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INVESTIGACAO SOROEPIDEMIOLOGICA DE Brucella spp. EM SUINOS NO
ESTADO DA BAHIA

RESUMO: A criacdo de suinos para subsisténcia € muito comum na Bahia e
algumas vezes se apresenta de forma precéria, com animais soltos, expostos ao
risco de contaminagdo por agentes patogénicos, podendo muitas vezes levar a
prejuizos econémicos ou de saude publica. Entre estes agentes, um dos mais
preocupantes é a brucelose, uma enfermidade infectocontagiosa que causa
comprometimento reprodutivo em varias espécies de mamiferos, com evolucéo
geralmente crénica, considerada uma das mais importantes e difundidas zoonoses
no mundo. A sorologia aplicada para diagndstico da brucelose em suinos no Brasil
detecta positividade para amostras lisas de Brucella spp., no entanto ndo se pode
afirmar se estes animais se encontram infectados por B. abortus ou B. suis, havendo
a preocupacdo de que esta Ultima esteja emergindo como um agente de infeccdo
em bovinos. Ainda ha pouca informacgéo sobre a real distribuicdo desta enfermidade
entre 0s suinos, principalmente em relacdo as criacbes em conjunto com outros
animais de forma extensiva. Em face da necessidade de demonstrar a situacdo
epidemioldgica entre as espécies que possam atuar como reservatorios da bactéria
procedeu-se 0 presente estudo com o objetivo de realizar um inquérito
soroepidemiolégico no estado da Bahia sobre a brucelose suina. Para o
experimento, utilizou-se 889 amostras de soro suino provenientes de 320
propriedades, distribuidas por 96 municipios baianos, armazenadas no Laboratério
de Sanidade Animal da Agéncia Estadual de Defesa Sanitaria Animal (LADESA-
ADAB). As amostras foram submetidas aos testes AAT e ELISA indireto (IELISA) no
Laboratorio de Doencas Infecciosas da Universidade Federal do Recdncavo da
Bahia (LDI-UFRB). Ao teste do AAT, 42 amostras (4,72%) apresentaram reacao de
aglutinacdo, num total de 32 propriedades (10%). Estes soros foram encaminhados
ao LADESA-ADAB para confirmacdo por meio da prova do 2-ME/SAL, com apenas
01 (um) resultado positivo. Todos os soros foram testados no iELISA, com antigeno
de B. abortus, detectando 10 animais positivos (1,12%) em 9 propriedades (2,81%).
Mesmo com baixa ocorréncia, fica evidenciada a presenca de Brucella spp. na
espécie suina no estado da Bahia, podendo comprometer avancos do Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT), além de
eminente risco para a saude publica.

Palavras chave: B. suis; brucelose suina; iELISA; zoonose



SEROEPIDEMIOLOGICAL INVESTIGATION OF Brucella spp. IN SWINE IN
THE STATE OF BAHIA

ABSTRACT: The pig breeding for subsistence is very common in Bahia and
sometimes presents itself precariously, with animals loose, exposed to the risk of
contamination by pathogens and can often lead to economic losses or public health
harm. Among these agents, one of the most worrying is brucellosis, an infectious
disease that causes reproductive impairment in several species of mammals, usually
with chronic course, considered one of the most important and widespread zoonosis
in the world. The serology applied for the diagnosis of swine brucellosis in Brazil
detects positive results to smooth samples of Brucella spp., nonetheless it cannot be
stated whether these animals are infected with B. abortus or B. suis, there is concern
that the latter is emerging as an agent of infection in cattle. There is still little
information on the actual distribution of this disease among swine, especially in
relation to breeding together with other animals in an extensive manner. Given the
need to demonstrate the epidemiological situation among the species that can act as
reservoirs of bacteria, this study was carried out with the aim of conducting a
seroepidemiological survey in the state of Bahia on swine brucellosis. For the
experiment, it was used 889 samples of swine sera from 320 properties spread over
96 municipalities in Bahia, stored in the Animal Health Laboratory of the State Animal
Health Agency (LADESA-ADAB). The samples were submitted to the BPAT and
indirect ELISA (IELISA) tests in Infectious Diseases Laboratory of the Federal
University of Bahia Reconcavo (LDI-UFRB). To BPAT, 42 (4.72%) samples showed
agglutination reaction, a total of 32 properties (10%). These sera were sent to
LADESA-ADAB to confirmation by proof of 2-ME/TAT, with only 01 (one) positive
result. All sera were tested in iIELISA with antigen from B. abortus, detecting 10
positive animals (1.12%) in 9 (2.81%) properties. Even with low occurrence, it is
evidenced the presence of Brucella spp. in swine in the state of Bahia, which may
compromise progress of the National Programme for Control and Eradication of
Brucellosis and Tuberculosis (PNCEBT), and imminent risk to public health.

Key words: B. suis; swine brucellosis; iIELISA; zoonosis
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1 INTRODUCAO

A Brucelose é uma das zoonoses mais importantes e difundidas no mundo, causada
por bactérias do género Brucella, com largo espectro infeccioso. Atinge varias
espécies silvestres e domésticas, acarretando sérios prejuizos a pecuaria e grave
perigo a saude publica. Cada espécie de Brucella tem hospedeiro predileto, mas ndo
restrito (LOPES, NICOLINO, HADDAD, 2010).

No Brasil, a grande preocupacdo tanto de saude animal quanto do consequente
risco para a saude publica, é a brucelose bovina causada pela B. abortus, devido ao
numeroso rebanho bovino e ampla distribuicdo no territorio brasileiro. A brucelose
suina, com a tecnificacdo na exploracdo comercial dessa espécie, teve uma reducao
acentuada de prevaléncia, embora focos esporadicos ainda possam ocorrer
(MATHIAS, 2008).

Comumente provocada pela Brucella suis, ndo € descartada a infeccdo pela B.
abortus, quando suinos sao criados de forma promiscua com bovinos, o que ocorre
normalmente em criacdes para subsisténcia. Nessas condi¢cdes, um animal doente
representa prejuizo econémico pela queda na produtividade, risco para a saude dos
demais animais, além de preocupacdo com contaminacdo humana (AGUIAR et al.,
2006).

Os suinos estdo suscetiveis a brucelose a partir do quarto ao quinto més de idade. A
enfermidade é transmitida de um suino a outro através da ingestdo de alimentos ou
agua contaminados por descargas vulvares ou pela ingestdo de fetos abortados e
membranas fetais. E uma doenca de evolucdo cronica na qual as porcas infectadas
apresentam abortamento em qualquer fase da gestacao, influenciado mais pelo
tempo de exposicdo ao agente do que ao periodo de gestacdo. Nos machos
predomina a orquite, podendo afetar secundariamente outros 6rgdos genitais e é
comum o isolamento no sémen, sem que o0 animal apresente sinal clinico, sendo

considerada para a espeécie a transmisséo através da copula. Em ambos os sexos



13

pode afetar as articulagdes causando artrites e paralisia (MARTINS, 1993; JESUS et
al., 2010).

Seguindo diretrizes preconizadas por organismos internacionais, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) elaborou e lancou o Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT)
(BRASIL, 2006). O programa demanda acbes coordenadas do servico oficial e
privado, que objetivam ndo s6 a eliminacdo da enfermidade, mas também a
organizacdo e o fortalecimento do servico de defesa sanitaria animal (FERREIRA

NETO, 2009), porém nao legisla sobre a enfermidade na espécie suina.

De acordo com a OIE (2009), os ensaios imunoenzimaticos (ELISA), o teste de Rosa
Bengala (RBT) e a Fixacdo de Complemento (FC) sédo os testes prescritos para fins
de comércio internacional, sendo o teste do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT)
muito Util na identificacdo de suinos infectados. Todos eles com 0 mesmo protocolo
preconizado para a brucelose bovina.

Nacionalmente, a sorologia aplicada para diagnéstico da brucelose suina detecta
positividade para amostras lisas de Brucella, ndo podendo afirmar se estes animais
se encontram infectados por B. abortus ou B. suis. E observada, principalmente em
propriedades pequenas, a criagdo concomitante de varias espécies, das quais
comumente estdo presentes 0s bovinos e suinos, representando um risco ao
sucesso do PNCEBT, uma vez que pode haver contaminag¢do cruzada. Além da
escassez de dados que remetem a prevaléncia dessa enfermidade no Brasil (ROSA,
GARCIA, MEGID, 2012).

A brucelose suina ainda € uma doenca subdiagnosticada com importancia para as
cadeias produtivas da pecuéria e para a saude publica. Tendo em vista que grande
parte dos criatorios de suinos na Bahia apresenta caracteristicas de subsisténcia,
criados em estruturas simples e muitas vezes soltos em ambiente comum com
outras espécies, o estudo soroepidemioldégico no estado, poderd demonstrar a
capacidade do suino como possivel reservatorio de Brucella spp., contribuindo para

melhor eficiéncia do PNCEBT e sua interdisciplinaridade na saude publica.

Sendo assim, o banco de soros do inquérito da Peste Suina Classica foi aproveitado
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por possuir amostragem distribuida pelo estado da Bahia, no intuito de demonstrar
que o suino pode estar infectado por Brucella spp., podendo funcionar como
hospedeiro da B. abortus, comprometendo as acbes do PNCEBT, principalmente em

uma futura fase de erradicacédo da brucelose neste estado.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo soroepidemioldgico da brucelose em amostras de suinos criados
para subsisténcia demonstrando seu papel na disseminacéo desta enfermidade e na

saude publica no estado da Babhia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Utilizar os dados das fichas de visita obtidas do inquérito epidemiolégico para
Peste Suina Classica nas informacdes pertinentes para brucelose em
criacdes de suinos no estado da Bahia.

e Utilizar as provas sorologicas AAT, 2-ME/SAL e IELISA padronizadas para
amostras de bovinos, para investigar amostras suinas.

e Demonstrar a importancia do suino como possivel reservatorio da Brucelose
na disseminacdo desta enfermidade entre outras espécies, principalmente
nos rebanhos bovinos e bubalinos.

e Determinar a distribuicao de suinos soropositivos no estado da Bahia.

e Identificar riscos da criacdo para subsisténcia e sua implicagdo na saude
publica.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 AGENTE ETIOLOGICO

A brucelose é uma doenca zoondtica causada por bactéria do género Brucella,
pertencente a familia Brucellaceae da classe Alphaproteobacteria (CARRINGTON et
al.,, 2012). Filogeneticamente ¢é classificada dentro da subdivisdo a2 de
proteobactérias, que inclui Agrobacterium, Rickettsia, Rhodobacter e Rhizobium
(KO, SPLITTER, 2003). Esta classificacao é baseada principalmente nas diferencas
de caracteristicas bioquimicas e fenotipicas, de patogenicidade, de hospedeiro
preferencial e de ambiente (XAVIER et al., 2009; CARRINGTON et al., 2012).

Atualmente sdo reconhecidas 10 espécies que ndo sao especificas quanto ao
hospedeiro que infectam, embora possuam predilecdo por determinada espécie
animal. As espécies classicas sao B. abortus (bovinos e bubalinos), B. melitensis
(caprinos e ovinos), B. suis (suinos), B. canis (caninos), B. ovis (ovinos) e B.
neotomae (rato do deserto). Posteriormente foram descritas as espécies marinhas B.
ceti (cetaceos) e B. pinnipedialis (pinipedes). Mais recentemente a B. microti
(roedores e raposas) e B. inopinata (isolada de protese mamaria humana)
(BARGEN, GORVEL, SALCEDO, 2012). Uma nova estirpe ainda sem nome,
Brucella spp. NVSL 07-0026, foi recentemente isolada em um babuino,
demonstrando que ha mais informagcbes a serem exploradas quanto ao género

Brucella spp. e a sua gama de hospedeiros (KALTUNGO et al., 2014).

A brucelose suina foi diagnosticada pela primeira vez por Hutyra, em 1904, sendo
caracterizada como uma doenca infecciosa associada a abortos, infertilidade e
aumento da taxa de mortalidade de leitbes desmamados. Por alguns anos, esta
infecgdo foi atribuida a B. abortus, mas em 1929 Huddleston a classificou como
Brucella suis (MOTTA et al., 2010; EFSA, 2009). O primeiro caso de brucelose no
Brasil foi relatado na espécie humana em 1913 (POESTER, GONCALVES, LAGE,
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2002). Desde entdo, tém sido realizados varios estudos sobre a presenca da

infeccdo em bovinos, bubalinos, suinos, caprinos e ovinos.

EFSA (2009) afirma que B. suis consiste de cinco biovares (1; 2; 3; 4 e 5), no
entanto, a infeccdo em suinos € causada principalmente pelos trés primeiros, que
normalmente ocorrem na natureza sob a forma lisa. A infeccdo causada pelos
biovares 1 e 3 é semelhante, mas difere da ocasionada pelo bv 2 na especificidade
de hospedeiros, patogenicidade e distribuicdo geografica. Pouco encontrado em
suinos, de acordo com Xavier et al. (2009), o bv 4 infecta principalmente renas e
alces, além de bisontes, raposas articas e lobos. O bv 5 apresenta-se em roedores

silvestres.

No contexto da saude publica, o bv 2 & raramente patogénico para 0S seres
humanos, enquanto que os bv 1 e 3 sdo altamente patogénicos, podendo causar
doenca grave. Esses biovares ja foram relatados na Europa, China, nas Américas
Central, do Norte e do Sul, Sul da Asia e ilhas do Pacifico (Australia) (XAVIER et al.,
2009; DI FEBO et al., 2012). Em suinos, na América Latina e, consequentemente no

Brasil, segundo Acha, Szyfres (2001), s6 foi isolado o bv 1.

B. suis pode infectar bovinos, equinos e caninos, porém o bv 2 € muito raramente
notificado em bovinos e pequenos ruminantes, ao contrario na lebre europeia (Lepus
europaeus), que € considerada seu reservatorio. Areas onde a brucelose ¢
enzodtica em ruminantes, suinos podem ser contaminados pela B. melitensis ou B.
abortus (EFSA, 2009), porém esta ultima é menos patogénica (JESUS et al., 2010),
embora seja mais identificada quando ha criacdo de forma promiscua com bovinos
(ROXO, BERSANO, PORTUGAL, 1996).

3.2 CARACTERISTICAS MORFOFUNCIONAIS E TINTORIAIS DO AGENTE

Brucella spp. sdo cocobacilos ou bacilos curtos Gram negativos, imoveis, n&o
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capsulados, ndo formadores de esporos, intracelulares facultativos, geralmente
dispostos isoladamente, mas podem se apresentar em pares Ou menos
frequentemente em pequenos grupos. O comprimento varia de 0,6 a 1,5 ym e o
diametro de 0,5 a 0,7 um. A morfologia € constante e formas pleomorficas sao raras,
exceto em culturas antigas (GARCIA, 2008; EFSA, 2009; XAVIER et al., 2009).

