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RESUMO GERAL

HERRAN, Olga Lucia Ramirez. Estudo soroepidemioldgico, molecular e espacial de
espécies do género Brucella da regido leiteira do Norte da Antioquia, Colémbia. 2022.
146 p Tese (Doutorado no Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias). Instituto
de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2022.

Na Colémbia, a brucelose bovina é uma doenca endémica, mas foi observado um aumento no
namero de bovinos soropositivos na regido leiteira de Antioquia, considerada a principal area
responsavel pela producéo de leite. O alarmante aumento do nimero de casos fez com que o
Instituto Colombiano de Agricultura (ICA) declarasse quarentena na regido desde 2018. O
objetivo deste trabalho foi determinar a prevaléncia sorologica e molecular de brucelose em
bovinos na principal regido leiteira da Coldombia, identificando a presenga de anticorpos, do
material genético do agente etioldgico e dos fatores individuais e de rebanho associados a
ocorréncia da doenca. Foi realizado um estudo epidemiolégico do tipo transversal, a traves de
um questionario epidemioldgico conduzido por entrevistadores treinados, com informacées
epidemiologicas para identificar fatores associados a presencia de bruceloses bovina na
regido. Um total de 656 amostras de sangue total e soro sanguineo foram obtidas de vacas > 2
anos de idade, de 40 rebanhos, em quatro municipios do norte de Antioquia. O Teste Rosa de
Bengala (RBT) foi usado como teste de triagem. Amostras RBT positivas foram confirmadas
pelo Ensaio de Polarizagdo de Fluorescéncia (FPA) e ELISA competitiva (CELISA) no
Laboratorio Nacional de Diagndstico Veterinario do ICA. A detec¢do molecular foi realizada
por ensaio de PCR em tempo real baseado em sonda, usando a amplifica¢cdo do gene bcsp31.
As Brucella-DNA cepas de campo e as cepas vacinais, foram genotipadas mediante um
ensaio baseado em marcadores SNP. O geoprocessamento QGIS foi usado para obter a
georreferenciamento dos rebanhos positivos. Os fatores associados a presenca de Brucella-
DNA foram avaliados por meio de modelos de regressdo logistica. O ensaio gPCR detectou
9,5% (n=62/656; IC 95%: 7,3, 12,0) dos animais com presenca de Brucella-DNA, enquanto o
teste soroldgico detectou 6,6% (n=43/656; IC: 4,8, 8,7). Foi observado que 62,5% (n=25/40;
IC 95%: 45,8, 77,3) dos casos positivos foram detectados no rebanho pela qPCR, enquanto
apenas 27,5% (n=11/40; I1C 95%: 14,6, 43,9) foram detectados pelo teste soroldgico. O teste
Cohen’s Kappa determinou uma fraca concordancia entre os métodos sorologicos e
moleculares. O ensaio gPCR, apresentou uma eficiéncia de 92,35%, e teve uma duracao de 32
min. A acurécia diagnéstica da qPCR pela area sob a Curva Receptor-Operador (ROC) teve
desempenho igual a 0,75 (IC 95%: 0,65, 0,84). Toda as amostras positivas pela qPCR foram
genotipadas como cepas de campo empregando o ensaio SNP. Nos modelos de regressdo
logistica, foi observado que as praticas associadas a reproducdo, assim como a presenca de
espécies silvestres, e a proximidade dos rebanhos das estradas, oferecem condi¢des favoraveis
para o processo de disseminagdo da Brucella spp. A introdugdo de técnicas moleculares, a
partir de amostras clinicas coletadas a campo, atuam como ferramentas para complementar o
diagnostico soroldgico de bruceloses bovina, melhorando a acuracia dos resultados, e
permitindo uma deteccdo precoce de Brucella spp. circulantes. As prevaléncias sorologicas e
moleculares estiverem de acordo com a declaracdo de quarentena na regido, sendo a
prevaléncia molecular muito maior. Por fim, as técnicas moleculares permitem reconhecer
fatores epidemioldgicos associados a presenca do agente etiolégico no animal e ndo
associados apenas a presenca de anticorpos, possibilitando direcionar acfes de prevencao e
controle ajustadas ao nivel local e detectadas a partir de fases de infeccdo de dificil
diagnostico, como aquelas iniciais ou cronicas.

Palavras-chave: Bruceloses, bovinos, PCR, epidemiologia molecular



ABSTRACT

HERRAN, Olga Lucia Ramirez. Seroepidemiological, a molecular and spatial study of
species of the Brucella genus from the northern region of Antioquia, Colombia. 2022.
146 p. Thesis (Ph.D. in the Post-Graduation Program in Veterinary Sciences). Veterinary
Institute, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

