Em seguida, 1 mhodwgeneizado foi centrifugado a
14000 xg por cinco minutos. O sobrenadante focaltgdo e o precitado foi ressuspendido
em 100uL de tris EDTA (TE) (10mM Tris HCI pH 7,4, 1mM EDTAH 8,0 ). As amostras
foram inativadas em banho-maria a 85°C por 2 hdkpss a inativacdo este material foi

armazenado para posterior extragdo de DNA gendmico.

Obtencao das colbnias de Brucedipp - A cada 48 horas, durante sete dias, as placas
foram visualizadas para verificar se houve cresaiméde col6nias bacterianas. Casos em que
nao houve crescimento bacteriano, novas placasmdmtmeio TSA foram inoculadas com
200 yL do caldo TSB mantido em crescimento durante  dimovamente observadas pelo

mesmo periodo para a verificagdo de crescimentoléaias.

Das col6nias d®rucella spp. isoladas, foi realizada cultura em meio ESpBarte
desta cultura foi armazenadas em meio de congetareen criotubos e estocadas em freezer
-80 °C. A outra parte foi transferida para tubogigo eppendorf contendo 1mL de PBS 1X.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 249p0r 5 minutos. Apds o sobrenadante
foi descartado, o sedimento foi ressuspendido ednull@e TE e posteriormente as amostras

foram inativadas em banho maria a 85 °C por 2 hmaees posterior extragcao de DNA.

Extracdo de DNA genbmico Culturas das colbnias isoladas, com morfologia
sugestiva dérucella spp., do caldo e das cepas padradBudeella spp., todas inativadas,

foram submetidas a extracdo de DNA conforme despat Picher et al. (1989).
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Para a extracdo de DNA de sangderam utilizados 300L da amostras e
acrescentados 500 de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) 20% homogenkizaor inversao e
incubado a 65 °C por 60 minutos. Foi adicionado p®0@le cloroférmio e agitado
vigorosamente em vortex, em seguida foi adiciondd@uL da solucdo de precipitagao
protéica (3M GH3KO,, 2M CH;COOH) e homogeneizados novamente. As amostras foram
centrifugadas a 14000 xg por 15 minutos. O sobmamadde cada amostra foi coletado e
tratado com 1mL de etanol absoluto gelado e honegado por inversdo até formar um
precipitado. As amostras permaneceram a temperdir20°C por 12 hora#Apds esse
periodo as amostras refrigeradas foram centrifigadd4000 xg por 5 minutos, s o
sobrenadante foi descartado e ao sedimento forfoaedicionado 1mL de etanol 70%. Logo
apos, as amostras foram centrifugada a 14000 xgi5 eno sobrenadante descartado. Os
sedimentos foram secos em temperatura ambientesseispendidos em 50uL de TE e
estocado a -20°C. A concentracdo e a qualidade 8B\ Doram avaliadas em
espectrofotdometro Nanodrop ND1000 (Thermo Scientié por eletroforese em gel de

agarose, corado com Syber Gold (Invitrogen) e Vizado em transiluminador ultravioleta.

PCR convencionat Para as reagfes de PCR com o DNA extraido do cdddoyltura
das col6nias isoladas e do sangue total foramzeskls utilizando os oligonucleotideos
descritos na Tabela 1. Para a identificacdo Biecella spp. utilizou-se o par de
oligonuceotideos bcps31 referente ao gene BCP&dtarla do génerBrucella, conforme
Baily et al. (1992)

Foi realizada a PCR do DNA de caldo e sangue comol@onuceotideos
BruAb_0168, referente ao gene especifi@ricella abortugBruAb_0168) amplificando um
fragmento de 81pb descrito por Hinic et al. (2008).

A técnica PCR-AMOS foi realizada com o DNA extraidlas culturas das colbnias
isoladas em meio TSA positivas para a PCR com igeralcleotideos bcps31. A reacdo e

termociclagem foram realizadas seguindo os mesed$es de Bricker & Halling (1995).

As analises dos produtos amplificados foram redéigapor eletroforese em gel de
agarose 1% (bcps31 e AMOS) e 3% (BruAb_0168), awactbm brometo de etideo e

visualizados em transluminador ultravioleta.