De acordo com Godfroid et al. (2013), por ser uma bactéria Gram negativa, pode
resistir a tratamento acido fraco, aparecendo em vermelho apds coloracdo Stamp.
Outros patégenos sédo corados da mesma forma e tém uma morfologia semelhante,
tais como Chlamydophila abortus (anteriormente denominada Chlamydia psittaci) e
Coxiella burnetii, mostrando que esta caracteristica ndo € suficientemente

especifica.

Tem como principal componente de sua parede celular o lipopolisacarideo (LPS),
cuja estrutura determina a morfologia das colénias em lisas ou rugosas. Colbnias
lisas possuem um LPS completo, o qual € composto por um lipidio A, seguido de um
oligossacarideo e uma cadeia O-polissacarideo. As rugosas diferenciam-se por nédo
possuir esta ultima cadeia. B. canis e B. ovis sdo espécies naturalmente rugosas e

as demais séo consideradas lisas (VICENTE, 2013).

A membrana externa da B. suis € composta principalmente por fosfolipidios e
lipopolissacarideos de proteinas suaves (S-LPS), que € o antigeno imunodominante
e induz anticorpos no hospedeiro. O S-LPS é formado por uma porc¢ao interior de
glicolipidio, contendo o oligossacarideo do ndcleo mais o lipidio A, e de um
polissacarideo de cadeia exterior. Essa cadeia € a por¢cao O antigeno relevante na
B. suis e € quimicamente composta por um homopolimero perosamina mostrando
principalmente ligagdes a-1,2. De acordo com suas caracteristicas morfoldgicas,
Brucella suis € indistinguivel das outras espécies de Brucella lisas, o que a leva a
reagir em testes de aglutinacdo com antissoros produzidos contra culturas lisas
(EFSA, 2009).
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3.3 EPIDEMIOLOGIA E DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A brucelose suina causada por B. suis biovar 1; 2 e 3 € difundida na maioria dos
continentes (GODFROID, 2002; JESUS et al., 2010). Na América do Sul e no
Sudeste da Asia as notificacbes sdo mais elevadas (OIE, 2009). Na Europa e
América do Norte, ocorre em menor prevaléncia, predominando em suinos
selvagens (VICENTE, 2013).

N&o ha relatos de ocorréncia na Suécia, Israel, Noruega e Reino Unido. J4 na
Alemanha, Franca, Dinamarca, Austria, Portugal e Espanha, casos esporadicos
foram descritos. A doenca clinica foi comunicada recentemente na Argentina,

Burundi, Equador, Franca, Macedbnia e Sérvia e Montenegro (OIE, 2016).

Godfroid (2002) relata que ao longo de décadas buscou-se a erradicacdo dessa
enfermidade na populacé@o de suinos domésticos nos EUA e na Australia, tornando-
se limitada principalmente aos suinos selvagens (B. suis bv 1 e 3). Na Europa o bv 2
€ 0 mais comumente isolado, sendo restrito a este continente (ACHA, SZYFRES,
2001).

A brucelose ndo tem sido relatada em suinos domésticos na Bélgica desde 1969,
mas em 1994, B. suis bv 2 foi isolada de javali (Sus scrofa) morto por cacador,
demonstrando a circulacdo da bactéria entre essa populacdo. Desde entdo, este
biovar foi isolado a partir de javalis em muitos paises da Europa Central e Ocidental,

como Franca, Suica, Alemanha, Espanha e Croacia (GREGOIRE et al., 2012).

Em alguns paises da Europa tem-se investigado a elevada taxa de infeccdo de
javalis por B. suis bv 2, funcionando como reservatério e podendo representar um
risco para a propagacao da infeccdo em animais domésticos, principalmente suinos
e bovinos e, em menor grau, uma fonte de infec¢cdo para o homem (GODFROID et
al., 2005).

E considerada endémica em suinos selvagens na regido central de Queensland,
Australia, com registros também em suinos domésticos e gado, além do isolamento

de B. suis ter sido relatado em suinos e seres humanos em 21 provincias da China.
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Paises africanos do sub-Saara notificaram oficialmente brucelose suina entre 1996 e
2000. Mali, Nigéria e Republica Democratica do Congo (entdo Zaire) relataram

previamente a doenca (EFSA, 2009).

No Egito a brucelose suina esta presente e 0 agente mais comumente isolado € a B.
melitensis bv 3, porém muitas vezes a infeccdo ndo era reconhecida e nem
declarada, de acordo com Refai (2002). Em levantamento realizado no Japéo,
Watarai et al. (2006) apresentaram resultado positivo de 7,8% das amostras de soro
de javalis (Sus scrofa leucomystax) para anticorpos para B. suis usando o teste de
Aglutinagdo em Tubo e o Ensaio Imunoenzimético (ELISA). Nenhum caso foi

relatado em suinos domésticos.

Segundo Acha, Szyfres (2001), a enfermidade é enzodtica na maior parte da
América Latina, onde se suspeita haver a maior prevaléncia de B. suis no mundo,
entretanto, apenas a infeccao devido ao bv 1 foi confirmada. Na América Central o
agente etioldgico tem sido isolado de suinos e humanos. O bv 1 foi identificado em
varios paises da América do Sul, a exemplo do México e também como uma causa
de abortos em suinos no centro da Venezuela. Na Argentina é estudada desde os
anos de 1940, com percentuais altos até a década de 1980 (14,2 a 25%), diminuindo
com o avanco da tecnificagdo das exploragdes comerciais (SAMARTINO, 2002).

No Brasil, B. suis € considerada a segunda infeccdo mais prevalente do género
Brucella spp. (JESUS et al., 2010), mesmo que alguns levantamentos especificos
em suinos tenham sido realizados ao longo dos anos, demonstrando que apés 1981
a prevaléncia de anticorpos diminuiu, provavelmente devido a intensificacdo e
integracdo de producdo de suinos em grandes agrupamentos industriais

(POESTER, GONCALVES, LAGE, 2002).

Relatos da ocorréncia de suinos soropositivos para brucelose no Brasil séo
escassos. Roxo, Bersano, Portugal (1996) ao avaliarem 42 amostras de soro suino,
no estado de Sao Paulo, encontraram 37 (88,09%) amostras positivas na prova
sorologica do AAT e observaram que alguns animais apresentavam sintomatologia
clinica, aléem de demonstrar também a contaminagéo de caes, equino e um homem.

Granjas que possuem menor tecnologia e pouco investimento em biosseguridade
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séo mais vulneraveis a entrada de patdgenos.

Freitas et al. (2001) submeteram as provas de “card test” e SAR 139 amostras
suinas com procedéncia de abatedouros clandestinos, encontrando 42,2% de
positividade, demonstrando um elevado risco sanitario para as pessoas envolvidas

nesse tipo de abate e populagcéo em geral.

Foram realizadas as provas soroldgicas de soroaglutinagdo lenta em tubos (SAL) e
de 2-mercaptoetanol (2-ME) em 972 suinos de cinco granjas comerciais da Zona da
Mata de Pernambuco, encontrando 309 (31,8%) animais positivos na SAL e oito
(0,8%) positivos no 2-ME. Fatores como idade, manejo higiénico sanitario e
inseminacao artificial podem ter influenciado nos resultados positivos (RIBEIRO et
al., 2001).

Matos et al. (2004) examinaram 829 amostras de suinos de 40 granjas pertencentes
a 22 municipios do estado de Goias, em que 37 granjas mantinham os animais em
confinamento e em trés os reprodutores e leitdes eram mantidos ao ar livre, apenas

um animal foi reagente ao “card test”.

Propriedades rurais do municipio de Monte Negro (RO) que desenvolviam atividades
de agricultura familiar, foram avaliadas por Aguiar et al. (2006), que testaram um
total de 104 suinos por meio do AAT com um animal positivo, mas que reagiu

negativamente nas provas SAL e 2-ME.

Ja Silva et al. (2009) ndo encontraram resultados positivos para brucelose em 342
suinos no estado de Alagoas, salientando-se que a pesquisa foi realizada em

granjas de animais em confinamento total e com pratica de inseminagéo artificial.

No estado do Rio de Janeiro, Jesus et al. (2010) encontraram 12,8% de fémeas
suinas reagentes no AAT. No mesmo ano, em estudo contemplando 13 estados
brasileiros, Motta et al. (2010) analisaram soros procedentes de exploracdes
caracterizadas como granjas de suinos, de javalis e criatorios de suinos. Os animais
reagentes ao AAT variaram entre 0,2% em javalis e 100% em granjas suinas, porém

0s respectivos soros foram negativos nas provas de SAL e 2-ME.

Em outra pesquisa no estado de Sao Paulo, Borges et al. (2011) realizaram as
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provas de AAT, SAL, 2-ME e Fixacdo de Complemento (FC) em soros procedentes
de dez granjas de reprodutores de suinos certificadas (GRSC) registradas no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), no periodo de 2001 a
2003. Do total de amostras (2.085), nove foram reagentes no AAT e negativas para

exames confirmatorios, como o 2-ME e Fixa¢cdo do Complemento.

Rosa, Garcia, Megid (2012) analisaram no estado de S&o Paulo, 910 soros de
suinos de 30 diferentes propriedades, encontrando 25 (3%) reagentes ao AAT, dos
quais 21 também foram positivos na prova de SAL e 2 no teste do 2-ME. Durante
surto de B. suis em Jaboticabal (SP), Meirelles-Bartoli, Mathias, Samartino (2012)
estudaram amostras de soros de 271 matrizes e 62 animais em terminacao
utilizando as provas de AAT, 2-ME e FC, encontrando reagentes em todas elas,
além de reacdes em algumas pessoas testadas. B. suis bv 1 foi cultivada,

evidenciando a presenca desse agente no Brasil.

Em um matadouro publico de Patos (PB) foram testados, por meio do AAT, 306
amostras de soros de suinos abatidos, dos quais trés animais foram positivos e na
prova confirmatéria do 2-ME apenas 2 reagiram positivamente (AZEVEDO et al.,
2012).

Braga (2013) pesquisou a prevaléncia de anticorpos anti-Brucella spp. em suinos no
estado do Piaui, obtendo 0,52% de resultado positivo por método confirmatorio do 2-
ME em 384 animais pesquisados, provenientes de rebanhos de criacdo intensiva em
que, mesmo com a baixa prevaléncia, foi sugerida a necessidade de realizar
medidas de controle da doenca e combate aos abates clandestinos para impedir a

disseminacao desta zoonose.

3.4 PATOGENESE E SINAIS CLINICOS

Mecanismos de viruléncia complexos e ndo totalmente compreendidos permitem
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que a B. suis seja capaz de sobreviver e multiplicar-se no interior das células
fagociticas, assim como invadir uma ampla variedade de tipos celulares com o
progresso da infeccédo, levando a crer que a evolucdo da enfermidade dependa da
capacidade bactericida destas células (BARGEN, GORVEL, SALCEDO, 2012).

Brucella spp. ingressa no organismo do hospedeiro pelas mucosas do trato
respiratério, digestivo, genital, ocular ou por solu¢cées de continuidade na pele. As
bactérias sdo entdo fagocitadas, principalmente por macrofagos (XAVIER et al.,
2010). Grande parte € eliminada pela fusdo fagolisossomal, porém quando séo
envoltas por compartimentos acidificados, os fagossomas podem desencadear a
expressao de varias proteinas necessarias para a sobrevivéncia de B. suis nos
macrofagos (ARENAS et al., 2000).

ApoOs a fagocitose, as bactérias sdo carreadas até os linfonodos regionais, onde se
multiplicam e podem permanecer por semanas ou meses. Sua multiplicacdo pode
ocorrer em células fagociticas ou ndo, porém, possuem maior tropismo por

macrofagos, células dendriticas e trofoblastos (GODFROID et al., 2011).

Segundo Ko, Splitter (2003), os macrofagos sdo o substrato para a replicacdo de
Brucella, bem como o veiculo para espalha-la aos diferentes tecidos e 6rgaos. Sua
disseminacdo sistémica € auxiliada pelas células dendriticas, excelentes
carreadoras por possuirem propriedades migratérias (BARGEN, GORVEL,
SALCEDO, 2012). Com o progresso da infeccdo nos animais prenhes, trofoblastos
eritrofagocitarios agem como células hospedeiras replicadoras e séo o principal local
a partir do qual as bactérias se espalham para as membranas fetais e feto (EFSA,
2009).

Outros elementos também sdo citados como necessarios para o metabolismo de
Brucella spp. Destacam-se produtos da degradacdo dos horménios esterdides, a
Prostaglandina F2a (PGF2a), o Estradiol - 178 (E17B) entre outras progestinas
(GARCIA, 2008). Meador, Deyoe (1989) pesquisaram a presenca de B. abortus no
Gtero gravido de vacas, onde possivelmente os produtos da degradacdo desses
hormdnios sejam utilizados no metabolismo dessas bactérias, que colonizam e se

multiplicam principalmente dentro dos trofoblastos.
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Passada a multiplicac&o inicial, as bactérias liberadas pela acdo de hemolisinas,
atingem a corrente sanguinea permanecendo livres no plasma ou dentro dos
macrofagos, atingindo os tecidos do hospedeiro e colonizando principalmente
orgaos ricos em células do sistema mononuclear fagocitario, como baco, figado e
linfonodos, além dos rins, articulacdes e érgaos reprodutivos. Ha uma predilecao por
locais com maior disponibilidade de eritritol, elemento necessario ao seu
metabolismo, presente principalmente no Utero gravidico, tecidos mamarios e osteo-
articulares e orgaos do sistema reprodutor masculino. Os ganglios mandibulares,
gastro-hepaticos, iliacos internos e retro-faringeanos sédo os principais alvos de B.
suis (BARTHASSON, 2005; GARCIA, 2008).

A bacteremia ocorre de uma a sete semanas apos a infec¢do e persiste de forma
intermitente por aproximadamente cinco semanas. Em suinos tem-se observado que
pode ocorrer de uma semana a trinta e quatro meses apos a infeccdo e geralmente
esse periodo cursa sem sinais clinicos (VICENTE, 2013). Durante os periodos de
bacteremia, B. suis pode ser isolada de varios 6rgaos, entretanto, se a fémea estiver
gestante, a placenta € o local de eleicdo (BARTHASSON, 2005).