In Colombia, bovine brucellosis is an endemic disease, but an unusual increase in the number
of seropositive cases in a leading dairy region, given raised an alarm and caused the
Colombian Institute of Agriculture to quarantine for brucellosis in the Antioquia region in
2018. This epidemiological study was conducted to determine the seroprevalence and
molecular prevalence of bovine brucellosis in the leading dairy region of Colombia that was
declared quarantined for brucellosis, and to evaluate the factors associated with the presence
of antibodies against Brucella spp, as well as the presence of Brucella-DNA at the animal and
the herd level. A cross-sectional epidemiological study was carried out, using an
epidemiological questionnaire, conducted by previously trained interviewers, with
epidemiological information to identify factors associated with the presence of bovine
brucellosis in the study region. A total of 656 serum and whole blood samples from >2-year-
old cows in 40 herds were used screened The Rose Bengal Test (RBT) was used as the
screening test. Positives RBT samples were confirmed by the Fluorescence Polarization
Assay (FPA) and c ELISA at the National Veterinary Diagnostic Laboratory of the
Colombian Agricultural Institute (ICA). Molecular detection was performed by Probe-based
Real-time PCR (Probe-gPCR) assay, using the bcsp31l gene amplification. Brucella-DNA
field strains and vaccine strains were genotyped employing SNP. The geoprocessing tool
QGIS was used to obtain the georeferencing of positive herds. Factors associated with the
presence of Brucella-DNA were evaluated using logistic regression models. The gPCR assay
detected 9.5% (n=62/656; 95% CI. 7.3, 12.0) of the animals with Brucella-DNA presence,
while the serological test detected a 6.6% (n=43/656; Cl: 4.8, 8.7). 62.5% (n=25/40; 95% CI.
45.8, 77.3) of positive cases were detected at the herd-level by the gPCR, while only 27.5%
(n=11/40; 95% CI: 14.6, 43.9) were detected by the serological test. The Cohen’s Kappa test
determined a weak agreement between methods. The qPCR assay was accomplished in 32
min and had an efficiency of 92.35%. The diagnostic accuracy of the gPCR by the area under
the Receiver-Operator Curve (ROC), had performance equal to 0.75 (95% CI: 0.65, 0.84). All
positive herds by serology tests were also positive by the gPCR. However, not all positive
herds by the gqPCR were positive on the serology test. All positive samples were identified as
field Brucella abortus strains employing the SNP-based assay. In logistic regression models,
it was observed that management practices, mainly associated with reproduction, presence of
wild species and the proximity of herds to the roads, offer favorable conditions for the process
of dissemination of Brucella spp. among animals and in herds. This research concluded that
the introduction of molecular techniques from clinical samples collected in the field act as
tools to complement the diagnosis of bovine brucellosis. Molecular techniques also provide
an improvement in the confidence of the results, when compared with serological techniques,
and allow for early detection of Brucella spp. circulating in the animal. The serological and
molecular prevalence were in accordance with the declaration of quarantine in the region,
with the molecular prevalence being much higher. Lastly, molecular techniques allow the
researcher to recognize epidemiological factors associated with the presence of the etiological
agent in the animal and not associated only with the presence of antibodies, making it possible
to direct prevention and control actions adjusted at the local level and detected from difficult-
to-diagnose infection phases, such as initial or chronic ones.

Keywords: Brucellosis, cattle, PCR, molecular epidemiology
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INTRODUCAO GERAL

A brucelose é uma doenca infecciosa grave, de carater zoondtico, considerada pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) um problema de saude publico negligenciado. O plano
global de combate as doencas infecciosas e emergentes (2008-2015) sinalizaram uma
deficiéncia nos métodos de diagndsticos desta patologia (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2007). Além disso, apesar da brucelose apresentar um perfil endémico
nas Américas, esta gerando preocupacao para 0s paises que apresentaram novos casos, mesmo
apos a erradicacdo. No plano de acdo para a eliminacdo de doencas infecciosas
negligenciadas e acfes pos-eliminacdo (DIN) (2016-2022), foi sinalizado que a situacéo
epidemiologica regional da brucelose, ainda necessita ser avaliada e documentada nas
Américas, para avancar dentro dos programas de controle da doenca (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016; PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2016).

A Dbrucelose é causada por bactérias Gram-negativas do género Brucella, que
atualmente é constituido por doze espécies (EL-SAYED & AWAD, 2018), sendo que oito
delas apresentam potencial zoonotico. As espécies Brucella. melitensis, Brucella abortus e
Brucella suis sdo consideradas as mais patogénicas para 0 homem e, portanto, estdo incluidas
no Codigo Sanitario de Animais Terrestres da Organizacdo Mundial de Satde Animal (OIE) e
devem ser notificados de forma obrigatéria. A transmissdo da bactéria para as pessoas esta
relacionada com o consumo de produtos lacteos ndo pasteurizadas, carnes mal passada e ao
risco laboral, que estd relacionado com os trabalhadores da pecuéaria, de laboratérios e
abatedouros (WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2018).

B. abortus é apontada como responsavel por mais de 80% dos casos de brucelose,
sendo os bovinos os hospedeiros primarios do agente etioldgico, podendo acometer outras
espécies de animais, dificultando ainda mais o controle da doenca. A brucelose afeta
significativamente a producdo pecuéria, gerando sérios impactos na subsisténcia dos
agricultores em todo 0 mundo, principalmente nos paises latino-americanos.

Na America Latina, B. abortus tem maior prevaléncia em animais da pecuéria leiteira,
com valores que variam entre 0,1% e 20,3% (FONDO NACIONAL DEL GANADO, 2012),
estimando perdas anuais de aproximadamente US$ 600 milhGes relacionadas a doenca em
bovinos (ACHA & SZYFRES, 2005). Nesses paises latino americanos, a prevaléncia tem
uma ampla variacdo, mostrando-se alta (> 10%) no Peru e México, intermediaria na
Argentina, Venezuela, Chile, Brasil (4-5%) e Colémbia (3,5%) (LUCERO et al., 2008;



SAMARTINO & EDDI, 2010). O Uruguai conseguiu promover o controle da brucelose,
chegando a apresentar uma prevaléncia inferior a 0,5% (SAMARTINO & EDDI, 2010).

O padrdo ouro para o diagnostico e tipificacdo da brucelose € o cultivo e isolamento
das bactérias do género Brucella, de materiais contendo uma grande quantidade de
microrganismos como tecidos de recém-nascidos e fetos abortados. No entanto, isolar esta
bactéria requer tempo, recursos, instalacfes de biosseguranca de nivel 3 e uma equipe técnica
altamente treinada para trabalhar com este agente etiolégico, que pertence ao grupo de
bactérias de risco Il (RICHARDSON et al., 2009). Em situacdes que o exame bacterioldgico
ndo pode ser executado, utiliza-se os exames diagnosticos imunoldgicos e/ou moleculares
(OIE, 2018). Embora os métodos soroldgicos sejam mais comumente usados para a vigilancia
e o controle oficial da brucelose bovina, faz-se necessario uma melhor compreensdo destas
ferramentas diagnosticas e do comportamento do sistema imunolégico dos animais
infectados, para um melhor entendimento dos resultados.