PCR em tempo real Esta técnica foi utilizada para as amostras dé @&l sangue.

As reacoes foram realizadas em duplicata em vofumaéde 12,5uL, contendo 6,2l de
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Platinum® SYBR® Green/Rox 2x (Invitrogen, EUA), 5pin de cada oligonucleotideo
iniciador e aproximadamente 5@ de DNA gendmico extraido de sangue. A termocaiag
foi realizada em termociclador StepOne Plus (AgbBeosistmes) de acordo com Hinic et al.,
(2009).

Para a avaliacdo e quantificacdo das amostragfstruida uma curva padréo a partir
de DNA extraido de cultura em meio TSA da cepa afer&ncia selvagem 2308 @
abortus A amostra de DNA foi extraida e quantificada pspectrofotometria em Nanodrop
(ND1000 Thermo Scienific) e o numero de copias 8Apor pL foi determinado conforme

descrito por Ke et al. 2006, utilizando a férmula:

6x1@copias/mol) x concentracao(d) = (copiaspul)
Massa molar (g/mol)

A partir da cepa de referéncia foram realizadasodies seriadas em concentracdes
variando de 1x10a 1x10 coépias de DNA/UL. Todas as reacbes foram realizasta

duplicata.

Como controle positivo nas reagdes, utilizou-se Di&raido da cepa de referéncia
selvagem 2308 d8. abortus Como controle interno da reagéo, utilizou-se aiura de

nucleases.

Para a confirmacdo da especificidade da reacéatraj animais negativos de
brucelose provenientes de uma propriedade ceddigzelo MAPA/Brasil como livre de
Brucelose e Tuberculose, foram utilizados comorotehegativo e avaliados por gPCR.

Andlises estatisticas As PCR convencionais realizadas com os oligeaticleos
iniciadores bcps31 e BruAb_0168, utilizados tamim® DNA extraido de sangue como o
DNA do caldo em meio TSB, foram comparados peltetee Qui-Quadrado. Além da
comparacao entre as PCR convencionais, este aasbe&m foi aplicado a fim de comparar as

PCR convencionais com gqPCR utilizando o DNA extrald sangue
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RESULTADO E DISCUSSAO

Das 20 amostras cultivadas em meio TSB, foi pobsbieservar crescimento
bacteriano em 100% das amostras, porém gquandwamds em TSA este crescimento
bacteriano foi de 60% (Tabela 3). Segundo Waltn200(), a utilizacdo de meio liquido
enriguecido, por fornecer nutrientes necessarissifieientes para o restabelecimento das
células bacterianas danificadas, pode facilitarsolamento de microorganismos como
Brucella abortus podendo assim justificar a alta eficiéncia doaESB, em comparacéo ao
meio TSA.

A execucao da técnica de isolamento possui ceiitalldiade em funcéo das espécies
de Brucella serem fastidiosas e exigirem meios ricos em miggepara 0 seu crescimento e
isolamento primério. A sensibilidade desta técniamnbém pode estar correlacionada
diretamente com a natureza da amostra e com 0 oldedractérias viaveis na mesma (Alton
et al. 1988), outro fator importante que pode fetérno isolamento da bactéria € o processo
de congelamento das amostras que pode contribi@rymaa situacdo de estresse da bactéria
permitindo assim a diminuicdo da sua viabilidadalfdan 2000).

No Brasil, poucos sdo os estudos que visam idestifas espécies e biovares de
Brucellague acometem os bovideos, entretanto ja forantifidadasB. abortusbiovares 1, 2

e 3 eB. suisbiovar 1 acometendo estes hospedeiros (BRASIL)2006

Bovinos e bubalinos sdo susceptiveis as esp&cissise B. melitensis embora a
espécie mais prevalentd3é abortus,gue apresenta oito biovares (1, 2, 3, 4, 5, 6a®stirpe
vacinal B19) que séo diferentes quanto a virulénge&ogenicidade e importante para 0s

estudos epidemioldgicos moleculares (Acha; Szye&6; Paulin; Ferreira Neto 2003).