A sobrevivéncia e multiplicacdo nos macréfagos sdo fatores de viruléncia
considerados responsaveis pelo estabelecimento, desenvolvimento e cronicidade da
infeccdo (KO, SPLITTER, 2003; BARGEN, GORVEL, SALCEDO, 2012). O carater
cronico advém da capacidade da B. suis para sobreviver ao oxigénio intermediario
reativo e ao Oxido nitrico, ativando genes bacterianos em resposta ao ambiente
acido do fagossomo, impedindo a fusdo fagolisossomal pela remodelacdo do
compartimento (XAVIER et al., 2010). B. suis é capaz de colonizar o reticulo
endoplasmatico, onde se multiplica ativamente, podendo prevenir a apoptose
(EFSA, 2009).

Os sinais clinicos da infeccdo por B. suis variam de acordo com a idade do animal, o
tempo de exposicdo e o O6rgdo acometido, podendo ser transitivos e raramente
evoluem para morte. A maioria dos animais nao evidencia sinais da infeccéo e
alguns manifestam quadro febril persistente ou transitorio (MEGID, MATHIAS,
ROBLES, 2010).
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Leitdes e animais jovens apresentam espondilite associada a rarefacdo éssea
especialmente das regides lombar e sacral, artrite, claudicacdo e ocasionalmente
evoluem para paralisia dos membros posteriores, apesar de que esses sinais podem
ser detectados em ambos os sexos e qualquer faixa etaria. Classicamente observa-

se abortos, orquite e laminite (XAVIER et al., 2009).

As porcas infectadas apresentam abortamento em qualquer fase da gestacao,
influenciado principalmente pelo tempo de exposicdo ao agente. Nesta fase o0s
trofoblastos se tornam as células alvo, porém a capacidade da bactéria em se
multiplicar rapidamente e em grandes quantidades dentro dessas células pode
comprometer a integridade da placenta resultando na infeccdo do feto e
consequente aborto, podendo ocorrer também distarbios como natimortos e
descargas vulvares (JESUS et al., 2010; KALTUNGO et al., 2014).

O indice de aborto é maior em fémeas infectadas via genital durante a cobertura e a
eliminacdo do feto pode ser observada a partir do 17° dia de gestacdo. Abortos no
inicio da gestacdo normalmente ndo sdo percebidos em condicbes de campo.
InfeccBes entre 35 a 40 dias pds-cobertura, em geral, levam a aborto na metade ou
na fase final da gestacdo. Apenas pequena porcentagem de porcas que abortam,
elimina B. suis nas secrecdes genitais por longos periodos de tempo, sendo
frequente a eliminacdo cessar em no maximo 30 dias. Apds o aborto, a capacidade
reprodutiva pode ser restabelecida depois de um periodo de descanso de dois a trés
ciclos estrais (BARTHASSON, 2005).

A infeccdo dos 6rgdos genitais dos machos é mais duradoura, podendo persistir
durante toda a vida (ACHA, SZYFRES, 2001). Alteracdes nos testiculos e glandulas
acessoérias geralmente sdo mais extensas e menos reversiveis que aquelas
ocorridas no utero. Os sinais clinicos reprodutivos séo a falta de libido e baixo indice
de coberturas, frequentemente associados a comprometimento do tecido testicular,
orquite, necrose, podendo chegar a esterilidade (BARTHASSON, 2005). Em alguns
casos a infeccdo tende a ser continua com isolamento do agente no sémen, com

auséncia de sinais clinicos (JESUS et al., 2010).
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3.5 RESPOSTA IMUNE

A protecdo contra a infecgdo por Brucella spp. e sua eliminacdo do hospedeiro
depende primariamente da resposta imune mediada por células, ou seja, pela
interacdo de células fagocitarias (macréfagos e neutrdfilos) e de linfécitos T
auxiliares e citotoxicos (BRASIL, 2006).

Os macrofagos constituem a primeira linha de defesa da resposta imune inata,
eliminando particulas estranhas por fagocitose. Bactérias intracelulares facultativas,
como a Brucella spp., desenvolveram maneiras de contornar esse mecanismo de
defesa evitando sua destruicdo, pois conseguem se multiplicar e sobreviver dentro
destas células (XAVIER et al., 2010).

Bargen, Gorvel, Salcedo (2012) explicaram que esta bactéria se adaptou ao
ambiente da célula hospedeira, controlando seu préprio trafego para evitar a
degradacéo lisossomal e multiplicando-se extensivamente sem restringir as funcdes
celulares basicas ou induzir a morte dessa célula. Ainda assim, mais de 90% das

Brucella spp. sdo mortas mais rapidamente apés sua fagocitose.

A infeccdo de suinos com B. suis provoca uma forte resposta imune, cujos
componentes principais incluem a indugéo de citocinas de células T, como interferon
gama (IFN-y), e a producao de anticorpos especificos, resultando na sobrevivéncia
do hospedeiro e manutencdo do estado infeccioso crénico, geralmente ndo letal
(EFSA, 2009).

Células-T CD4 Thl produzem o IFN-y, que é considerado a citocina efetora para
ativacdo eficiente de macréfagos no combate e inibicdo da replicacdo intracelular.
Memoria imunoldgica por células adaptaveis e, talvez, sistemas imunitarios em
pontes (linfécitos-T e linfécitos-B produtores de anticorpos) parecem ser a chave
para respostas imunologicas eficazes (KO, SPLITTER, 2003).

Os anticorpos tém um efeito positivo na protecao contra Brucella spp. por meio das
suas propriedades opsoénicas e capacidade de eliminacdo complemento-mediado,

melhorando a absorcéo fagocitica e a liberacdo de aglutinacdo de bactérias, além de
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mediar a citotoxicidade celular anticorpo dependente e, por ligacdo a receptores
bacterianos, evitar a aderéncia de bactérias aos tecidos do hospedeiro. As respostas
imunologicas em suinos nao foram devidamente estabelecidas, mas acredita-se que

sejam semelhantes como em outras infec¢des por Brucella spp (EFSA, 2009).

Em bovinos infectados por B. abortus a resposta imunolédgica € caracterizada pelo
aparecimento de quatro isotipos de imunoglobulinas anti-Brucella: IgM, 1gG1, 1gG2 e
IgA. Imunoglobulinas especificas sédo dirigidas contra o LPS de membrana da
Brucella sp., principalmente em sua cadeia “O”. Na primeira resposta aparece a IgM,
aumentando rapidamente até atingir um valor maximo entre 13-21 dias, declinando
em seguida, mas permanecendo em niveis detectaveis. O isotipo 1gG1, que é
considerado o anticorpo mais importante do ponto de vista de diagnéstico, atinge a
maxima concentracdo entre 28-42 dias, porém nao apresenta declinio com o passar
do tempo. Por volta de duas semanas apdés a infeccdo aparecem a IgG2 e a IgA com
aumento gradual, mas niveis baixos (DE CARVALHO, 2014; KALTUNGO et al.,
2014).

A IgM possui grande capacidade aglutinante nas provas de soroaglutinacdo em
funcdo da sua estrutura pentamérica e decavaléncia. E o anticorpo predominante na
resposta humoral de curta duragdo contra a maioria dos antigenos bacterianos e
principal responsavel por reacdes cruzadas e indesejaveis. Por conta dessa
caracteristica, estudam-se modificacdes nos testes diagndsticos de brucelose para
reduzir a atividade desse anticorpo (DE CARVALHO, 2014).

3.6 TRANSMISSIBILIDADE

A capacidade de sobrevivéncia de Brucella spp. em condigbes ambientais € um fator
importante na transmissdo da doenga, sobretudo em ambientes Uumidos contendo
matéria organica, ao abrigo da luz solar direta e em pH neutro (PAULIN, 2003),

sendo de até quatro meses em solo Umido, agua, urina e leite. Em carcacas e
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orgaos pode sobreviver até 135 dias e no sangue a 4°C, 180 dias. Instalagfes e
pastagens podem permanecer contaminadas por periodos de até dois anos e
congelada resiste acima desse tempo. Sobrevive em fetos abortados, esterco, palha,
feno, equipamentos e roupas, a depender das condicbes ambientais e de secagem
(BARTHASSON, 2005).

A luz solar direta reduz a sobrevivéncia dessa bactéria, que é inativada pela
pasteurizacdo ou cozimento. Geralmente, a remocdo de animais infectados, limpeza
e desinfeccéo de locais contaminados e o0 vazio sanitario, de no minimo 60 dias, séao

suficientes para evitar sua disseminacéo (PAULIN, 2003).

De acordo com EFSA (2009), ndo existe um relatério que mostre uma diferenca
especifica da resisténcia de B. suis fora do hospedeiro em comparagdo a outras
espécies do mesmo género ou entre seus biovares. No entanto, o bv 2 aparece
particularmente sensivel em comparacdo com B. abortus e B. melitensis. Em
laboratério, € comum isolar poucas colbnias desse biovar em suinos, javalis ou
lebres infectados, ndo sobrevivendo em amostras congeladas de tecido. Supfe-se

que, pelo menos, o bv 2 de B. suis ndo sobreviva fora do seu hospedeiro.

Animais silvestres podem funcionar como reservatérios para B. suis bv 2 na Europa,
a exemplo da lebre europeia (Lepus europaeus) e do suino selvagem (Sus scrofa),
transmitindo a infeccdo para os suinos domésticos por contato direto ou indireto,
pondo em risco areas livres (PIKULA et al., 2005). Também pode haver transmissao

envolvendo vetores, tais como caes, gatos, aves migratérias, forragens e palha.

Suinos de qualquer faixa etaria estdo predispostos a contrair a enfermidade, porém
a maior susceptibilidade ocorre a partir dos quatro meses de idade, ou seja, durante
a maturidade sexual (JESUS et al., 2010). B. suis é excretada em grande nimero e

por longos periodos pela urina, descargas uterinas e leite (XAVIER et al., 2009).

A bactéria € transmitida de animal para animal por secre¢cdes de forma direta e
indireta por meio da ingestdo de agua e alimentos contaminados. Porcas infectadas
podem contaminar seus leitdes por via transplacentaria, durante a amamentacgéo e
via ambiente contaminado. No entanto, a infeccdo € geralmente temporaria em

leitdes e poucos irdo permanecer infectados tornando-se portadores (EFSA, 2009;
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Figura 1. Modo de transmissdo da brucelose suina (B. suis) (ACHA, SZYFRES,
2001).

Em &reas endémicas com sinais clinicos leves e sem ser diagnosticada
sorologicamente, a doenca tende a passar despercebida no rebanho por um longo
tempo. Machos aparentemente sadios e adquiridos sem exames prévios podem
introduzir a doenca numa criacao livre de brucelose, uma vez que ha a possibilidade
de ndo apresentar alteracdes na atividade reprodutiva ou nos 6rgaos sexuais (SILVA
et al., 2009). As fémeas também se infectam por meio da inseminacéo artificial

guando utilizado sémen contaminado com B. suis (BIANCHI et al., 2006).

3.7 IMPACTO ECONOMICO E NA SAUDE PUBLICA

A OIE (2016) classifica a brucelose como uma doenca contagiosa de notificacédo
obrigatéria, com impacto econdmico significativo devido ao potencial risco de

disseminagdo internacional, disseminacdao dentro de populagbes livres,
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laboratorialmente classificada como risco Ill e de relevancia zoondtica.

Vérios paises tém executado programas de controle da brucelose desde o inicio do
século XX, sendo que alguns conseguiram erradica-la (FERREIRA NETO, 2009).
Algumas espécies de Brucella sp. representam umas das zoonoses bacterianas
mais importantes do mundo (XAVIER et al., 2009).

Um percentual dos animais recupera-se da infeccdo em torno de seis meses, no
entanto a maioria permanece infectada permanentemente (OIE, 2009). A
enfermidade também esta associada ao aumento da taxa de mortalidade de leitbes
desmamados por ninhada, podendo alcancar indices de até 80%, mas essa
mortalidade é insignificante em adultos. Porcas e cachacos perdem seu valor
comercial, podendo ser descartados devido a esterilidade (ROSA, GARCIA, MEGID,

2012).

Dados do MAPA (BRASIL, 2016) mostram que estudos e investimentos na
suinocultura brasileira levaram o pais a ocupar a quarta posicdo no ranking mundial
de producdo e exportacdo de carne suina. No ano de 2015 o Brasil exportou 555 mil

toneladas desse produto, das 3.463 milhdes de toneladas produzidas (ABPA, 2016).

No entanto, a ocorréncia de enfermidades de notificacdo obrigatéria e de
importdncia econdmica como a doenca de Aujeszky, peste suina classica e
brucelose sdo uma das principais barreiras sanitarias para o comércio internacional
para mercados exigentes, comprometendo assim a competitividade da cadeia
produtiva (BRAGA et al., 2013).

Mathias (2008) observou, com a tecnificacdo das exploragdes comerciais suinicolas,
reducdo acentuada na prevaléncia da brucelose nessa espécie, porém, ainda assim,
focos esporadicos sao passiveis de ocorrer. Apesar das pesquisas sobre a infeccéo
em suinos, as perdas econdmicas decorrentes dessa enfermidade ainda ndo foram

bem determinadas no Brasil.

Alguns prejuizos causados a suinocultura foram citados por Matos et al. (2004),
como queda na producdo de leitbes e eliminacdo de animais de alto valor

zootécnico. Também gera perdas reprodutivas, como abortos em qualquer momento
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da gestacdo, natimortos e nascimento de leitbes fracos (LOPES, NICOLINO,
HADDAD, 2010; BRAGA et al., 2013). Na agricultura familiar, cada animal doente,
além de representar prejuizo econdémico pela queda na produtividade, também
significa risco para a saude dos demais animais e de humanos (AGUIAR et al.,
2006).

Em relacdo a capacidade zoonética, B. suis apresenta um maior grau de
patogenicidade para humanos do que B. abortus (BRASIL, 2006; LEITE et al., 2014).
A brucelose suina ja foi considerada no Brasil, a principal fonte de infeccdo para o

homem, com caréter altamente patogénico (MATOS et al., 2004).

Os humanos ndo sao hospedeiros naturais de Brucella spp., portanto sua fonte de
infeccdo geralmente sdo animais domeésticos ou selvagens, que funcionam como
reservatorios. A enfermidade configura um risco para a saude publica, ocorrendo
predominantemente de forma ocupacional, mas também pela ingestdo de alimentos
contaminados (AGUIAR et al.,, 2006; MATHIAS, 2008). No entanto, a elevada
infecciosidade através de aerossois coloca Brucella spp. na categoria “B” da lista
dos agentes de guerra biolégica, sendo a infeccdo bacteriana mais comum adquirida
em laboratérios de diagnéstico e pesquisa (BARGEN, GORVEL, SALCEDO, 2012).