A busca persistente por melhores testes diagnosticos enfatiza a inexisténcia do teste
perfeito (facil, robusto, acessivel, capaz de identificar todos os individuos infectados,
diferenciando animais vacinados ou que apresentam anticorpos produzidos por reacdo cruzada
com outras bactérias). Os resultados dos testes diagnosticos da brucelose podem ser afetados
por falhas técnicas, fatores biolégicos, epidemiolégicos e socioecondmicos complexos. Estes
fatores incluem: (1) a auséncia de sinais clinicas patognoménicos, (2) o comportamento
silencioso do patdgeno em relacdo ao sistema imunolégico, (3) seu alvo intracelular, (4) uma
estrutura antigénica complexa compartilhada por cepas de campo e de vacinas, (5)
comportamentos infecciosos diferentes nos hospedeiros animais, (6) requerimentos de
biosseguranca para diagndstico e (7) o uso de alguns testes para controle e erradicacdo em
relacdo aqueles utilizados para vigilancia.

Existe uma ampla faixa de sensibilidade e baixa especificidade nos testes sorologicos,
principalmente em é&reas de alta endemicidade, com vacinacdo massiva de animais. As
reacOes positivas devem ser avaliadas com a utilizacdo de estratégias confirmatorias ou
complementares adequadas, incluindo uma investigacao da situacéo epidemiologica. As falsas
reacOes soroldgicas positivas (FRSP) podem ocorrer por bactérias que possuem uma cadeia
“0”, semelhante a da Brucella spp., sendo a bactéria da espécie Yersinia enterocolitica
(cadeia O: 9) a principal causadora de reacfes cruzadas no diagnostico sorologico da
brucelose, pois apresenta uma cadeia “O” de lipopolissacarideos liso (S-LPS), que é quase
idéntica & da B. abortus (TROTTA et al., 2020; WEYNANTS et al., 1997). E fundamental,



em casos suspeitos ou com fortes correlacfes epidemioldgicas previamente estabelecidas,
mesmo em casos de rea¢des negativas, que sejam utilizados métodos diagnosticos com maior
acuracia diagnostica.

A identificacdo de Brucella spp., baseada nas técnicas de PCR (do inglés Polymerase
Chain Reaction) foi desenvolvida inicialmente para a determinacdo de isolados bacterianos a
partir de amostras consideradas materiais de eleicdo para a deteccdo deste patdégeno, como
tecidos de recém-nascidos, fetos abortados e nodulos linfaticos regionais. As amostras
clinicas, como sangue total, tém sido pouco consideradas e, embora sejam facilmente obtidas
a partir de animais vivos, necessitam de técnicas moleculares com alta sensibilidade para
detectar uma baixa quantidade de bactérias nestas amostras (MORATA et al., 1998). Para se
obter resultados satisfatorios com as técnicas de moleculares, é fundamental a utilizacdo de
protocolos eficientes e adequados nas etapas de extracdo de DNA e de PCR, sempre
selecionando os métodos moleculares de maior acurdcia, que combinam sensibilidade,
especificidade, seguranca e velocidade de detecgdo. Atualmente, ainda ndo existem estudos
suficientemente validados que demonstraram uma reprodutibilidade -laboratorial adequada,
mas, enguanto isso, o isolamento e cultivo bacteriano, associados aos métodos soroldgicos
permanecem sendo as principais ferramentas para o diagndstico de brucelose.

A brucelose bovina é endémica na Colémbia e, a partir do ano 2002, foi iniciado um
programa de prevencdo e controle da doenca que promove medidas para 0 aumento de
rebanhos bovinos livres da doenca, com a obrigatoriedade da vacinagédo de bezerras, associada
ao controle da mobilizacdo destes animais. No entanto, apesar de terem sido estabelecidas 13
modificagdes nas normativas do programa, quase nao foram observados avangos importantes
para o controle da doenca. Na Antioquia, regido que impulsiona a producdo de leite na
Colémbia, é considerada um exemplo de competitividade produtiva, boas praticas pecuarias
(BPG) e cumprimento dos programas oficiais do controle da doenca. Porém, nos Gltimos
anos, ocorreu um aumento incomum no ndmero de animais soropositivos e, diante disto, em
agosto de 2018, o Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) declarou quarentena para a
brucelose bovina e publicou medidas sanitarias especiais nesta regiao.

A situacdo epidemioldgica da brucelose aparentemente tem mudado ao longo do
tempo e as estratégias de controle em paises endémicos estdo demonstrando resultados
variaveis. A doenca apresenta sérios desafios econémicos, diagndsticos, terapéuticos e
profilaticos para criadores, veterinarios, médicos e autoridades de saude publica. Seu impacto

socioeconbmico, necessita de abordagens relacionadas a salde Unica e a variedade de



hospedeiros envolvidos, incluindo os da vida selvagem, tornam a brucelose uma doenga mais
complexa. Essa complexidade é aumentada pelo fato de que, embora algumas espécies de
Brucella tenham um hospedeiro preferencial, as barreiras nao sdo tao rigidas e, além disso, as
infeccdes cruzadas podem ser significativas em sistemas de manejo misto, ou na interface da
vida doméstico-selvagem, dificultando o controle e a erradicaco.