O isolamento € o método de considerado como “paulsém’, para a identificacdo das
espécies dBrucellapor apresentar uma alta especificidade (Lage @08B) e classicamente
a deteccao e identificacdo Beucellaspp. e biovares sdo baseadas na analise da ngiafolo
colonial e identificacdo bioquimica das col6niasladas. Embora as informacdes sejam
altamente validadas, este método exige tempo, n&omlia experiente e laboratério
especializado de seguranca nivel 3 (HERMAN & DERHN) 1992).
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Neste estudo foi realizada a identificacdo das céspéde Brucella pela técnica
AMOS-PCR das amostras obtidas por isolamento d#&ti@em meio TSA a partir de lesbes
sugestivas para brucelose. As amostras foram fabawoias como positivas patrucella
abortus biovar (1, 2 ou 4) e para cepa vacinal B19 semhuaa utilizacdo de testes

bioquimicos.

Em 1992, Baily e colaboradores realizaram um estbdseado no genbcps
utilizando o teste de PCR convencional com um Uparode oligonucleotidios apresentando
uma boa especificidade, ao permitir a diferenciagé@®rucella spp. de outros patdgenos

gram-negativos.

Neste estudo quando analisado o DNA extraido dén@ad isoladas em meio TSA,
pela técnica de PCR convencional, utilizando ogoalicleotideos bcps31, foi possivel
constatar que 75% (9/12) apresentaram uma ampghiicale 232 pb, confirmando que as

mesmas sao pertencentes ao géBeucella

Dessas col6nias positivas para os oligonucleotibass31, foi realizada a técnica
AMOS-PCR desenvolvida por Bricker e Halling (199Bkte ensaio multiplex é capaz de
diferenciarBrucella em nivel de espécies. Este teste € espécie-aspemifrespondendo a
identificacdo déBrucella abortus, Brucella melitesis, Brucella ogiBrucella suisSAMOS) e
baseia-se no local de insercdo do elemento IS7ddesEmesmos autores aprimoraram esta
técnica adicionando oligonucleotidios capazes fdgaticiar animais naturalmente infectados
com as cepas vacinais B19 e RB51 Bricker e Ha(lli®§5).

Foi possivel constatar que 66,66% (6/9) apresamtge positivas parB. abortus
(biovares 1, 2 ou 4), quando amplificaram dois rfragtos (498 pb referenteBa abortuse
178 pb que corresponde ao geng); 22,22% (2/9) apresentaram-se positivas parapa ce
vacinal B19, amplificando apenas um fragmento @& pb e 11,11% (1/9) foram negativos

paraBrucella(figura 2).

Com este estudo foi possivel identificar em doignais com lesdo sugestiva para
Brucelose, por meio da PCR-AMOS, a cepa vacinal, BE.ddo que um desses animais
também foi possivel isolar e identificar a cepaagémB. abortus Uma das hipdteses para o
isolamento da amostra vacinal pode ser devido am ma aplicacdo da vacina, como:
vacinagdo apos 8 meses de idade, doses elevadtagjsanom baixo estado imunoldégico,
entre outras (Shurig et al. 2002).
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Para analisar as amostras de caldo obtidas dosi2@ia, 0 DNA extraido destas foi
analisado pela técnica de PCR convencional utifi@aans oligonucleotidios bcps31 e
BruAb_0168. Das
PCRs com o oligonucleotideo bcps31 foi possivebtatar que 95% das amostras (19/20)
apresentaram uma amplificacdo de 223 pb, confirmaug as mesmas sao pertencentes ao
géneroBrucella Quando utilizado o oligonucleotideo BruAb_016Bgossivel constatar que
100% (20/20) amplificaram o fragmento de 81pb, mamsto-se positivas para a presenca de

B. abortus

Quando analisado o DNA extraido de sangue dos Rfa#s) pela técnica de PCR
convencional utilizando o oligonucleotideo bcps@8ilpossivel observar que 30% (6/20) dos
animais foram positivos, amplificando o fragmen® 2R3pb (Figura 3). Porém, quando
utilizando os oligonucleotidios BruAb_ 0168, 90% /@3 dos animais apresentaram-se
positivos paraB. abortus amplificando um fragmento de 81pb (Figura 4) spnéando uma
diferenca significativa (p<0,0001) entre estestest