As maiores taxas de soropositivos sdo encontradas em médicos veterinarios e
funcionéarios de matadouros, contudo, a ineficiéncia na identificacdo e diagndstico da
doenca causada por Brucella spp. no homem, subestima a ameaca para a saude
publica (POESTER, GONCALVES, LAGE, 2002). Roxo, Bersano, Portugal (1996)
afirmam que embora humanos sejam sensiveis a praticamente todas as espécies de
Brucella, onde ha surtos de B. suis 0 numero de pessoas contaminadas é mais

elevado devido a este agente.

Pessoas que trabalham em criacbes de suinos ou em abatedouros estdo mais
propensas a infec¢cdo por B. suis, podendo se contaminar através da inalacao,
ingestdo ou penetracdo da bactéria por mucosas ou pele com solucdo de
continuidade. A constante bacteremia torna o consumo da carne suina mal cozida
ou crua um risco elevado para os seres humanos (MATOS et al.,, 2004; ROSA,
GARCIA, MEGID, 2012). Outra possibilidade proposta por Carrington et al. (2012) &
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a de que a atividade de caca de suinos selvagens pode estar relacionada com

relatos de casos de infec¢cdo humana por B. suis.

Freitas et al. (2001) salientam que o abate clandestino de suinos, uma pratica
inaceitavel e que ainda ocorre na zona rural brasileira, representa um elevado risco
sanitario para todas as pessoas, principalmente aquelas diretamente envolvidas.
Este risco esta associado a exposicdo ao agente durante a matanca sem a utilizagédo
de equipamentos de protecao individual (EPI), a ingestdo de alimento de qualidade

sanitaria deficiente e a contaminacdo do meio ambiente.

A enfermidade ndo é tdo disseminada entre a populacdo humana, mas pode
desencadear quadros clinicos graves, com sérias complicacbes para as pessoas
acometidas (MATHIAS, 2008). Apresenta periodo de incubacdo aproximado de uma
a trés semanas e quadro septicémico. Na fase aguda observa-se febre ondulante,
de até 40°C, acompanhada por insbnia, fraqueza, anorexia, letargia e impoténcia
sexual, cursando por semanas, meses ou anos (SELEEM, BOYLE,
SRIRANGANATHAN, 2010). Ja Viana et al. (2014) descreveram que a brucelose
humana é normalmente assintomatica, podendo ocorrer dores generalizadas,

hepatoesplenomegalia, cefaleia, sudorese e alteracdes gastrointestinais.

De acordo com Seleem, Boyle, Sriranganathan (2010), na auséncia de tratamento, a
infeccdo pode se tornar crénica, levando a um quadro debilitante com complicacdes
severas como meningoencafalite, endocardite, artrite, espondilite, orquite, fadiga
cronica e disturbios psicolégicos, em que a transmissdo direta é rara, porém ja
houve relatos associados a amamentacao e contato sexual. No periodo de 2008 a
2012, foram notificados 26 casos da doenca na Regido Nordeste do Brasil, sendo 14

notificacdes provenientes do estado da Bahia (VIANA et al., 2014).

Para o tratamento da brucelose aguda em adultos é recomendado pela OMS uma
associacdo dos antimicrobianos rifampicina e doxiciclina, porém ndo ha consenso
em relacdo ao melhor regime terapéutico para a brucelose crénica em adultos e
brucelose simples ou complicada em criangas com menos de 7 anos de idade. Ainda
nao existe vacina para humanos (GODFROID et al., 2005) e a taxa de mortalidade é
estimada em cerca de 5% dos casos, devido a complica¢des (DI FEBO et al., 2012).
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3.8 DIAGNOSTICO

Parte essencial de um programa sanitario, o diagnostico da brucelose em suinos é
feito por diferentes métodos que se complementam. Segundo Meirelles-Bartoli
(2010), depende da investigacdo epidemioldégica com histérico do rebanho da
propriedade e vizinhos, sinais clinicos dos animais suspeitos e diagnostico
laboratorial com exames diretos e indiretos. A interpretacdo em conjunto de todos 0s
achados é fundamental, pois a doenca ndo se apresenta de forma patognomoénica
como em ruminantes (EFSA, 2009; PRAUD et al., 2012).

Para a espécie suina, a OIE (2009) indica como diagnéstico da brucelose os testes
sorologicos do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT), Ensaio Imunoenzimatico
indireto (IELISA) e competitivo (CELISA), Teste de Polarizacdo de Fluorescéncia
(FPA ou TPF) e Fixacdo de Complemento (FC). O AAT é indicado como um dos
melhores para triagem de rebanhos, inclusive recomendado para exportacdo dos

animais.

O MAPA, por meio do PNCEBT, recomenda como testes oficiais para controle da
brucelose bovina, o AAT, o Teste do Anel em Leite (TAL), o 2-Mercaptoetanol (2-
ME) e FC. Os dois primeiros como testes de triagem e os dois ultimos utilizados
como confirmatorios. Células inteiras da amostra de B. abortus 1119-3 sao utilizadas

na preparacao dos antigenos (BRASIL, 2006).

Devido as reacdes sorolégicas para Brucella spp. em suinos serem de natureza
incerta, os testes do AAT e 2-ME eram os mais indicados para detec¢do de B. suis
em rebanhos. Desenvolvidos para o diagndéstico da brucelose bovina, o iELISA, o
CELISA, e o TPF foram também validados para brucelose suina (SILVA PAULO et
al., 2000). Para Praud et al. (2012), levando-se em conta as poucas publicacdes
sobre a sensibilidade e a especificidade dos ensaios de triagem para a brucelose em
suinos, os testes soroldgicos disponiveis podem nao ser confiaveis o suficiente para

serem usados como padréo-ouro em rotina de diagnéstico individual nesta espécie.

As formas suaves de Brucella spp. reagem em testes de aglutinagdo com anti-soros
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preparados contra culturas de Brucella lisas. Organismos Gram-negativos
morfologicamente relacionados que poderiam ser confundidos com Brucella ndo sao
aglutinados por estes anti-soros (EFSA, 2009). Ressalta-se que pode ocorrer reacao
cruzada, especialmente com Yersinia enterocolitica sorotipo O:9, induzindo reacdes
falso positivas devido a estrutura do antigeno de membrana O-LPS ser similar as de
Brucella lisas, diminuindo assim a especificidade de muitos testes, principalmente
para diagnostico individual (SILVA PAULO et al., 2000; MUNOZ et al., 2012). Pode
acontecer a presenca de anticorpos nao especificos no soro suino, provavelmente
IgM, que também reduzem a especificidade dos testes convencionais, sobretudo em
testes de aglutinacéo (DI FEBO et al., 2012).

Muitos desses métodos e testes foram desenvolvidos para o diagndstico da
brucelose bovina. Depois foram adaptados para testes em soros de suinos, sendo
as cepas de B. abortus utilizadas como antigenos para deteccao de anticorpos nesta
espécie por possuirem 0s mesmos complexos lipopolissacarideos da B. suis.
Diferentes ensaios imunoenzimaticos (ELISA) e de fluorescéncia tém sido

desenvolvidos para o diagndstico da brucelose suina (SILVA PAULO et al., 2000).

D’Ornellas (2014) faz a ressalva de que a bacteriologia de Brucella spp. € complexa
devido as exigéncias nutricionais e de atmosfera enriquecida com CO,, lento
crescimento, baixa sensibilidade e necessidade de trabalho em laboratorio de
biosseguranca de nivel 3, o que estd levando a mais estudos a respeito dos

métodos moleculares, a exemplo do PCR.

Alguns paises utilizaram o teste cutdneo de brucelina para identificar rebanhos
infectados, por permitir diferenciacdo da brucelose de reacdes soroldgicas falso
positivas (DI FEBO et al.,, 2012), entretanto, segundo Mufioz et al. (2012), a
brucelina ndo estd mais disponivel no mercado internacional. Uma outra
possibilidade aventada por Di Febo et al. (2012), para o diagnéstico presuntivo da
brucelose, € 0 exame microscopico de esfregacos corados pelo método de Ziehl-

Neelsen, modificado pelo Stamp.

Mufioz et al. (2012) expdem que o desempenho adequado de diagnostico dos testes

utilizados é de extrema importancia para a avaliacdo da verdadeira prevaléncia da
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infeccdo e para a implementacéo de estratégias eficazes de vigilancia e controle. Ja
Meirelles-Bartoli (2010) pondera que o sucesso do controle da brucelose depende
muito da escolha dos testes que serdo utilizados para o diagndstico, adotando-se
critérios como custo, praticidade, repetibilidade, sensibilidade e especificidade, além

da situacéo epidemiolégica da doenca.

3.8.1 Diagndstico clinico

Em suinos os sinais clinicos provocados por B. suis ndo sao patognomonicos,
levando a dificuldade nesse tipo de diagnéstico. As observacdes basicas sao
relacionadas aos aspectos reprodutivos, que podem estar acompanhados por
distarbios osteo-articulares, tais como artrite, osteomielite, espondilite e paralisia
(XAVIER et al., 2009; XAVIER et al., 2010).

3.8.2 Diagnostico epidemiolégico

Dados epidemiologicos baseados no histérico do rebanho de uma propriedade,
assim como de seus vizinhos, induzem apenas suspeita da brucelose suina (DE
CARVALHO, 2014), em que Iinformacdes preciosas como 0 registro das
manifestacdes clinicas, movimentacao de compra, venda ou empréstimo de animais
e doencas apresentadas pelas pessoas que trabalham diretamente com esses
animais, sdo um suplemento essencial a analise laboratorial e, consequentemente,
para o diagnastico confirmatorio da brucelose (MEIRELLES-BARTOLI, 2010).

A introducdo de animais no rebanho, cuja reposicdo é feita a partir de fontes
externas, é um fator de risco considerado por Azevedo (2006) como de grande
importancia epidemioldgica da brucelose. O aumento do tamanho do rebanho
geralmente € acompanhado do aumento da densidade de animais, favorecendo a
difusdo da infeccao, particularmente apés episodios de abortamentos. A proximidade
de rebanhos infectados com utilizacéo de fontes de agua comuns também deve ser

considerada.
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Como exemplo da importdncia do diagnéstico epidemiologico, Meirelles-Bartol
(2010) considera que as razfes do valor insatisfatorio da sensibilidade em alguns
testes soroldgicos incluem cepas de B. suis com baixa imunogenicidade, variagdo no
estagio da doenca em uma granja suina infectada e exposicdo a uma pequena dose

infectante com um prolongado periodo de incubacéao.

A sequéncia de diagnésticos utilizados para detectar a brucelose suina deve ser
adaptada de acordo com o contexto epidemioldgico. Por exemplo, em paises
europeus onde a brucelose ocorre esporadicamente, um teste com alta
especificidade seria Util para evitar resultados falsos positivos em explora¢gfes de
suinos criados livremente (PRAUD et al., 2012).

3.8.3 Diagnastico laboratorial

3.8.3.1 Soroldgico

O sorodiagnéstico é a base do combate a brucelose em rebanhos, por meio do
monitoramento de propriedades ou de regides. Muito util também em locais onde a
doenca ja foi erradicada. Deve-se atentar para as normas técnicas estabelecidas
pelos organismos internacionais, com antigenos padronizados e especificos para
cada prova (PAULIN, 2003). Os procedimentos utilizados para a pesquisa da doenca
em suinos sdo 0s mesmos que o0s descritos para brucelose bovina e bubalina (OIE,
2009).

EFSA (2009) sugere que os desempenhos dos diferentes testes de diagndstico
podem variar sob diversas situacfes epidemioldgicas, o que torna o diagndstico
imunoldgico da brucelose suina ainda bastante dificil. Os suinos infectados podem
produzir nenhum ou poucos anticorpos contra Brucella spp., levando a resultados
falso-negativos aparentemente pelo estimulo diferente de cada cepa de B. suis
sobre a resposta imune, além do estagio da doenca no rebanho. A dose infectante

de B. suis, quando baixa, pode levar a um prolongado periodo de incubacéo antes
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de produzir quantidade suficiente de anticorpos aglutinantes na sorologia
(MEIRELLES-BARTOLI, 2010).

A maioria dos testes soroldgicos é baseada na aglutinacdo de antigenos por
anticorpos especificos. Em bovinos, as principais classes de imunoglobulinas
presentes no soro sanguineo séo IgG (IgG1 e 1gG2) e IgM. A distribuicdo e o tempo
necessario para a deteccdo dessas imunoglobulinas estdo associados a diversos
fatores, como o estagio da doenca. O desempenho dos testes de sorodiagndéstico da
brucelose baseia-se principalmente na deteccdo do anticorpo IgGl, o mais

prevalente em animais naturalmente infectados (POESTER et al., 2010).

Quando os animais sdo expostos a outros microrganismos, pode levar a reagdes
cruzadas nos testes, nos quais a principal imunoglobulina envolvida é a IgM
(GARCIA, 2008). O soro de suino também pode conter anticorpos nao especificos, a
exemplo do isotipo IgM, reduzindo ainda mais a especificidade dos testes
convencionais (EFSA, 2009). Meirelles-Bartoli (2010) faz lembrar que resultados
falso-positivos podem ser induzidos por reacbes cruzadas com diversos
microrganismos a exemplo de Escherichia coli sorogrupo O:157, Salmonella sorovar

Kaufman-White grupo N, e Y. enterocolitica sorotipo O:9.

B. suis e todas as formas suaves de espécies de Brucella reagem em testes de
aglutinacdo com anti-soros produzidos contra culturas de Brucella lisas, utilizando
principalmente antigenos de B. abortus (MOL et al., 2012). Especificamente em
relacdo aos suinos, enquanto RBT e FC sdo padronizados em relagdo ao soro
padrdo internacional da OIE (OIEISS), a padronizacdo dos ELISAs e TPF esta
sendo desenvolvida, ndo sendo ainda definida devido a auséncia de um soro padrao

suino reconhecido internacionalmente (OIE, 2009).

3.8.3.1.1 Antigeno acidificado tamponado e 2-Mercaptoetanol

A prova do antigeno acidificado tamponado (AAT) é uma das mais amplamente
utilizadas para diagnostico de infeccdo por Brucella spp. em suinos, sendo

recomendada para exportacdo desses animais (NIELSEN, 2002; PRAUD et al.,
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2012; ROSA, GARCIA, MEGID, 2012). E mais utilizada rotineiramente como teste de
triagem, sendo considerada superior & SAL, por detectar com maior precocidade as
infeccbes recentes, embora reacdes falso-positivas e falso-negativas possam
ocorrer, levando a subjetividade na leitura da reacdo (BRASIL, 2006; MOTTA et al.,
2010).