Estudos epidemioldgicos da brucelose na regido da Antioquia sdo necessarios pois 0s
dados relacionados a esta regido estdo desatualizados, sendo fundamental identificacdo da
prevaléncia atual da doenca na regido, bem como a identificacdo dos fatores associados em
casos de surto. Para que haja uma implementacdo efetiva de programas de controle da
brucelose em paises endémicos, primeiramente deve-se caracterizar seus fatores associados a
transmissdo e permanéncia de Brucella spp. nos animais e nos rebanhos. O presente estudo
teve como objetivo geral caracterizar a situacdo epidemiologica da brucelose bovina da regido
leiteira do norte da Antioquia, Colémbia. Os objetivos especificos foram: estimar a
prevaléncia de brucelose em bovinos com a utilizagdo de métodos soroldgicos convencionais;
estimar a prevaléncia de brucelose em bovinos por testes moleculares que identificam a
presenca do material genético de Brucella spp.; bem como estabelecer a identidade das
espécies de Brucella spp. circulantes, contribuindo para atualizar a prevaléncia da bactéria na
regido, e fim de determinar os fatores de risco individuais e de rebanho associados a
ocorréncia da infec¢do para um desenvolvimento de medidas de prevengdo e controle mais

efetivos contra a doenca.



1. REVISAO DE LITERATURA
1.1 Histéria

Embora, até meados do século XIX, a brucelose ndo tivesse sido caracterizada ou seu
agente causador identificado, esta patologia ja havia sido denominada como uma doenca
debilitante na antiguidade. O primeiro caso publicado foi relatado por D’Anastasio et al.
(2011), que diagnosticaram a brucelose vertebral do final do periodo Plioceno, em um
esqueleto parcial de Australopithecus africanus, demonstrando que essa doenca infecciosa
ocasionalmente afetou nossos ancestrais diretos a 2,3-2,5 milhGes de anos atras
(D’ANASTASIO et al., 2011).

Durante os séculos XVII e XVIII, houve numerosos relatos de febres ondulantes no
Mediterraneo e a maioria receberam os nomes dos locais onde ocorreram (febre do
Mediterraneo, febre da rocha de Gibraltar, febre de Chipre, febre do Danubio). A Brucelose
despertou interesse especial até o século XIX, quando afetou macicamente os soldados
britdnicos que estavam localizados na ilha de Malta. Acredita-se que Malta se tornou um
centro importante para o estudo da febre ondulante, porque muitas tropas britanicas foram
enviadas para la para se recuperar ap6s a Guerra da Crimeia (1853-1856), onde médicos
habilidosos utilizavam termO0metros para monitorar a progressdo da doenga. Em 1863, Dr.
Jeffrey Allen Marston, cirurgido designado para trabalhar na ilha, fez a primeira descrigdo
detalhada da brucelose de seus préprios sintomas, diferenciando-a da febre tifoide
(MARSTON, 1863; PEREZ SANCHO, 2014).

O microrganismo responsavel pela febre de Malta foi descoberto por um médico do
exército britanico, Sir David Bruce, em 9 de julho de 1887, e o chamou de Micrococcus
melitensis (Brucella melitensis) (de Melita = mel, tipico produto de Malta) (NICOLETTI,
2002). Este patogeno foi isolado do bago de um soldado britanico que morreu da doenca. Em
1905 Temistocles Zammit demostrou o carater zoono6tico da brucelose por meio do consumo
de leite de cabra cru e estabeleceu que as cabras eram 0s principais reservatorios da infecgéo,
podendo o patogeno ser identificando no sangue, na urina e no leite. Essa descoberta ajudou a
explicar a epidemiologia da doenca. A partir daquele momento, o consumo de leite de cabra
foi proibido entre as tropas inglesas em Malta, resolvendo efetivamente o problema de salude
publica nas forgas armadas britanicas (NICOLETTI, 2002). Em periodos proximos, um
médico e veterinario dinamarqués, Bernhard Bang, descobriu a bactéria da espécie Bacterium
abortus (Brucella abortus), em 1897, enquanto investigava o aborto contagioso que vinha

afetando o gado na Dinamarca por mais de um século. Ele também descobriu que o



organismo afetava cavalos, ovelhas e cabras, ficando conhecido como causador da “doenga de
Bang”. O carater zoonOtico desta patologia foi descoberto por Alice Evans, uma
bacteriologista americana, na década de 1920. A morfologia e a patologia dos organismos
Bacterium abortus e Micrococcus melitensis eram muito semelhantes. As descobertas das
espécies do género continuaram: em 1914, Jacob Traum (EUA) isolou Brucella suis em
porcos; em 1956, Malcom Buddle (Nova Zelandia) isolou Brucella ovis de ovelhas; em 1957,
H. G. Stoener (EUA), isolou Brucella neotomae de ratos do deserto de Utah; em 1968, Leland
Carmichael (EUA), isolou Brucella canis de cdes. O nome de Sir David Bruce foi continuado
na nomenclatura dos organismos até hoje (LOPARDO et al., 2017).

1.2 Taxonomia e morfologia

Os membros da classe Alphaproteobacteria, ordem Rhizobiales, incluem familias de
organismos que sdo patdégenos de mamiferos, de plantas ou simbiontes. A familia
Brucellaceae ¢ uma familia de bactérias Gram negativas, atualmente composta por sete
géneros;  Brucella, Daeguia, Falsochrobactrum,  Mycoplana, = Ochrobactrum,
Paenochrobactrum e Pseudochrobactrum (ASHFORD et al., 2020; LECLERCQ et al., 2019).
A espécie Ochrobactrum intermedium se encontra intimamente relacionada filogeneticamente
com o género Brucella (VELASCO et al., 1998) o que a torna responsavel pelos erros de
identificacdo de algumas espécies de Brucella (ROMERO et al., 1995).

As caracteristicas da Brucella, que a distinguem da maioria dos géneros dentro da
ordem Rhizobiales, incluem um genoma simplificado, em relacdo aos patégenos de plantas. O
genoma de Brucella spp. é 50-100% maior do que da Bartonella spp., preservando mais
funcdes metabodlicas compartilhadas pelos fitopatogenos. A identificacdo de Brucella microti
no solo e sua persisténcia por até dez semanas € condizente com a capacidade de utilizar
metabolicamente moléculas baseadas em plantas., e aponta para um nicho ambiental
compartilhado por grande parte dos géneros desta familia (FICHT, 2010).