Uma possivel explicacdo para a diferenca signifiaatos oligonucleotidios utilizados
na PCR convencional para as amostras de sanguardanho do produto amplificado por
eles e da bacteremia de cada animal. O oligonudtmtcps31 amplifica um produto de
223pb, ja o BruAb_0168 amplifica um produto de @seBlpb. Essa diferenca pode ser
responsavel pelo aumento da sensibilidade do aligeatideo BruAb_0168. Embora um
estudo realizado no Egito, em 2009, por El Kholyolaboradores, utilizando a PCR com o
oligonucleotideo bcps31 para DNA extraido de sandaehumanos, com suspeita de

brucelose, mostrou que a técnica apresentou aisibdalade e especificidade.

Neste estudo o oligonucleotideo bcps31 ndo se ouwosdio eficaz na deteccdo do
patogeno pela PCR utilizando DNA extraido de sargjunecomparacédo ao oligonucleotideo
BruAb_0168, descrito por Hinic et al (2008), qusealghou este oligonucleotideo baseado na
insercdo do elemento IS711, estavel em numero Eduoossendo ele utilizado para uma

deteccéo rapida, sensivel e precisa Bagbortus.

As reacbes de (gPCR foram realizadas neste estudo aooligonucleotideo
BruAb_0168, utilizando-se o DNA extraido do sangpial dos animais. As amplificacdes

resultaram em fragmentos de DNA com temperaturaard dissociacdo (Tm) de 84,42°C
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e mostrou-se sensivel detectando 95% (19/20) diosaenpositivos, e apenas um animal

negativo (Figura 5).

Para a confirmacédo da especificidade da reacdamfartilizados na qPCR quatro
animais provenientes de uma propriedade certifigada MAPA como livre de Brucelose e
Tuberculose. Todos os animais apresentaram negaffgura 6) confirmando assim a

especificidade da técnica e do oligonucleotidecABr168.

Sednadh et al. (2006) realizaram um estudo avaliantétodo convencional e gPCR
para deteccdo d&. abortusem amostras de sangue, leite e linfonodo de vam@salmente
infectadas. O sangue ndo se mostrou uma amos#lapiae a deteccéo deste patégeno. Nao
foi encontrada nenhuma vantagem no uso da qPCRe sobrmétodos convencionais
sorolégicos e bacteriolégicos.

Ja neste estudo a utilizacdo da amostra de saagae pealizacdo da gPCR mostrou-
se eficaz, embora esta técnica ndo apresentou uUeranga significativa (p=0,5483) em
relacdo a utilizacdo desta mesma amostra na tédeiddCR convencional. No entanto a
gPCR é mais vantajosa, com relagdo a PCR convexicibevido ao menor tempo utilizado
para realizar sua reacao e principalmente por gemrtados quantitativos possibilitando
assim a estimativa da bacteremia do animal e panrea técnica menos laboriosa (Queipo-
Ortufio et al. 2009).

Ao identificar as 20 amostras provenientes de elifies frigorificos, foi possivel
constatar uma variacdo nos resultados encontraglos giferentes testes (Tabela 3) porém,
embora houvesse essa variacao, foi possivel olvspreaa espéciBrucella abortusoi a que
apresentou a maior prevaléncia amostral, validami@sta forma, os achados descritos
anteriormente no pais e no mundo (Godfroid etGl12Poester et al. 2002).