O fato de B. suis ser uma cultura lisa como B. abortus e o teste de soroaglutinacao
detectar as partes de lipossacarideo de ambas, o antigeno padronizado
comercializado no Brasil e que é utilizado para essas duas espécies (JESUS et al.,
2010), é preparado com B. abortus amostra 1119/3, na concentracdo de 8% de
volume celular, tamponado em pH &cido 3,65 e corado com o Rosa de Bengala
(BRASIL 2006; JESUS et al., 2010; LEITE et al., 2014). A maioria dos soros de
animais bacteriologicamente positivos apresenta reacdo a esta prova (DE
CARVALHO, 2014).

E uma prova qualitativa rapida, pois n&o indica o titulo de anticorpos do soro testado,
pratica e de boa sensibilidade. O AAT foi desenvolvido a partir da observacao de
gue a IgG1 bovina é menos ativa em pH neutro. A acidificacdo do antigeno inibe a
aglutinagcdo pelas IgM e favorece a aglutinagdo com IgG1l, aumentando sua
especificidade. Por ser um processo fisico, € provavel que nem todas as IgM tenham
sua reatividade reduzida, podendo ser detectadas (PAULIN, 2003; POESTER et al.,
2010; DE CARVALHO, 2014), resultando em falsos positivos, mas ainda assim é o
melhor teste para rebanhos (MOL et al., 2012).

Conforme recomendado no Manual do PNCEBT, a metodologia do AAT consiste em
colocar 0,03 mL do soro em contato com 0,03 mL do antigeno (na concentracdo de
8% de volume celular, tamponado em pH 3,65 e corado com Rosa de Bengala), em
uma placa de vidro quadriculada, seguido de leve homogeneizacdo. Em seguida
manter a placa em movimentos rotatorios constantes durante quatro minutos e logo
apos fazer a leitura observando, com o auxilio de uma caixa com luz (ou
aglutinoscopio), a ocorréncia dos grumos de aglutinacdo (BRASIL, 2006; LEITE et
al., 2014).
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O 2-ME é um método quantitativo seletivo, sensivel e com alta especificidade,
realizado em tubos mantidos em estufa, com antigeno em concentracdo de 0,045%
e leitura com 48 horas (NARDI JUNIOR et al., 2012). A especificidade é aumentada
pela inibicho da atividade aglutinante da IgM mediante processo quimico de
tratamento do soro com a droga 2-mercaptoetanol, que através do seu radical tiol
rompe as pontes dissulfidicas dos pentameros de IgM, resultando em mondmeros
que perdem a capacidade aglutinante, priorizando assim as reacfes com IgG
(PAULIN, 2003; NARDI JUNIOR et al., 2012).

Soros com predominio de IgM apresentam reac¢des negativas no 2-ME e positivas
SAL, que néo recebe tratamento. Os resultados séo interpretados pela diferenca
entre os titulos dos soros da prova lenta, frente ao soro tratado com 2-ME.
Resultados positivos na prova lenta e negativos no 2-ME consideram-se como
reacfes inespecificas. Resultados positivos em ambas as provas indicam a
presenca de IgG e os animais passam a ser considerados infectados (BRASIL,
2006; DE CARVALHO, 2014).

A maioria das reacdes inespecificas é impedida, visto que o tratamento com o
mercaptoetanol provoca aumento na sensibilidade do teste pela promocédo da
reatividade de I1gGl, aumentando a tendéncia em detecta-la, enquanto que a
reatividade da 1gG2 serd reduzida (PAULIN, 2003). Provavelmente o fenédmeno
ocorra devido ao pH &cido da droga, obtido através da mistura de soro em diversas
diluicdes, a 1 mL de antigeno diluido a 2%, com 1 mL de 2-ME a uma concentracao
de 0,714% (ALTON, JONES, PIETZ, 1975).

De acordo com Motta et al. (2010), a IN n° 6 de 08/01/2004, que estabelece o
regulamento técnico do PNCEBT, ndo descreve os titulos para o diagndstico
sorolégico da brucelose suina no pais, sendo adotados os titulos utilizados para
bovinos e bubalinos. Tais titulos eram descritos na revogada Portaria n® 23 de
20/01/76 do MAPA.

A prova SAL é padronizada frente a um soro padrdo internacional e o resultado
expresso em unidades internacionais. Permite identificar uma alta proporcdo de

animais infectados, porém costuma apresentar resultados falso-negativos em
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infeccdo cronica e titulos significativos em animais nédo infectados como decorréncia
de reacgBes cruzadas com outras bactérias (BRASIL, 2006). Segundo Paulin (2003),
esta técnica demonstra sensibilidade e especificidade baixas em relacdo a outros
testes. No entanto, pode ser usada para detectar infec¢cdes agudas (BERCOVICH,
1998).

Como desvantagem, Nielsen (2002) cita que a prova do 2-ME é bastante trabalhosa,
utiliza grandes volumes de reagentes, necessita de 48 horas de incubacédo para
obter o resultado, além de ser cancerigeno, devendo ser usada somente em

ambientes apropriados e bem ventilados.

As amostras avaliadas como sororreagentes com aglutinacdo macroscopica ao AAT
devem ser confirmadas pelo teste 2-ME executado em paralelo com a prova SAL,
sendo considerados verdadeiramente positivos apenas 0S SOros que reagem na
triagem e no teste confirmatério, melhorando assim a especificidade final (MOTTA et
al., 2010; BRAGA et al., 2013).

3.8.3.1.2 Imunodifusdo em gel de agar

Dificuldades nos testes soroldégicos em diferenciar animais vacinados dos
naturalmente infectados, levaram alguns pesquisadores a utilizar e adaptar novas
técnicas de diagndstico para brucelose, entre elas a imunodifusdo em gel de agar
(IDGA), que é baseada em uso especifico de antigenos de membrana. Sé&o
relatados diferentes protocolos de extracdo de polissacarideos de membrana de
Brucella spp. e sua aplicacdo em imunodifusdo (MORENO, MAYER, MORIYON,
1987; ZYGMUNT, DUBRAY, 1987; BUNDLE, CHERWONOGRODZKY, PERRY,
1988).

Streck et al. (2007) descrevem o IDGA como um teste simples normalmente
realizado pelo método de Ouchterlony & Elek de difusdo dupla. Nesta técnica o
reagente e 0s soros podem migrar livremente em um meio semissoélido, como o agar
ou a agarose, em sistema radial de perfuragdes, conforme sua solubilidade e massa

molecular, até se ligarem atingindo concentracdes otimas e promovendo a formacao
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de uma linha de precipitacdo branca e opaca que é o complexo antigeno-anticorpo.
Segundo LORD et al. (1997), é considerando resultado positivo o aparecimento de

qualquer precipitado entre os poc¢os de antigeno e anti-soro.

Alguns estudos observaram que a especificidade da IDGA pela concordancia de
seus resultados negativos diante das provas de soroaglutinagdo, pode ser
considerada superior a 96% (DIAZ-APARICIO et al., 1993; MEGID et al., 1999). No
entanto, Megid et al. (1999) ndo recomendam seu uso como técnica diagndstica de

rotina da brucelose bovina, pois demonstra baixa sensibilidade.

As vantagens mais interessantes dessa técnica podem ser citadas como de
execucdo simples, custo baixo e alta especificidade (CHERWONOGRODZKY,
NIELSEN, 1988; LORD et al., 1997; STRECK et al., 2007; XAVIER et al., 2011; MOL
et al., 2012). N&o é necesséria a utilizacdo de equipamentos especiais, 0 que facilita
sua realizacdo em laboratdrios de pequeno porte e locais com pouca infraestrutura
(STRECK et al., 2007).

No entanto, tem alguns inconvenientes como: periodo de realizacdo superior a 48h;
moderada sensibilidade (STRECK et al., 2007) com diminuicdo acentuada em
infecgdes cronicas (XAVIER et al., 2011), variando de 50 a 92,7%; especificidade de
94,3 a 100% e alta variabilidade da qualidade de antigenos disponiveis
comercialmente (MOL et al., 2012).

3.8.3.1.3 Teste de polarizacéo de fluorescéncia

E um teste rapido, de simples execucdo, confiavel e com alta sensibilidade e
especificidade (MATHIAS et al., 2010), que pode ser realizado a campo, utilizando
soro, leite ou sangue total com anticoagulante EDTA (DE CARVALHO, 2014).
Comum para o diagnostico de brucelose em bovinos, tem-se mostrado muito
promissor para suinos, ja que a reacao cruzada com epitopos comuns a B. abortus e
B. suis encontrados na cadeia O, permite o uso de um sO antigeno para todas as
Brucella lisas (PAULIN, 2003).
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O antigeno é preparado com o polissacarideo O de B. abortus conjugado com o
isotiocianato de fluoresceina (BRASIL, 2006). Fundamenta-se na comparagdo de
velocidade dos movimentos das moléculas em solugdo, em que o tamanho
molecular é o principal fator que influencia na velocidade de rotacdo, sendo
inversamente proporcional. Havendo anticorpos no soro, havera a formacdo dos
complexos anticorpo-antigenoconjugado, cuja velocidade de rotacdo serd inferior a
do antigeno-conjugado isolado (BRASIL, 2006; MATHIAS et al., 2010).

Durante a execucdo da prova, antes de adicionar o antigeno ao soro, € obtido o
“ruido de fundo" da amostra através de uma leitura apenas com o soro diluido. Logo
apos, o antigeno é adicionado e incubado por dois minutos. Ao final do tempo, faz-
se a leitura do resultado, por meio de um analisador de fluorescéncia polarizada
conectado a um microcomputador, subtraindo a leitura final da inicial e o resultado
apresentado em unidades de milipolarizacdo —mP. E estabelecido um ponto de corte
indicando que soros com resultados acima de um valor sdo considerados positivos e

resultados inferiores sédo considerados negativos (DE CARVALHO, 2014).

Em estudo realizado na Argentina com soros suino comprovadamente positivos e
negativos, Silva Paulo et al. (2000) constataram especificidade de 98,3% e
sensibilidade de 93,8% no teste, sendo possivel diferenciar anticorpo para

microrganismos com reacgao cruzada a partir do anticorpo para B. abortus.

O bom desempenho, com elevada sensibilidade e especificidade, levou Meirelles-
Bartoli (2010) a considerar o TPF promissor para o diagnéstico da brucelose suina,
podendo ser utilizado como teste Unico. Mesmo com o custo mais elevado, o uso

seria vantajoso, especialmente em rebanhos suinos com alto valor zootécnico.

3.8.3.1.4 Ensaio Imunoenzimatico

A pesquisa em torno do teste denominado ensaio imunoenzimatico (ELISA) resultou
da necessidade para a automatizagdo do exame sorolégico e pelo fato das provas
tradicionais ndo conseguirem detectar todos os animais infectados (BERCOVICH,

1998). Os testes de iELISA e cELISA tém sido desenvolvidos para diagnéstico da



43

brucelose em suinos individualmente, permitindo o rastreio de um grande nimero de
soros (OIE, 2009). A alta sensibilidade e especificidade levaram alguns paises a
empregar esses meétodos nas rotinas soroldgicas, em substituicdo a tradicional

combinacéo do AAT na triagem e da FC para confirmacao (PAULIN, 2003).

Varios protocolos do IiELISA tém apresentado bons resultados por possuir alta
sensibilidade, entretanto sua especificidade assemelha-se a do AAT. O antigeno
empregado € o LPS de B. abortus imobilizado em placas de 96 pocos. Como
conjugado é utilizado um anticorpo monoclonal anti-lgG1 bovina com peroxidase e

agentes guelantes, para minimizar rea¢des ndo especificas (BRASIL, 2006).

Soro de suino pode conter anticorpos inespecificos, provavelmente IgM, que
reduzem a especificidade dos testes convencionais, especialmente por aglutinacéo.
Uma vantagem da técnica de ELISA é a avaliacdo dos resultados que pode ser
realizada por programas de computadores, pequena quantidade de soro necessario
para exame, além de ser Gtil em condi¢cdes nas quais os métodos convencionais sdo
ineficazes (ma qualidade do soro principalmente por hemoalise) (SZULOWSKI et al.,
1999:; JUNGERSEN et al., 2006; SPICIC et al., 2013).

Por ser muito sensivel e especifico o cElisa € recomendado pela OIE como teste
confirmatorio para o diagnéstico de brucelose, no entanto seu custo € elevado. Nele
utiliza-se também o LPS de B. abortus como antigeno imobilizado na fase sélida. No
momento da prova, 0o soro a testar € misturado com um anticorpo monoclonal
especifico contra a cadeia “O” de B. abortus. Um conjugado peroxidase-anti-IgG é
utilizado para detectar essa ligacdo anticorpo-antigeno. Quanto maior a quantidade
de anticorpos anticadeia “O” de Brucella sp. no soro, maior a competicdo com o0
anticorpo monoclonal especifico e menor a quantidade de cor desenvolvida. Por
comparagdo com um controle, € possivel determinar a quantidade relativa de

anticorpos anti-Brucella no soro teste (BRASIL, 2006).

Algumas desvantagens s&o apresentadas, principalmente em relagdo ao
investimento inicial, que requer instalagbes laboratoriais adequadas com pessoal

treinado, inviabilidade para andlise de poucas amostras de soro (BERCOVICH,
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1998) e impossibilidade de distinguir animais vacinados de infectados (COLLING,
1998; PAULIN, 2003; GARCIA, 2008).

O ELISA pode ter limitacdes importantes na deteccdo de amostra individual, porém
sao suficientes para detectar um grupo infectado (GODFROID et al.,, 2013).
Especificamente em relacdo ao iELISA, ndo é possivel diferenciar anticorpo para
microrganismos com reacdo cruzada a partir do anticorpo para B. abortus,
resultando em menor especificidade (SZULOWSKI et al., 1999; SILVA PAULO et al.,
2000). No entanto, Colling (1998) observou que o cELISA II, com antigeno LPS e
anticorpo monoclonal Mab 84 como reagente, ajudou a resolver as reacdes

cruzadas com Y. enterocolitica.

Colling (1998) conclui sobre a importancia do desenvolvimento e utilizagcdo de kits
ELISA internacionalmente padronizados e validados contra as principais epizootias.
Nao se conseguiu estabelecer inicialmente um “cut-off” universal para este ensaio
em brucelose, sendo necessario realizar este exercicio para cada populacdo de
rebanho definido, de diferentes paises e regides, podendo depender de fatores

como status de prevaléncia e vacinagao.

Di Febo et al. (2012) sugeriram que a combinacdo dos métodos IELISA e cELISA
com TPF aumenta a sensibilidade e especificidade, fornecendo uma solucao

apropriada para o diagndéstico sorologico de brucelose suina.

3.8.3.1.5 Fixacdo de complemento

Diversos paises que conseguiram erradicar a brucelose ou estdo em fase de
erradica-la, ttm empregado a reacado de Fixacdo de Complemento (FC) como teste
confirmatério da brucelose. E o teste de referéncia recomendado pela OIE para o

transito internacional de animais (NIELSEN, 2002).