As bactérias do género Brucella sdo microrganismos do tipo cocobacilos Gram
negativos, pequenos, aerobios estritos, com dimensdes de 0,5-0,7 x 0,6-1,5 um, podendo ser
organizados individualmente, em pares, em cadeias curtas ou pequenos grupos, dependendo
das condigdes de crescimento. Em geral, a morfologia de cepas de Brucella spp. é constante,
sendo as formas pleomorficas raras, exceto em culturas antigas, que cresceram em condicoes
adversas (MORENO, 2020). A presenca de plasmideos e flagelos apresentam divergéncias
(Fretin et al., 2005; Letesson et al., 2002) e, além disso, estas bactérias ndo possuem cépsulas,

nem formam esporos , sendo a maioria espécies de crescimento lento. Por muito tempo, foi



considerado um patdégeno intracelular facultativo, mas recentemente foram designados como
extracelulares e intracelulares facultativos (KOHLER et al., 2002; LAMONTAGNE et al.,
2009), devido ao tamanho maior do genoma, que permite que Brucella spp. apresente e possa
compartilhar mais funcGes metabolicas com seus patdgenos de plantas relacionados, assim
como a capacidade de persistir no solo ou em outros ambientes por longo periodo, facilitando
a capacidade de utilizacdo de moléculas de plantas (EL-SAYED & AWAD, 2018; KOHLER
et al., 2003).

Meyer e Shaw determinaram o género Brucella em 1920 com duas espécies: Brucella
abortus e Brucella melitensis (LOPEZ-GONI & MORIYON, 2004). Cem anos depois, a
classificacdo ja inclui doze espécies de dentro do género, categorizadas como cléssicas ou
atipicas (SCHOLZ et al., 2016; SOLER-LLORENS et al., 2016). A taxonomia tradicional do
género Brucella (um género dividido em varias espécies, algumas com diferentes biovars)
pode ser dividida com base na patogenicidade, nas caracteristicas fenotipicas (susceptibilidade
a fagos, soroaglutinagdo, crescimento em presenca de Varios corantes, entre outros), variacbes
antigénicas, mas principalmente na preferéncia natural do hospedeiro acometido (FICHT,
2010; SCHOLZ et al., 2018), razéo pela qual o nome das espécies das bactéria do género
foram designados de acordo com o anfitrido preferido. Entretanto, atualmente sdo consideras
espécies associadas, mas ndo obrigadas a hospedeiros especificos (Waldrop and
Sriranganathan, 2019). As 6 espécies classicas mencionados em ordem de importancia
zoonotica sdo: B. melitensis [(biovars 1-3) (ovelhas e cabras)], B. abortus [(biovars 1-7 e 9)
(bovinos)], B. suis [(biovars 1-5) (biovar 1 e 3 em porcos; biovar 2 em lebres e porcos, biovar
4 em renas e caribus e biovar 5 em roedores) (CENTER FOR FOOD SECURITY AND
PUBLIC HEALTH, 2018)], B. canis (cdes) (CARMICHAEL & BRUNER, 1968), B.
neotomae (ratos do deserto) (STOENNER & LACKMAN, 1957), e a ultima espécie classica
B. ovis (ovelhas) (BUDDLE, 1956) que ndo apresenta importancia zoondtica
(CLOECKAERT et al., 2002a).

O género Brucella se encontra em expansdo, com novas descobertas cientificas em
relacdo a sua estrutura, seu metabolismo e suas caracteristicas genéticas, podendo estabelecer
seis espécies atipicas, relacionadas ao seu rapido crescimento (SCHOLZ et al., 2018), pelas
caracteristicas de motilidade fenotipica expressas (AL DAHOUK et al., 2017; EISENBERG
et al., 2012), por terem longa persisténcia em reservatérios ambientais (SCHOLZ et al.,
2008a), por sua expansdo para mamiferos marinhos, bem como alguns anfibios (EISENBERG
etal., 2012; EWALT et al., 1994; FISCHER et al., 2012; JAY et al., 2018; ROSS et al., 1994;



SOLER-LLORENS et al., 2016), sendo que algumas destas espécies poderiam apresentar
potencial zoonotico (ROVID SPICKLER, 2007; TILLER et al., 2010b).

As espécies denominadas atipicas descobertas em 1994, correspondem aos isolados de
animais marinos: Brucella pinnipedialis em focas e Brucella ceti em baleias e golfinhos
(EWALT et al., 1994; FOSTER et al., 1996). Cabe lembrar que, antes dessa data, ndo se
tinham relatos de Brucella infectando mamiferos marinhos, somente mamiferos terrestres
(EWALT et al., 1994). Atualmente, o potencial zoonético das espécies marinhas é
reconhecido, bem como sua correlacdo com formas graves da doenca em humanos, como a
neurobrucelose (SOHN et al., 2003).

Em 2007 a espécie Brucella microti foi descrita, em roedores silvestres (Microtus
arvalis) (HUBALEK et al., 2007; SCHOLZ et al., 2008b) e, posteriormente, foi isolada de
raposas vermelhas (SCHOLZ et al., 2009) e diretamente do solo (SCHOLZ et al., 2008a). Em
2008, uma cepa inusual de Brucella, designada BO1, foi isolada do implante de mama de uma
mulher americana de 71 anos com sintomas de bruceloses (DE et al., 2008). Esta cepa foi
diferenciada molecularmente das outras espécies e denominada como Brucella. inopinata
(Unica espécie que ainda se desconhece seu hospedeiro natural) (SCHOLZ et al., 2010). Nesse
mesmo ano foi identificada a cepa de Brucella BO2, em um paciente australiano com doenga
pulmonar crénica, que possuia uma grande similitude com B. inopinata. A biopsia do paciente
foi realizada no ano 2007, sendo erroneamente identificada como Ochrobactrum
anthropi, pelo sistema APl 20NE (TILLER et al., 2010b, 2010a). Estudos demostraram que a
cepa BO2 era claramente distinta da BOL(EISENBERG et al., 2012).