Os resultados tém sido sempre variaveis quando a@up com sorologia e
bacteriologia. Pode haver um namero de razdes pelais o ensaio de PCR p&aabortus
ainda ndo superou os métodos sorolégicos e bdégidos. O estdgio da infeccdo pode
influenciar o numero e localizacéo de bactériapesaenca de grandes quantidades de DNA

gendmico bovino pode ter inibicdo que afeta noierd&a PCR (Sednadh et al. 2005).
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O método de extracdo de DNA bacteriano em amodéraangue de bovinos, pode ser
crucial para a capacidade de deteBtarcellapela técnica de PCR, devido a baixa quantidade
UFC/mL contido neste material (AL-AJLAN et al. 2011

Com a realizacdo da curva padrdo (Figura 7) foisives a quantificacdo da
bacteremia por gPCR utilizando SYBR GREEN de 9 arsmavaliados (Tabela 3) por meio
da amplificacdo do produto especifico (Figura 7)ovBvelmente, devido a erros de

manipulagéo, ndo foi possivel a quantificacdo darfifhais (Figura 8).

Conclui-se que, técnicas de biologia molecular cdd@R convencional e gPCR
utilizando amostras de sangue total de bovinosddsaem frigorifico com lesbes sugestiva,
mostrou-se eficiente na deteccdo de animais positpara Brucelose, podendo assim ser
disponibilizado ao MAPA como um método mais rapisiensivel e especifico que os atuais

utilizados.
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Fonte: RenatanaiMadureira — Fiscal Federal — MAPA

FIGURAL: Fotografia de uma les@o sugestiva de lbwseebovina no ligamento cervical de animal
abatido em frigorifico sob inspec¢éo federal em Ga@pmnde, Mato Grosso do Sul.
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FIGURA 2: Amplificacdo da PCR-AMOS com DNA extraide coldnias cultivadas em meio
TSA, positivas paraBrucella spp, identificadas por PCR convencional utilizano®
oligonucleotidios bcps31, de animais de frigoriamm lesGes sugestivas para brucelose.
Canaletas 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 13, 14, 85¢ 17 = apresentando amplificacdo de um
produto de 498pb e uma de 178pb referente aninosisiyips paraB. abortusbiovar (1, 2 e

4); 5 e 17= amplificacdo de um produto de 498pbregite a cepa vacinal B19; 11 e 12=
animais negativo;18= controle positi& abortus544; 19=, controle positiv@8. melitesis
M16; 20= controle positivdB. ovis Reo 198; 21= controle positivB. suis 22= controle
positivo B. abortusvacinal RB51; 23= controle positi®. abortuscontrole vacinal B19 e

24= controle negativo.
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FIGURA 3: PCR convencional de DNA extraido de sande bovinos de frigorifico com
lesbes sugestivas para brucelose utilizando o ruligeotideos bcps31Canaletas: 1=
marcador molecular 1 KiPlus 2 e 3 = animais positivos; 4 e 5= animais negativ

6=controle negativo e 7= controle positivo utilidarcepa a campo 2308.
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FIGURA 4: PCR convencional de DNA extraido de sande bovinos de frigorifico com
lesBes sugestivas para brucelose utilizando o raligeotideos BruAb_0l6&analetas: 1=
marcador moleculdow molecular weight DNA ladd€R5pb-766pb); 2= animal positivo; 3=

controle positivo utilizando cepa a campo 2308 editrole negativo da PCR.
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Curva de Dissociacao
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FIGURA 5: Padrao da curva de dissociacao (Melt @uespecifica para o oligonucleotideo
iniciadores BruAb_0168. Como controle negativo @iilizando material livre de DNA,
como controle positivo o DNA dBrucella abortuscepa selvagem 2308; amplificagcdo de um
produto referente 8. abortusutilizando o DNA de um animal abatido em frigar@ficom
lesdo sugestiva e animal negativo. O eixo Y comedp ao reporter derivado (-Rn) e o eixo

X corresponde a temperatura de dissociagéo (Tm).
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Curva de Dissociagao
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FIGURA 6: Padréo da curva de dissociacao (Melt&uespecifica para os oligonucleotideos
iniciadores BruAb_0168 com DNA dBrucella abortuscepa padrédo 2308 como controle
positivo, animal certificado pelo MAPA como negatipara brucelose e controle negativo. O
eixo Y corresponde ao repoérter derivado (-Rn) exo & corresponde a temperatura de

dissociacao (Tm).
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FIGURA 7: Curva padrao do teste de sensibilidadeidiciadoredBruAb_0168com DNA da
cepa padra®rucella abortus2308. O eixo Y (Cq - Ciclo deéhreshold corresponde ao ciclo