Devido a sua especificidade, tornou-se o teste mais importante para identificacdo de
bovinos infectados com Brucella, baseado na deteccdo de anticorpos especificos

IgM e IgG1 que fixam o complemento. O isotipo IgG1l é muito mais efetivo como
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fixador do complemento e IgM é parcialmente destruida durante a inativacédo
(BERCOVICH, 1998).

Segundo Paulin et al. (2002), a IgG2 reage normalmente com o antigeno, embora
nao fixe complemento, e quando em predominancia gera o fenémeno de prozona,
ou seja, a 1gG2 bloqueia o acesso de IgG1l ao antigeno levando a reacdes falso
negativas. Acredita-se que esse evento pode ser devido a exposi¢cdes repetidas ao
agente, condicdes ambientais levando a estresse, idade avancada do animal e a
transferéncia ativa de IgG1 para o colostro no periodo peri-parto. Porém o anticorpo

IgG1 predomina sobre a classe IgG2 em animais infectados.

E um exame considerado padr&o ouro para avaliacdo de outras provas sorologicas
(PAULIN, 2003), porém ndo € um teste tdo efetivo para a deteccdo de anticorpos
contra Brucella em suinos, pois o efeito da infecgdo € mais variavel entre individuos
do que em quaisquer outras espécies domésticas, sendo desaconselhado para
suinos individualmente (SILVA PAULO et al., 2000; EFSA, 2009).

E um teste complexo que precisa de pessoas treinadas para execucio em
laboratério bem equipado, além de bastante trabalhoso pelo uso de reagentes
labeis, 0 que leva a necessidade de titulacdo frequente (BERCOVICH, 1998). Uma
variacdo mais pratica, que tem sido usada como prova confirmatéria em programas
de controle e erradicacdo de muitos paises, € a técnica a quente, que diminui as
reacdes anticomplementares e elimina a IgM, aumentando assim a especificidade do
teste (PAULIN, 2003).

3.8.3.2 Biologia molecular

A identificacdo de Brucella spp. utilizando técnicas microbiolégicas convencionais €
demorada, perigosa, com baixos limites de deteccdo e altamente seletivas (AL
DAHOUK et al., 2007). A biologia molecular tem contribuido valiosamente com o
diagnéstico da brucelose, reduzindo o tempo e melhorando a precisdo dos
resultados (WHATMORE et al., 2005). Apesar do elevado grau de homologia do

DNA dentro do género Brucella, varios métodos moleculares tém sido desenvolvidos
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para permitir a diferenciacdo entre as espécies e alguns dos seus biovares,
fornecendo informacdes epidemiologicas adicionais (EFSA, 2009; SOLA et al.,
2014).

Nos ultimos anos, os métodos de diagndstico direto baseados em Reacédo de Cadeia
de Polimerase (PCR) tornaram-se cada vez mais importantes como métodos rapidos
e confiaveis para detectar fragmentos de DNA especificos de Brucella a partir de
material de col6nias ou diretamente de amostras de campo (HANSEL et al., 2015),

permitindo a identificacdo adequada das espécies desse género.

A PCR foi desenvolvida por Kary Mullis na década de 80 e permite a deteccao de
fragmentos especificos de DNA, por meio da amplificacdo enzimatica in vitro,
identificando o acido nucléico do agente, facilitando o diagnostico direto de doencas
infecciosas e superando as limitacées inerentes ao isolamento de microrganismos
(NOVAIS, PIRES-ALVES, 2004; SOLA et al, 2014). Pode utilizar material de aborto,
secrecdes e excrecdes, sendo uma técnica muito especifica e sensivel, mas requer
pessoal treinado e equipamentos sofisticados (BRASIL, 2006; DE CARVALHO,
2014).

Inicialmente, estimativas de especificidade e sensibilidade eram dificeis de afirmar
devido a discrepancia dos protocolos de ensaio descritos em publicagbes. No
entanto, de uma maneira geral, apresentavam menor sensibilidade de diagnostico
do que culturas, mas sua especificidade poderia chegar proximo a 100%,

dependendo das amostras e animais apreciados (GODFROID et al., 2013).

Na reacdo de PCR convencional, o fragmento alvo é detectado por eletroforese em
gel, necessitando de um ligante de DNA para obter a coloracdo do produto de
amplificacdo, acarretando assim um tempo maior para a visualizacdo dos resultados,
além da possibilidade de contaminacdo, podendo gerar resultado falso positivo
(MACKAY, 2004; SOLA et al., 2014).

Em 1997 foi criado o banco de dados Genomas OnLine (GOLD), um recurso
abrangente com o objetivo de catalogar e monitorar continuamente estudos
genéticos em todo o mundo, proporcionando uma base de dados centralizada de
sequenciamento de genomas (REDDY et al.,, 2014). A base de dados PATRIC
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(Centro de Integracdo de Recursos PathoSystems) também permite encontrar
grupos de genes de assinatura Unica para Brucella spp., assim como para B. suis
(EFSA, 2009).

O primeiro PCR especifico e mais popular para diferenciar Brucella spp. em
espécies foi 0 AMOS PCR (BRICKER, HALLING, 1994; AL DAHOUK et al., 2007),
que se baseia no local de insercdo da sequéncia IS711 que é especifica no
cromossoma desse género e resulta num perfil de PCR original para estirpes
pertencentes a cada uma das espécies B. abortus, B. melitensis, B. ovis e B. suis,
levando ao nome AMOS (MORENO, CLOECKAERT, MORIYON, 2002; POESTER
et al., 2010; GODFROID et al., 2011). No entanto, outras espécies de Brucella como
B. canis, B. neotomae, B. pinnipedialis e B. ceti e alguns biovares de B. abortus (bv
3;5;6;7e9) e B. suis (bv 2; 3; 4 e 5) ndo podem ser detectados por essa técnica
(LOPEZ-GONI et al., 2008; POESTER et al., 2010).

Melhorias no AMOS PCR foram introduzidas ao longo dos anos para aprimorar seu
desempenho, através da incorporacdo de primers especificos para a identificacao
das cepas da vacina S19 e RB51 (BRICKER, HALLING, 1995; BRICKER et al.,
2003; LOPEZ-GONI et al., 2008; POESTER et al., 2010). Uma outra modificac&o
chamada BaSS-PCR (Brucella abortus Strain Specific) foi desenvolvida para
identificar as estirpes de campo de B. abortus bv 1; 2 e 4 diferenciando-as de cepas
vacinais e outras espécies de Brucella de bovinos (POESTER et al., 2010).

Barllozari et al. (2015) utilizaram o protocolo AMOS-PCR com iniciadores (primers)
descritos na literatura. A técnica descreve que os produtos omp2a e omp31 do PCR
foram submetidos a Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP) por digestédo
de endonuclease de restricdo com Ncol (omp2a) e Avall (omp31l), em que a
identificacdo do biovar foi realizada com testes adicionais, demonstrando a presenca
de B. suis bv 2.

A necessidade de complementacdo da técnica de PCR desenvolvida por Mullis
somada a descoberta de fluoréforos, levou ao desenvolvimento do PCR em Tempo
Real (RT-PCR) associado a utilizacdo da tecnologia optica e da informatica,

possibilitando o monitoramento da reacdo a cada momento e revolucionando o0s
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processos de quantificacdo de fragmentos de DNA e RNA, o que faz levar vantagem
em relagdo a PCR qualitativa tradicional por gerar resultados com maior
sensibilidade, precisdo e velocidade nas analises, facilidade na quantificacéo,
reprodutibilidade, acuracia, melhor controle de qualidade no processo e menor risco
de contaminacao (NOVAIS, PIRES ALVES, 2004; SOLA et al., 2014).

Foi descrito por Gopaul et al. (2008), o RT-PCR para a identificacdo de todas as
espécies de Brucella baseadas em polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP)
através de qualquer extens&o do iniciador. E um teste rapido, simples e inequivoco,
em uma andlise filogenética robusta e extensa. No entanto Al Dahouk et al. (2007)
esclarecem que, mesmo com tantas melhorias tecnoldgicas, ha limitagcbes nesse

teste para identificacdo de B. abortus e B. suis, devido a escassez de dados.

Héansel et al. (2015) desenvolveram um ensaio quantitativo de PCR em tempo real
(gPCR) para deteccdo de B. suis bv 1 e 4. Este ensaio desempenharia um papel
fundamental na melhoria da vigilancia em suinos domeésticos para amostras clinicas
com suspeita de brucelose, sendo rapido e confidvel, com apresentacdo de 100% de

especificidade e eficiéncia média de 95%.

Outros ensaios foram desenvolvidos, sendo proposto o PCR multiplex Bruce-ladder
para uma rapida e simples identificacdo, por Unica etapa, de todas as espécies de
Brucella, incluindo aquelas encontradas em mamiferos marinhos, e de vacina S19,
RB51 e Revl (LOPEZ-GONI et al., 2008), capaz de identificar B. abortus bv 3; 5; 6;
7e9, eB.suis bv 2; 3; 4 e 5, no entanto ha o inconveniente de que algumas cepas
de B. canis podem ser identificadas erroneamente como B. suis (GODFROID et al.,
2011; GODFROID et al., 2013).

Sola et al. (2014) acreditam que a deteccdo do DNA do agente bacteriano pela PCR
apresenta a vantagem de detectar pequenas quantidades de microrganismos em
diferentes substratos, sem a necessidade de estarem viaveis, como ocorre na
cultura bacteriolégica, reduzindo os riscos na manipulagéo, além da rapidez, pois €

obtido em menos de 24h, e com sensibilidade no resultado.

Outros métodos tém sido descritos incluindo sequenciamento multilocus (MLSA)

abrindo o caminho para a caracterizagdo detalhada da estrutura da populacao
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mundial de Brucella spp. (WHATMORE, PERRETT, MACMILLAN, 2007). A
comparacdo das sequéncias ja identificadas com outros genomas de Brucella
podera apresentar ainda mais insights sobre o comportamento deste género téao
amplo (LEDWABA, MAFOFO, VAN HEERDEN, 2014).

3.8.3.3 Isolamento e identificacdo

Para um diagndstico mais preciso e definitivo, utiliza-se o isolamento e identificacdo
de Brucella spp. a partir dos animais infectados (DI FEBO et al., 2012; MUNOZ et al.,
2012; PRAUD et al., 2012), com técnica sensivel quando realizada em laboratérios
capacitados e experientes (GARCIA, 2008). Por ser um diagndstico definitivo, a
escolha das amostras assume grande importancia e normalmente depende dos

sinais clinicos observados.

Quando a brucelose € clinica, pode-se escolher secre¢des vaginais, estbmago, baco
e pulmao de fetos abortados, membranas fetais, colostro ou leite, sémen, fluidos
recolhidos a partir de artrite ou higroma, abscessos e sangue total. Se a amostra for
proveniente de carcacas, os tecidos preferidos sdo os 6rgaos genitais, baco, figado,
rins, o utero no final da gestacdo ou inicio do pds-parto e ganglios linfaticos da
cabeca, escapular, iliaco, crural, mamarios ou testicular (PAULIN, 2003; DE MIGUEL
et al., 2011; GODFROID et al., 2013).

O sucesso do isolamento depende dos cuidados na coleta, processamento,
conservacao e do numero de amostras coletadas de um mesmo animal em funcéo
de que tecidos provenientes de abortos podem conter mais de 10 bactérias por
grama, o que é favoravel, enquanto que linfonodos, leite e sangue de animais
infectados apresentam uma dose infectante mais baixa, tornando mais dificil o
isolamento (GARCIA, 2008).

As amostras para isolamento sdo colocadas diretamente em meios de cultura
simples ou seletivos, como meio Farrell ou meio Thayer-Martin modificado (DI FEBO
et al., 2012). B. suis cresce no meio usual para Brucella, sem a adicdo de soro ou de

enriguecimento da atmosfera com dioxido de carbono. No entanto, B. abortus pode
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infectar suinos, sendo recomendado incubar placas de cultura também a 37°C em ar
suplementado com 5-10% (v/v) de CO, (EFSA, 2009).

Meios de cultura basal sdo os de eleicdo para isolamento da maioria das espécies
de Brucella spp., sendo recomendados os meios de cultura seletivos devido ao
crescimento de grande numero de contaminantes que podem estar presentes em
amostras colhidas a campo (MARIN, ALABART, BLASCO, 1996). Segundo De
Miguel et al. (2011), esses contaminantes provocam a reducao da sensibilidade do
diagnoéstico bacteriologico e podem ser representados por fungos ou bactérias

comensais e do ambiente de coleta.

A seletividade do meio Farrel, indicado para amostras lisas de Brucella spp., ocorre
devido a utilizacdo de antibacterianos e antifiingicos (MARIN, ALABART, BLASCO,
1996; STACK, HARRISON, PERRETT, 2002), como por exemplo acido nalidixico,
bacitracina, ciclohexamida, nistatina, polimixina B e vancomicina (SOLA et al., 2014).

O tempo de incubacao necessario para o isolamento de Brucella spp. varia desde 72
horas apds a semeadura até o periodo de quatro semanas (GARCIA, 2008). Uma
vez isolada, a Brucella é identificada por meio das suas caracteristicas culturais,
morfologicas, tintoriais e bioguimicas (PAULIN, 2003; MEIRELLES-BARTOLI, 2010).
As provas bioquimicas catalase, oxidase, urease, reducdo de nitratos e a producao
de acido sulfidrico (H,S) foram preconizadas para a identificacdo de Brucella spp.
(GODFROID et al., 2013).

Outras avaliacdes séo utilizadas para complementar essa identificacdo, a exemplo
do requerimento de CO, para o crescimento, a morfologia colonial, o hospedeiro
preferencial, a sensibilidade a corantes, a fagotipagem e a aglutinacdo com soros
monoespecificos (GARCIA, 2008). Colbnias de Brucella spp. sdo pequenas,
transllicidas, as vezes de coloracdo leitosa, brilhantes, convexas, de bordas
arredondadas e bem definidas, sendo observadas isoladas, aos pares ou em
pequenos grupos (PAULIN, 2003).

O meétodo de diagndstico padréo-ouro em identificacéo das espécies de Brucella € o
isolamento e tipificacdo em biovares (DI FEBO et al., 2012; MUNOZ et al., 2012;
PRAUD et al., 2012), assumindo grande importancia sob o ponto de vista
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epidemioldgico. O bv 1 da B. suis é o Unico que produz sulfureto de hidrogénio e
algumas estirpes podem ser atipicas resistindo a fucsina basica. Os trés biovares
mais importantes envolvidos 1; 2 e 3 aglutinam com o antissoro monoespecifico A e
nao com H (EFSA, 2009).