O posicionamento das espécies atipicas de Brucella detectadas (B. microti e B.
inopinata) foi problemético devido & clara distincdo destas espécies em relagdo as cléssicas,
em niveis fenotipicos e genéticos. Ambas sdo de crescimento rapido e altamente ativas
metabolicamente (EL-SAYED & AWAD, 2018). Em 2009 foi identificada a espécie Brucella
papionis, isolada a partir de crias de primatas ndo humanos (babuinos) (SCHLABRITZ-
LOUTSEVITCH et al., 2009; WHATMORE et al., 2014). No ano 2016 se isolou Brucella
vulpis, nos nodulos linfaticos mandibulares de raposas vermelhas na Austria (SCHOLZ et al.,
2016). Em 2012, foram isoladas espécies de Brucella em hospedeiros ndo mamiferos, que,
pelas analises filogenéticos, podem pertencer a espécie B. inopinata, identificadas em ra-
touro-africana (Pyxicephalus adspersus) e da ra-de-olhos-grandes da Africa (Leptopelis
vermiculatus) (KIMURA et al., 2017). Kimura et al. também demostraram que as cepas BO1

e BO2 de B. inopinata, isoladas de pacientes humanos, sdo geneticamente relacionadas as



espécies de Brucella identificadas na Africa, e propde que varias ras de diferentes paises s&o
0s hospedeiros naturais ou suscetivel de um novo clado de bactéria Brucella, incluindo B.
inopinata (KIMURA et al., 2017). As novas especies de Brucella, recentemente isolada em
rds gigantes africanas, em contraste com toda as espécies descritas, sdo moveis e equipadas
com um unico flagelo lateralmente anexado. O sequenciamento do genoma confirmou que
esta espécie pertencesse ao género Brucella (HAMMERL et al., 2017; KOHLER et al., 2003).

Nas Ameéricas, 0 primeiro caso de infeccdo por Brucella descrito em um anfibio foi na
rd Pac-Man (Ceratophyrus ornate), reportado num hospital veterinario no Texas (SOLER-
LLORENS et al., 2016). A cepa B13-0095 isolada pertence a um grupo de espécies de
Brucella divergentes iniciais, que inclui B. inopinata, cepa BO1 e cepa BO2 (clado BO), com
caracteristicas que se desviam significativamente daquelas de Brucella spp. A andlise de
sequéncia do genoma B13-0095 revelou varias caracteristicas especificas que sugerem que
este isolado representa um intermedidrio entre um ancestral associado ao solo e a espécie
“classica”, adaptada ao hospedeiro. As cepas BO2 e B13-0095 ndo possuem 0s genes
necessarios para produzir o O-PS, a base de perosamina encontrado na Brucella classica, mas
tem um conjunto de genes que poderiam codificar um O-PS atipica a base de ramnose. A
B13-0095 tem uma taxa de replicacdo intracelular muito rapida em células epiteliais e
macrdfagos (SOLER-LLORENS et al., 2016).

1.2.1 Evolugéo de Brucella spp.

A anélise das sequéncias do genoma de Brucella spp. comecou descrever o caminho
evolutivo de um organismo ambiental a um patégeno furtivo. Isso envolveu a aquisicdo de
material genético que codifica os fatores de viruléncia combinados com a reducdo do genoma,
para se adaptar ao ciclo de vida do parasito (SOLER-LLORENS et al., 2016; WATTAM et
al., 2014). Também acredita-se que as espécies de Brucella tenham evoluido
independentemente da evolucdo de seus hospedeiros, uma vez que a filogenia de Brucella
spp. nao parece refletir na filogenia dos hospedeiros de predilecdo das espécies
(LAMONTAGNE et al., 2009).

A capacidade de invadir hospedeiros mamiferos é uma caracteristica que pode ter sido
adquirida pela Brucella spp. Existem varios componentes que podem desempenhar esse papel,
incluindo genes que codificam a biossintese de polissacarideos, sistemas de secrecdo, adesinas
e invasinas. No entanto, também é possivel que os genes envolvidos na captacdo ou invasdo
de células de mamiferos estivessem presentes em organismos progenitores e em patdgenos de

plantas (EL-SAYED and AWAD, 2018). Durante esse processo, muitos genes perderam sua



funcdo e tornam-se excluidos ou pseudogenizados. Avaliacdo dos genomas de vérias Brucella
spp. indica uma perda da fungé@o dos genes via formacdo de pseudogene, durante a adaptagéo
ao estilo de vida intracelular (EL-SAYED & AWAD, 2018; TSOLIS et al., 2009) e, mais
recentemente, a transferéncia horizontal de genes associada a importantes determinantes de
viruléncia, parece também estar associada a adaptagdo ao estilo de vida intracelular (SOLER-
LLORENS et al., 2016; WATTAM et al., 2014).

Foster et al., 2009, avaliaram as relacdes taxonémicas e evolutivas de cinco espécies
de Brucella: B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. canis e B. ovis, usando comparagdes de
genoma completo e revelaram que a linhagem de B. ovis é basal em relacdo ao restante da
linhagem. A maioria das espécies de Brucella divergiu de seu ancestral comum, a espécie B.
ovis, nos ultimos 86.000 a 296.000 anos (FOSTER et al., 2009). A razdo pela qual o B. ovis
ndo apresenta carater zoonotico esta relacionada a uma alta porcentagem de pseudogenes e
outros elementos genéticos moveis em comparacdo com o restante das espécies de Brucella,
devido a degradacdo do genoma (TSOLIS et al., 2009). Essa degradacdo e reorganizacdo
gendmica levam a exclusdo da ilha gendmica 2, causando auséncia de func¢des de codificacdo
responsavel pela biossintese de lipopolissacarideos, inativacdo de genes responsaveis pela
sintese das proteinas da membrana externa, além da inativacdo de genes essenciais que
regulam a captacdo e utilizacdo de nutrientes, como aqueles genes que codificam Urease.
Estes processos levam a perda da capacidade de B. ovis invadir seres humanos e muitas outras
espécies de mamiferos (EL-SAYED & AWAD, 2018; TSOLIS et al., 2009).