limiar de amplificacéo, e 0 eixo X a concentrac@diNA na amostra.
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Curva de Dissociacao
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FIGURA 8: Padréo da curva de dissociacdo (Melteuespecifica para os oligonucleotidios
iniciadores BruAb_0168 com DNA dBrucella abortuscepa padrédo 2308 como controle
positivo, animal quantificado, animais nao quacdifios e controle negativo. O eixo Y

corresponde ao reporter derivado (-Rn) e o eixorXesponde a temperatura de dissociacao.
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TABELA |. Descricdo dos oligonucleotidios iniciaggr utilizados para a identificacdo de

Brucella spp na PCR convencional e gPCR.

Oligonucleotideo Patégeno Sequéncia 5'-3’ Pares Referéncia
de
Bases

BHB&® B. abortus GACGAACGGAATTTTTCCAATCCC 498
BHBmM?¢ B. melitensis AAATCGCGTCCTTGCTGGTCTGA 731
BHBo?¢ B. ovis CGGGTTCTGGCACCATCGTCG 976

Bricker; Halling 1994
BHB< B. suis GCGCGGTTTTCTGAAGGTTCAGG 285
BHIS71 12t Brucellaspp  TGCCGATCACTTAAGGGCCTTCAT
ery ad B . abortus GCGCCGCGAAGAACTTATCAA 178

B19 CGCCATGTTAGCGCGGGTGA

Bricker; Halling 1995
RB51/2308¢ RB51/2308 CCCCGCAAGATATGCTTCGATCC 364
BruAb_0168 B. abortus GCACACTCACCTTCCACAACAA 81 Hinic et al. 2008

CCCCGTTCTGCACCAGACT

bcsp3t Brucella TGGCTCGGTTGCCAATATCAA 223

Baily et al. 1992
CGCGCTTGCCTTTCAAGGTCTG

“Oligonucleotideos utilizados na PCR-AMOS0ligonucleotideo utilizado como reverso para osrasut
oligonucleotideos na PCR-AMOS{Oligonucleotideos utilizado na PCR convencional ®CBR;

Oligonucleotideo utilizado na PCR convencional.
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TABELA l1lI: Resultado das técnicas de isolament@RPconvencional e gPCR utilizando
os oligonucleotidios bcps31, Bru_Ab0168 e AMOS-R©R amostras de DNA extraido de
sangue, meio liquido TSB e meio solido TSA dos amnde frigorificos com lesdo

sugestiva para brucelose.

PCR Convencional PCR-TR
Isolamento TSA TSB Sangue Sangue
Amostra TSA  TSB bcps31 AMOS bcps31 BruAb_0168 bcps31 BruAb_0168 BruAb_0168

1 + + + B. abortus + + + + +
2 + + + B. abortus + + + + +
3 + - - + + - +
4 + + + 519 + + - + +
5 + - + + + + +
b + + + - + +
7 - + + + + +
8 + + - - + + +
9 + + + B. abortus + + + +
10 + + + + + +
11 + + - + + + +
12 + + + B. abortus + + - + +
13 - + + + + + +
14 + + + + + +
15 + + - + + + + +
16 + + B. abortus + + - + +
17 + + + + + - +
18 + - - + + + -
19 + + B. abortus + + + +
20 + + + B.ab/519 + + + +

TABELA IV: Tabela da quantificacdo dos animais pioss na gPCR parBrucella abortus
utilizando os oligonucleotideos BruAb_0168 por mda curva de amplificacdo na qPCR
com SYBR GREEN.

Amostras Quantificac&o Erro
1 895.43 -
2 1, 386.216 -
3 8.851 -
4,711 - Multiplos picos de (TD)
5; 8; 12; 14;15;16;19 - Alto desvio na replicacéo
6 19, 922.232 -
9 19, 682.480 -
10 3.338 -
13 329.836 -
17 7.433 -
18 - -
20 442.843 -

aTemperatura de Dissociac&uantificacéo referente ao nimero de cépias do DalAactérigil
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