Isolamentos de Brucella spp. foram realizados por Barllozari et al. (2015) por meio
de material proveniente de suinos com problemas reprodutivos, utilizando
enriguecimento de culturas em caldo Trypticase-soy + soro equino 5% com
anfotericina B, polimixina B, bacitracina e vancomicina, em meio Farrell e meio
modificado Thayer Martin, com incubacédo a 10% de CO, e em condi¢Bes aerobias,

confirmados posteriormente em PCR, com identificacdo de B. suis bv 2.

A bacteriologia da Brucella € um risco para as pessoas que manuseiam a bactéria
viva (DI FEBO et al., 2012; MUNOZ et al., 2012; PRAUD et al., 2012) e poucos sio
os laboratérios que realizam este exame, além de ser uma técnica complexa com
processo trabalhoso e lento (GARCIA, 2008), ndo sendo viavel para ser realizada
individualmente em grandes populacdes (MUNOZ et al., 2012; PRAUD et al., 2012).

3.9 CONTROLE E PREVENCAO

No Brasil o PNCEBT indica que o controle da brucelose suina seja feito de acordo
com as normas de certificacdo de granjas de suideos da Secretaria de Defesa
Agropecuaria, que estabelecem procedimentos de diagndstico e controle na
populacdo de reprodutores (BRASIL, 2015), mas nada €é citado em relacdo as

criagbes ndo comerciais ou de subsisténcia.

Em Granjas Reprodutoras de Suideos Certificadas (GRSC), o Programa Nacional de
Sanidade Suidea (PNSS) prevé que devem ser realizadas provas sorolégicas com
intervalo de seis meses, utilizando o teste AAT e 0s soros reagentes submetidos a

prova confirmatéria 2-ME ou FC. Todos os cachagos e matrizes séo testados ao
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primeiro exame do rebanho, porém os monitoramentos posteriores serdo feitos por
amostragem, com o numero de animais a serem testados dependendo do numero
de reprodutores no plantel (BRASIL, 2002).

Vérias medidas podem ser aplicadas para reduzir a propagacao da infec¢éo por B.
suis dentro e entre exploracdes suinas (EFSA, 2009). Em areas endémicas os testes
sorolégicos a cada seis meses com a eliminagdo dos positivos tém gerado bons
resultados. Em paises onde essa doenca raramente ocorre ou que estdo em fase de
erradicacdo, a eutanasia de animais reagentes também €& uma ferramenta
fundamental, lembrando que reprodutores devem ser testados antes de serem
introduzidos no rebanho (BARTHASSON, 2005).

O controle da doenca seria mais facilmente alcancado se vacinas eficazes
estivessem disponiveis. Schuring, Sriranganathan, Corbel (2002) relatam a
fabricacdo de uma vacina via oral, que foi utilizada durante muitos anos na China
para prevencdo da doenca em suinos, bovinos e cabras, denominada vacina M,
derivada de B. suis. Vacinas produzidas com B. abortus ndo mostraram bons
resultados no controle da brucelose suina (MEIRELLES-BARTOLI, 2010).
Comercialmente ndo ha vacinas contra B. suis no Brasil, entdo a prevencéao é feita
por medidas que reduzem o risco de infeccdo, através de manejo adequado e

higiene nos criatérios, além da realizacdo peridédica de testes soroldgicos.

Para erradicar a enfermidade € preciso a identificacdo dos animais infectados, sua
eliminacdo do rebanho e substituicdo por outros ndo infectados, além de evitar
contato desses animais com outros rebanhos, suinos selvagens e possiveis vetores.
Plantéis livres podem ser protegidos testando todos os animais antes da sua
admissdo (EFSA, 2009). Programas de controle da brucelose e campanhas de
educacdo sanitéria sdo fundamentais para esclarecimento de pecuaristas a respeito
de sintomas nos animais e a necessidade de investigacdo da enfermidade, além dos
riscos para a saude publica (MATHIAS, 2008; KALTUNGO et al., 2014).
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RESUMO:

A brucelose é uma enfermidade infectocontagiosa que causa comprometimento reprodutivo
em varias espécies de mamiferos, com evolucdo geralmente crénica, considerada uma das
mais importantes e difundidas zoonoses no mundo. No Brasil a sorologia aplicada para
diagnostico da brucelose em suinos detecta positividade para amostras lisas de Brucella spp.,
no entanto ndo se pode afirmar se estes animais se encontram infectados por B. abortus ou por

B. suis, havendo a preocupacdo de que esta Gltima esteja emergindo como um agente de



24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

55

infeccdo em bovinos. Em face da necessidade de demonstrar a situacdo epidemioldgica entre
as especies que possam atuar como reservatorios da bactéria procedeu-se o presente estudo
com o objetivo de realizar um inquérito soroepidemioldgico no estado da Bahia sobre a
brucelose suina. Para o experimento, utilizou-se 889 amostras de soro suino provenientes de
320 propriedades, distribuidas por 96 municipios baianos, armazenadas no Laboratério de
Sanidade Animal da Agéncia Estadual de Defesa Sanitaria Animal (LADESA-ADAB). As
amostras foram submetidas aos testes AAT e ELISA indireto (iELISA) no Laboratério de
Doencas Infecciosas da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (LDI-UFRB). Ao teste
do AAT, 42 amostras (4,72%) apresentaram reacdo de aglutinacdo, num total de 32
propriedades (10%). Estes soros foram encaminhados ao LADESA-ADAB para confirmacéo
por meio da prova do 2-ME/SAL, com apenas 01 (um) resultado positivo. Todos 0s soros
foram testados no iELISA, com antigeno de B. abortus, detectando 10 animais positivos
(1,12%) em 9 propriedades (2,81%). Fica evidenciada a presenca de Brucella spp. na espécie
suina no Estado da Bahia, que pode comprometer avancos no Programa Nacional de Controle
e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT), além do eminente risco para a saude

publica.

PALAVRAS-CHAVE: Brucella spp.; brucelose suina; ELISA indireto

ABSTRACT:

The brucellosis is an infectious disease that causes reproductive impairment in several species
of mammals, usually chronic course, considered one of the most important and widespread
zoonoses in the world. The serology applied for the diagnosis of swine brucellosis in Brazil

detects positive results to smooth samples of Brucella spp., nonetheless it cannot be stated
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whether these animals are infected with B. abortus or B. suis, there is concern that the latter is
emerging as an agent of infection in cattle. Given the need to demonstrate the epidemiological
situation among the species that can act as reservoirs of bacteria, this study was carried out
with the aim of conducting a seroepidemiological survey in the state of Bahia on swine
brucellosis. For the experiment, it was used 889 samples of swine sera from 320 properties
spread over 96 municipalities in Bahia, stored in the Animal Health Laboratory of the State
Animal Health Agency (LADESA-ADAB). The samples were submitted to the BPAT and
indirect ELISA (iELISA) tests in Infectious Diseases Laboratory of the Federal University of
Bahia Recéncavo (LDI-UFRB). To BPAT, 42 samples (4.72%) showed agglutination
reaction, a total of 32 properties (10%). These sera were sent to LADESA-ADAB to
confirmation by proof of 2-ME/TAT, with only 01 (one) positive result. All sera were tested
in iIELISA with antigen from B. abortus, detecting 10 positive animals (1.12%) in 9 (2.81%)
properties. It is evidenced the presence of Brucella spp. in swine in the state of Bahia, which
may compromise progress of the National Programme for Control and Eradication of

Brucellosis and Tuberculosis (PNCEBT), and imminent risk to public health.

KEYWORDS: Brucella spp.; swine brucellosis; indirect ELISA

INTRODUCAO

O Brasil se destaca como grande produtor mundial de carne suina, ocupando o quarto lugar
em producdo e exportacdo com 555 mil toneladas embarcadas em 2015 (ABPA, 2016), em
um total de 39,26 milhdes de cabecas de suinos abatidos (IBGE, 2016). Segundo a Pesquisa
Pecuaria Municipal de 2013 do IBGE, o Nordeste apresenta o terceiro maior rebanho

brasileiro com 5,6 milhdes de cabegas, ressaltando que nesta regido a producdo é mais voltada
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para subsisténcia (DE ZEN et al., 2015). A Bahia possui 0 maior rebanho suino do Nordeste
com 1,62 milhdes de animais (IBGE, 2011).

As condi¢des sanitarias dos rebanhos sdo um dos fatores mais importantes para a
comercializacdo de animais e seus produtos, por vezes sendo exigida declaracdo de area/pais
livre de determinadas doencas, com controle realizado pela Organizacdo Mundial de Saude
Animal (OIE). Dentre as enfermidades relacionadas a suinocultura, destaca-se a brucelose,
que pode causar grandes perdas econémicas (BARTHASSON, 2005).

Caracterizada como uma enfermidade infectocontagiosa que causa comprometimento
reprodutivo em varias espécies de mamiferos, com evolucdo geralmente crbnica, pela
infeccdo de células do sistema mononuclear fagocitario (PAULIN, 2003), é uma das mais
importantes e difundidas zoonoses no mundo (POESTER et al., 2002).

Desde o ano de 1997 j& havia a preocupacdo de que B. suis estaria emergindo como um
agente de infeccdo em bovinos, ampliando a possibilidade de infectar seres humanos, como
tem sido observado em alguns paises da América do Sul, particularmente no Brasil e na
Colémbia, onde B. suis biovar 1 tornou-se estabelecida CORBEL (1997).

BRAGA et al. (2013) observaram que dados sobre a prevaléncia da brucelose suina no Brasil
sd0 escassos, apesar da importancia do seu conhecimento no aspecto econémico e na saude
publica, o que poderia viabilizar e melhor direcionar medidas de controle e profilaxia,
diminuindo prejuizos financeiros e risco de transmissdo zoonotica. A sorologia aplicada para
diagnostico em suinos detecta positividade para amostras lisas de Brucella spp., no entanto
ndo se pode afirmar se a infeccdo é por B. suis ou por B. abortus (AGUIAR et al., 2006;
ROSA et al., 2012).

No Brasil, estudos sobre a prevaléncia da brucelose em suinos foram realizados no Sul e

Sudeste, além de alguns inquéritos pontuais no Nordeste, regido que se caracteriza em sua
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maioria por pequenos produtores com criacdes mistas de varias espécies (LEITE et al., 2014).
A auséncia de diagndstico rotineiro deixa uma lacuna na real situacdo epidemioldgica da
brucelose suina no Brasil (ROSA et al., 2012).

Em sistemas industriais de producdo de suinos a prevaléncia é muito baixa, contudo pode ser
elevada entre porcos para subsisténcia, que vivem soltos, buscando seu proprio alimento ou
alimentando-se de restos de refei¢cGes fornecidos pelos proprietarios (XAVIER et al., 2009;
BRAGA et al., 2013).

A transmissdo entre os animais, de qualquer idade, ocorre por meio da ingestdo de agua e
alimentos contaminados, contato direto com descargas vulvares, membranas fetais ou fetos
abortados, além do sémen (SILVA et al., 2009). Os sinais clinicos dependem da idade do
animal, tempo de exposicdo e 6rgdo acometido (MEGID et al., 2010). Em fémeas o mais
comum € o aborto em qualquer estagio da gestacdo, podendo ocorrer natimortos (JESUS et
al., 2010). Nos rebanhos cronicamente infectados a infertilidade é o sinal clinico mais
relevante (OIE, 2009).

Considerando o carater de enfermidade pouco diagnosticada e estudada em suinos e em face
da importancia do controle da brucelose para a pecuaria e a salde publica, objetivou-se
demonstrar, por meio de estudo soroepidemioldgico, que suinos criados extensivamente
podem estar infectados por Brucella spp., podendo funcionar como hospedeiro da B. abortus,

demonstrando seu papel na disseminacdo desta enfermidade e na satde publica.

MATERIAL E METODOS
O inquérito soroldgico para Peste Suina Classica (PSC) em todo o estado da Bahia no ano de
2012, visitou 320 propriedades, distribuidas em 96 municipios nas diversas regides do estado,

totalizando 889 amostras de soro suino que foram utilizadas neste estudo. Os soros estavam
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acondicionados em microtubos de polipropileno previamente identificados e mantidos
congelados a -20°C no LADESA-ADAB conforme recomendacdo do Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), até 0 momento da realizacdo das provas
soroldgicas, quando as amostras foram conduzidas para o LDI-UFRB. Todo o inquérito foi
realizado seguindo determinacdo do MAPA, por meio do Programa Nacional de Sanidade
Suidea (PNSS). As propriedades foram escolhidas aleatoriamente em cria¢fes de subsisténcia,
de acordo com cadastro realizado pelo 6rgdo estadual de fiscalizacdo, ADAB. Foram
selecionados animais acima de seis meses de idade, independente de sexo e raca,
configurando o total de 322 machos e 567 fémeas, todos nascidos nos proprios
estabelecimentos. A amostragem foi definida com base na quantidade de criadores nos
municipios e de acordo com a quantidade de suinos na propriedade, ndo excedendo 0 maximo
de trinta animais por produtor. Como nao ha um padrao de soro suino internacional comum de
Brucella disponivel para calibrar os testes especificos nessa espécie, todas as analises
soroldgicas foram realizadas com antigenos de B. abortos, por apresentarem as mesmas
caracteristicas de espécie lisa como B. suis (JUNGERSEN et al., 2006).

No LDI-UFRB foi realizado o teste de triagem com Antigeno Acidificado Tamponado (AAT)
produzido pelo Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR®), utilizando suspensio inativada
pelo calor de B. abortus amostra 1119-3, concentracdo de 8% de volume celular, tamponado
em pH &cido de 3,65 e corado com Rosa de Bengala. A técnica foi executada de acordo com a
Instrucdo Normativa n° 41, de 24 de novembro de 2006 (BRASIL, 2009), observando que
qualquer presenca de aglutinacdo é considerada prova positiva. As amostras reagentes foram
submetidas as provas conjuntas de Soroaglutinacdo Lenta (SAL) e 2-mercaptoetanol (2-ME)
realizadas no LADESA-ADAB. Foi utilizado antigeno de célula total para soroaglutinacdo

lenta, preparado com B. abortus amostra 1119/3 inativada, na concentracdo final de 0,045%
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de volume celular, produzido pelo TECPAR® (AGUIAR et al., 2006). Pelo fato de néo se
vacinar suinos, a interpretacdo da prova 2-ME/SAL seguiu a orientacdo do quadro das fémeas
ndo vacinadas e machos com idade superior a 8 meses da IN n° 41 de 24 de novembro de
2006, do PNCEBT (BRASIL, 2009).