Estabelecer relacdes dentro do género Brucella tem sido desafiador por causa dos
poucos polimorfismos genéticos que distinguem cada espécie. De fato, o género Brucella
possui alta similaridade entre os genomas das suas espécies, seu conteldo genético e
organizacdo genética sao quase idénticos, exibindo 16S rRNA e sequéncias de genes recA
bastante similares (SCHOLZ et al., 2008a), bem como genomas altamente semelhantes em
termos de identidade de sequéncia e sintese de genes (TSOLIS et al., 2009; VERGER et al.,
1985). Assim mesmo, na maioria dos genes de manutengdo “housekeeping” apenas
polimorfismos de nucleotideo simples (SNP) estdo presentes entre as espécies de Brucella
(WHATMORE, 2009).

Devido a alta homologia genémica entre as espécies classicas de Brucella spp., na
década de 1980, a classificacdo destas espécies foi questionada em relacdo a critérios
moleculares. Verger et al., determinaram a existéncia de um alto grau de homologia (maior

que 90%) entre as diferentes espécies do género por ensaios de hibridizacdo de DNA-DNA,
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um fato observado por Hoyer et al. vinte anos antes (HOYER & MCCULLOUGH, 1968).
Portanto, em 1988, o Subcomité da Taxonomia do género Brucella estabeleceu que este o
género bacteriano fora formado apenas por uma espécie (B. melitensis), assim o resto das
espécies descritas até 0 momento se tornaram 18 biovares de B. melitensis (CORBEL &
BRINLEY, 1982; VERGER et al., 1985). Apesar desta modificagdo no contexto taxonémico,
foi recomendado manter a classificacdo tradicional para evitar confusdo, ja que esta nova
nomenclatura poderia representar um certo risco em termos de biosseguranca para
pesquisadores ndo familiarizados com o género Brucella. que ndo saberiam as diferencas de
patogenicidade dos diferentes membros (FICHT, 2010). A reconsideragdo como critério de
classificacdo de certas propriedades biolégico, como a preferéncia do hospedeiro, abriu 0
debate novamente e, em 2003, o Subcomité de Taxonomia de Brucella concordou voltar por
unanimidade & "taxonomia classica" deste género (OSTERMAN & MORIYON, 2006).

1.2.2 Brucella spp. Genémica

A maioria das espécies do género Brucella tem dois cromossomos circulares, de
aproximadamente 2,1 Mbp no cromossomo | (Chr 1) e 1,2 Mbp no cromossomo Il (Chr 11),
resultando em um genoma de ~ 3,2 Mbp (EL-SAYED and AWAD, 2018). No total, esses
cromossomos carregam 3.296 quadros de leitura aberta (ORF) que sdo anotados na maioria
das espécies como genes, 2.158 no Chr | e 1.138 no Chr Il com um teor de guanina-citosina
(GC) entre 58-59% (HALLING et al., 2005). O genoma de B. suis (bvl) é semelhante as
cepas classicas, mas B. suis (bv2) e (bv4) sdo diferentes, ja que um fragmento de 210 kb do
cromossomo | foi translocado para o cromossomo 2, assim o cromossomo Chr | ficou menor
(1,85 Mb) e cromossomo Chr Il maior (1,35 Mbpp) (WATTAM et al., 2009). Entretanto, em
B. suis (bv3), observamos um unico replicon circular de 3,3 Mbp (EL-SAYED & AWAD,
2018; MILILLO, 2018).

O cromossomo | codifica a maioria das maquinas metabolicas essenciais para a
transcricdo, tradugdo e sintese proteica, € 0 cromossomo |l estd representado em genes
envolvidos nas vias de utilizacdo de substratos especificos: transporte de membrana,
intermediario central e metabolismo energético e regulacdo (PAULSEN et al., 2002).

1.3. Estrutura, Biossintese, Genética e Fatores de Viruléncia

Membros do género Brucella ndo tém classicos fatores de viruléncia como exotoxinas,
capsulas, formas resistentes, LPS tdxicos, fimbrias, plasmideos ou sistemas de secre¢do do
tipo 11 (LAMONTAGNE et al., 2009; LETESSON et al., 2002). Os verdadeiros elementos da

viruléncia de Brucella sdo os determinantes moleculares que lhes permitem invadir, resistir
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matanca intracelular e atingir seu nicho de replicacdo nos fagocitos profissionais e nédo
profissionais (MORENO et al., 2002).

Os fatores de viruléncia que as espécies do género Brucella apresenta, facilitam a invaséao
celular e a sobrevivéncia, revertendo os mecanismos de defesa celular inatos. E muito
provavel que a bactéria ndo depende de fatores de viruléncia isolados para sua patogénese.
Em vez disso, a viruléncia da Brucella spp. pode ser um aspecto integrado de sua fisiologia
geral em concordancia com mediadores. O patdgeno pode ser capaz de adaptar
extensivamente sua fisiologia em resposta aos microambientes distintos encontrados durante
sua vida (VIADAS et al., 2010). Ela pode restringir as fungdes metabolicas enquanto induz
modificagdes transcriptbmicas para se adaptar a um estilo de vida extracelular a intracelular
(DE FIGUEIREDO et al., 2015; LAMONTAGNE et al., 2009; ROSSETTI et al., 2013).
Brucella spp. é capaz de fazer uma remodelacdo ampla e reversivel da composicao proteica
do envelope celular. Toda essa flexibilidade metabdlica é necessaria, uma vez que 0s
microambientes da célula hospedeira que Brucella spp. se encontra, sdo muito heterogéneos
(LAMONTAGNE et al., 2009).