A prova de ELISA foi realizada para deteccdo de Brucella spp. lisa, pois Kits especificos para
B. suis ndo sdo produzidos no Brasil e ndo podem ser importados. Todos os soros foram
submetidos ao ELISA indireto (iELISA) no LDI-UFRB, utilizando a técnica padronizada por
MATURINO (2015), com o mesmo antigeno aplicado para a SAL (amostra lisa), conjugado
anti-igG bovina e cut-off de 0,223. Esse ensaio havia demonstrado 33,33% de sensibilidade e

86,66% de especificidade. Foi realizada avaliacdo estatistica descritiva.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, das 889 amostras de soros submetidas ao AAT, 42 apresentaram reacgoes
de aglutinacdo interpretadas como positivas (4,72%) (Tabela 1), num total de 32 propriedades,
distribuidas em 25 municipios. De acordo com SELEEM et al. (2010), o AAT seria o teste
soroldgico mais aceitavel para identificacdo de suinos infectados. Nas criacBes suinas
domeésticas o tamanho dos rebanhos é comumente reduzido, apresentando criacdes mistas
com diversas espécies, especialmente suinos e bovinos. Diante dessa caracteristica e pelo fato
da amostragem estar distribuida pelo estado, era esperada alguma reacdo soroldgica para
presenca de Brucella spp. nos animais testados. Na Bahia, foi realizada uma pesquisa por
MOTTA et al. (2010) que, utilizando banco de soros da PSC de 2003, encontraram 11,7% dos
criatorios de suinos com pelo menos um animal reativo ao AAT, porém nenhum resultado se

sustentou nos testes confirmatdrios. Mesmo que os animais nao estejam infectados, baixos
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titulos de aglutininas podem ser detectados nos testes sorologicos (PORCINE, 2007),
principalmente no AAT, cuja sensibilidade é de aproximadamente 88% (PRAUD et al.,
2012).

A realizacdo sequenciada de técnicas para o diagnostico conclusivo dos individuos positivos
em teste de triagem aumenta a especificidade dos procedimentos, pois diminui 0 nimero de
falsos-positivos (JARDIM et al., 2009), levando a uma maior confiabilidade do estudo. As 42
amostras que reagiram ao AAT foram submetidas a prova confirmatoria do 2-ME/SAL e 01
amostra, oriunda do municipio de Paripiranga, foi considerada reagente. Para efeito do
PNCEBT, seguindo as regras em relacdo a bovinos (BRASIL, 2006), a ocorréncia real em
relacdo a brucelose suina no presente estudo foi de 0,11% de animais infectados ap6s exame
confirmatorio. Alguns autores também perceberam baixas ocorréncias de suinos positivos
apos a realizacdo de prova confirmatdrio por 2-ME, a exemplo de BRAGA et al. (2013), que
encontraram 1,04% (2/192) de anticorpos anti-Brucella spp. em suinos provenientes de
criacdo intensiva no Piaui e, com uma soroprevaléncia final de 0,65%, AZEVEDO et al.
(2012) concluiram seu estudo no semi-arido da Paraiba. Mesmo com baixos positivos, nao se
pode deixar de chamar a atencdo para a presenca de Brucella spp. entre os suinos no Brasil.
Semelhante aos resultados observados no presente estudo, em suinos de criacBes para
subsisténcia, FARRO R et al. (2002), utilizando teste confirmatério de fixacdo do
complemento (FC), indicaram apenas 2,75% de animais positivos para Brucella sp. em Lima,
Peru. Conclui-se que a infeccdo estd presente nesses rebanhos, assim como na Bahia,
entretanto em baixos indices. Uma explicacdo para esse baixo indice foi levantada por SILVA
PAULDO et al. (2000), que supdem haver uma auséncia de resposta do anticorpo nas primeiras
fases da infecgdo. Outra hipotese aponta que a infeccdo geralmente é temporéaria em leitdes,

porém podem manté-la tornando-se portadores, raramente resultando em sintomas clinicos
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com baixos titulos de aglutinacdo e bacteremia transitoria (ACHA & SZYFRES, 2001).
MEIRELLES-BARTOLI (2010), verificando anticorpos contra Brucella lisas em 1.100
amostras suinas de um frigorifico no estado de S&o Paulo, observaram que nenhuma resultou
positiva nas provas confirmatorias 2-ME/SAL e FC, do mesmo modo que AGUIAR (2006),
em 104 soros suinos da agricultura familiar do municipio de Monte Negro-RO, apenas 1
(0,9%) reagiu ao AAT, porém ndo confirmou no 2-ME/SAL, comprovando a maior
especificidade deste teste. Os achados de ndo reagentes obtidos no teste confirmatorio podem
ser resultado da presenca de agentes causadores de reagOes cruzadas como Yersinia
enterocolitica (Ye) (MOTTA et al., 2010). JUNGERSEN et al. (2006) compartilharam da
mesma conjectura e ressaltaram a importancia da continua investigacdo para o0
desenvolvimento de testes individuais. Contrariamente aos resultados apresentados por este
estudo com os testes AAT e 2-ME/SAL, algumas pesquisas apontam alta soroprevaléncia de
anticorpos contra Brucella lisas em suinos, a exemplo de LEITE et al. (2014), em Mossoro-
RN, que relataram 17,5% na prova confirmatéria de FC e ROXO et al. (1996), que
encontraram 88,09% de positivos, por meio do AAT, numa mesma propriedade na regido Sul
de Sédo Paulo. Sdo numeros bastante expressivos, demonstrando o elevado risco sanitario para
as pessoas envolvidas na cadeia produtiva do suino, incluindo o abate, além de consumidores
e populacdo em geral.

Variaveis ligadas a faixa etaria, regime de semiconfinamento, introducdo de animais
infectados nas criac@es, alimentacdo com lavagem, contato com suinos de outros criatorios ou
reservatorios naturais e presenca de bovinos, caprinos, ovinos, caes, urubus e ratos podem
estar relacionadas com a alta frequéncia de reacGes positivas (LEITE et al., 2014), reunindo
condicBes para a ocorréncia de surtos epidémicos, bastando um animal infectado para

contaminar o restante do rebanho. Apesar de o presente estudo apresentar apenas um animal
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reagente no 2-ME/SAL e este teste ndo ser padronizado para o uso no diagnéstico da
brucelose suina, a elevada sensibilidade e especificidade quando empregado em série com o
AAT, em torno de 95% e 99,5% respectivamente, leva a crer que suinos positivos estejam
realmente infectados (AZEVEDO et al., 2012), representando um risco de possivel
transmisséo da brucelose para outros animais e para 0 homem.

Todos os soros foram testados no IELISA, detectando 10 animais reagentes (1,12%) em 9
propriedades (2,81%) distribuidas pelos municipios de Candiba, Correntina, Feira de Santana,
Guanambi, Ibipeba, Paratinga e Ribeira do Pombal. Apenas 1 amostra que aglutinou no AAT,
apresentou positividade também ao iIELISA, sendo a Unica propriedade com animais que ndo
estavam clinicamente sadios, mostrando-se com anemia e debilitados. Mesmo realizado com
antigeno anti-lIgG bovina (espécie lisa), pode ser muito Gtil também na deteccdo de infeccao
em suinos, principalmente em fase futura de erradicacdo da brucelose e na falta de testes
especificos para essa espécie. DI FEBO et al. (2012) desenvolveram um ensaio de iELISA
para testar anticorpos contra B. suis e obtiveram especificidade e sensibilidade de 99,1% e
100,0%, respectivamente com um valor de ponto de corte de 21,7% PP (percentagem de
positividade). A padronizacdo do iELISA, aumentando sua especificidade, poderia viabilizar
seu uso rotineiro como prova confirmatoria, inclusive para deteccdo de B. suis. Em seu
estudo, MEIRELLES-BARTOLI et al. (2012) relataram que, em uma propriedade do estado
de Sdo Paulo onde ocorreu confirmacdo de brucelose suina por isolamento de B. suis biovar 1
com altos indices de infeccdo, bovinos, equinos, ovinos e gansos foram negativos no AAT,
embora se alimentassem de pastos irrigados com dejetos, sem tratamento, oriundo das
matrizes infectadas. Entretanto, trés cdes que tinham acesso a instalacdo das matrizes e
contato direto com os fetos suinos abortados foram positivos, além de trés funcionarios que

trabalhavam diretamente com os animais, sendo que um deles apresentava sinais clinicos.
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A infeccdo de um rebanho pela brucelose pode estar associada ao contato com animais
silvestres reservatorios, principalmente javalis e lebres, quando suinos domesticos sdo criados
livremente (COELHO et al., 2015). Segundo GODFROID et al. (2013), B. abortus e B. suis
tém sido isoladas a partir de uma variedade de espécies selvagens. A demonstracdo de que
animais silvestres funcionam como reservatorios da enfermidade serve como mais um alerta
sobre a manutencdo de Brucella spp. entre as espécies animais. Pesquisas indicam que a
brucelose suina no Brasil tem sido ocasionada por B. suis, embora quando criados de forma
promiscua com bovinos pode ser causada por B. abortus, ndo descartando a possibilidade de
transmissdo inversa (ROXO et al., 1996; ACHA & SZYFRES, 2001; AGUIAR et al., 2006;
LEITE et al., 2014). Esta afirmativa levanta preocupacdes com relacdo ao PNCEBT, uma vez
que suinos infectados com B. abortus podem eliminar o agente e expor bovinos ao risco de
infeccdo, comprometendo o sucesso do programa.

Os testes soroldgicos sdo fundamentais e a base do diagnostico em programas sanitarios para
controle ou erradicacdo da brucelose. No entanto, resultados falso-positivos ou falso-
negativos podem ocorrer. Para minimizar esses efeitos em avalia¢cbes com suinos os testes
deveriam ser unificados, mas de acordo com DI FEBO et al. (2012), a limitacdo na
padronizacdo de exames de diagnostico soroldgico para esta espécie € justificada pela falta de
um soro padrdo internacional. Observando a discrepancia de resultados entre as diferentes
provas sorologicas utilizadas nos estudos da brucelose suina e a divergéncia dos testes
recomendados pela legislacdo brasileira frente a literatura internacional, levaram VICENTE
(2013) a sugerir a necessidade de reavaliacdo das técnicas para o diagnéstico dessa
enfermidade no pais. Devem ser considerados procedimentos formais, como o0s
implementados pela OIE, para a validacdo de testes, a exemplo do IELISA, para fins de

controle de B. suis em suinos (EFSA, 2009).
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Dentre os animais sororreagentes a algum dos trés exames aplicados, nenhum apresentou
sinais clinicos que levassem a suspeita de brucelose. Observacao semelhante foi realizada por
ROSA et al. (2012), que analisaram suinos de alguns municipios do estado de Sao Paulo no
total de 910 amostras de soros em que todos os animais avaliados apresentavam-se
aparentemente sadios e sem lesdes macroscopicas, porém 25 (2,7%) foram positivos ao AAT.
De acordo com MEGID et al. (2010), por apresentar perfil crénico, a brucelose pode
desenvolver diversas formas clinicas ou ser assintomatica. ACHA & SZYFRES (2001)
lembraram que a infeccdo de suinos por B. abortus é menos patogénica e geralmente
assintomatica. Esta observacdo é bastante pertinente, principalmente nos estudos que
apresentam suinos sorologicamente positivos, mas sem caracteristicas clinicas de
enfermidade, criados juntamente com bovinos, pela possibilidade de infeccdo cruzada entre
essas duas espécies. Opostamente, apenas um criador do municipio de Valente relatou a
ocorréncia de aborto suino, no entanto ndo foi observada reacdo sorolégica em qualquer dos
testes empregados. Diferente do encontrado por RIBEIRO et al. (2001), que associaram a
frequéncia de matrizes sororreagentes as propriedades que apresentam maior indice de
abortos. Observacdes clinicas, epidemiologicas e de manejo higiénico sanitario sdo
importantes para o fechamento de um diagndstico definitivo.

Foram totalizadas 40 propriedades em 29 municipios que apresentaram pelo menos um
animal reagente ao AAT ou IiELISA (Tabela II), demonstrando que apesar de o presente
estudo evidenciar uma reduzida ocorréncia de brucelose suina, a infec¢do por Brucella spp.,
encontra-se distribuida pelo estado da Bahia (Figura 2), representando um risco para 0S
animais e a salde humana. Exames especificos para suinos sdo essenciais em um diagnostico
mais preciso, com uma legislacdo voltada para padronizacdo das técnicas empregadas nesta

espécie.
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Tabela | - Resultados obtidos para Brucella spp. nos testes AAT, 2-ME/SAL

e iIELISA, em suinos no Estado da Bahia

N° de animais
sI:E(;(rZrIT:jZico Testados  Reagentes % propl\:(i)e((jjz des
AAT 889 42 4,72 32
2-ME/SAL 42 1 2,38 1
IELISA 889 10 1,12 9

Tabela Il - Municipios e propriedades que apresentaram pelo menos um suino
reagente para Brucella spp. aos testes do AAT e iELISA, no Estado

da Bahia
Teste realizado
AAT IELISA Total
Municipios 25 7 29°
Propriedades 32 9 40°

OBS: ?trés municipios presentes nos dois testes
® uma propriedade apresentou animal reagente nos dois testes.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Testes no Brasil ndo sé@o especificos para B. suis, pois utilizam antigenos para B.
abortus, identificando apenas animais infectados por Brucella spp. lisas, sujeitos a
resultados falso-positivos ou falso-negativos. Torna-se de relevancia as informagdes
epidemioldgicas e o historico clinico do rebanho para se formular um diagndstico
definitivo. Seria necessario rever a Legislacdo no tocante ao diagndstico da
brucelose em suinos, com padronizagdo de técnicas e titulos especificos para leitura

dos testes nessa espécie.

De acordo com os resultados, rebanhos com suinos sororreagentes estdo
distribuidos nos municipios baianos, em diferentes regifes. Estudos epidemioldgicos
futuros nos suinos domeésticos devem ser realizados a fim de estabelecer medidas

profilaticas e estratégicas para o controle e/ou erradicacao dessa enfermidade.

Na Bahia € comum encontrar pequenas propriedades com criacdo mista de varias
espécies, o que nos leva a refletir que apesar de detectar poucos animais
soropositivos, os resultados obtidos no presente trabalho levantam preocupacoes,
pois suinos podem ser reservatérios da B. abortus, colocando em risco futuras
acOes do PNCEBT. Além de representar perigo para a saude publica, em que suinos
da agricultura familiar normalmente sao abatidos nas comunidades sem os devidos

cuidados.

E necessario intensificacdo da educacio sanitaria para conscientizagdo sobre os
riscos da brucelose com todos os segmentos envolvidos, manutencdo de programas
de vigilancia ativa e apoio politico. Desse modo pode-se conseguir reduzir ainda

mais ou erradicar a brucelose dos rebanhos.
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