As bactérias do género Brucella desenvolveram estratégias capazes de fazer
modulacdo e evasdo precisa do sistema imunoldgico do hospedeiro, inicialmente evitando a
imunidade inata, impedindo a montagem eficiente da imunidade adquirida e, finalmente,
gerando o estabelecimento de uma infeccéo cronica. O mecanismo de fixacéo e entrada nessas
células por Brucella spp. ainda ndo foi claramente elucidado (DE FIGUEIREDO et al., 2015).
No entanto, varios fatores necessarios para a invasdo da célula hospedeira e sobrevivéncia
intracelular ja foram identificados (GORVEL & MORENO, 2002). Esses fatores incluem o
O-LPS (MONREAL et al., 2003), um sistema de secre¢do do tipo IV codificado pelos genes
do operon virB (BOSCHIROLI et al., 2002a, 2002b), o sistema de dois componentes BvrS-
BvrR (VIADAS et al., 2010), s-1,2-glucano ciclico (HAAG et al., 2010), genes para producir
flagelo (HALLING, 1998) e mecanismos de transferéncia horizontal de genes (DE
FIGUEIREDO ET AL., 2015; PIZARRO-CERDA et al., 2000).

1.3.1. Sistemas de secrecao de Brucella spp.

Os sistemas de secrecdo desempenham um papel importante papel nas interacfes
patogeno-hospedeiro. Bactérias secretam proteinas através de varios tipos de sistemas de
secrec¢do, classificados como tipo | a VI. Com base nas analises das sequéncias genémicas,

observou-se em Brucella spp. apresenta trés tipos de sistema de secrecdo (tipos I, IV e V). As
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bactérias desse género ndo possui genes que codificam os sistemas de secrecdo do tipo I, 11l e
VI (SANKARASUBRAMANIAN et al., 2015).

O sistema de secrecdo tipo | (T1SS) consiste em trés proteinas: uma proteina da
membrana externa formadora de poros (OMP), uma proteina de fusdo de membrana (MFP) e
uma proteina de cassete de ligacdo ao ATP (ABC). A T1SS esta envolvida no transporte do
citoplasma para o ambiente extracelular de substratos ndo proteicos como fS-glucanos ciclicos,
polissacarideos e uma ampla variedade de substratos proteicos como pequenas moléculas de
sinalizacdo de peptideos, incluindo bacteriocinas, citotoxinas pertencentes a familia das
proteinas RTX, proteases e lipases. As proteinas transportadoras ABC provavelmente sdo o
sistema de transporte ativo mais comum, representando mais de dois tergcos dessa fungéo.

Em Brucella spp. o sistema de secrecdo tipo IV (T4SS) é codificado pelo operon virB
compreendendo virB1 a virB11, sua localizacdo no cromossoma Il sugere a probabilidade de
varios eventos de transferéncia horizontal durante o curso da evolucdo. O T4SS abrange as
duas membranas da bactéria e translouca proteinas através da membrana do vacuolo que
contém Brucella. (BCV) no citoplasma da célula do hospedeiro, cumprindo um importante
papel na maduracéo do BCV e, portanto, na patogénese bacteriana (POESTER et al., 2013). O
operon virB € especificamente induzido apds a entrada em macréfagos da Brucella; a
acidificacdo do fagossomo é um sinal essencial que induz a sua expressao (BOSCHIROLI et
al., 2002a; SIEIRA et al., 2000). T4SS injeta diretamente proteinas no BCV mediante um
complexo proteico chamado efetores secretados tipo IV (T4SEs), essencial para a
sobrevivéncia de Brucella spp. e sua replicacdo em células hospedeiras infectadas. O T4SS é
conservado em todas as Brucella spp., mas os T4SEs sdo dindmicos. Até agora os T4SEs
identificados constitui aproximadamente 1,7 a 3,0% do proteoma total em Brucella spp.
Portanto, um conjunto especifico de efetores TASEs pode contribuir para as diferencas de
viruléncia ou pode ser pelo menos parcialmente responsaveis pela especificidade do
hospedeiro. T4SEs como $-1,2- glucano ciclico se encontra em todas as espécies exceto em B.
pinnipedialis.

Em Brucella spp., 0 f-1,2- glucano ciclico funciona como um fator de viruléncia
necessario para a sobrevivéncia intracelular (TSOLIS et al., 2009), modificando a organizacdo
e composicdo de ilhas de lipidios fagossomais para prevenir a fusdo entre o BCV e a via
endocitica do hospedeiro (ARELLANO-REYNOSO ET AL., 2005; MOLLOY, 2005;
MORENO & MORIYON, 2002). Os p-1,2- glucano ciclico também pode modificar

localmente sua organizagdo para evitar a fusdo do fagossomo com lisoSSOMOS
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independentemente do sistema de secre¢do T4SS e interajam com o RE
(SANKARASUBRAMANIAN et al., 2015).

O sistema de secrecdo V (T5SS) é o mais o simples agente secretor de proteinas. As
proteinas secretadas pelo T5SS sdo secretadas via 0 sistema de auto-transportador, ou a via de
secrecdo de dois parceiros. O T5SS atravessa a membrana citoplasmatica para o periplasma e
subsequentemente a membrana externa. T5SS transporta seus proteinas de maneira
desdobrada (SANKARASUBRAMANIAN et al., 2015).

1.3.2. Lipopolissacarideo

O envelope celular da Brucella spp. é composto por uma membrana interna, que
consiste em uma bicamada de fosfolipidios e uma membrana externa com uma capa interno
de fosfolipidios e uma capa externa de lipopolissacarideo (LPS). O LPS é considerado um
importante fator de viruléncia em Brucella spp. e consiste em trés elementos principais: (1)
lipideo A, que fornece a ancoragem do LPS hidrofébica na membrana externa, (2) um nucleo
interno e externo composto de oligossacarideos de cadeia ramificada, e (3) um O-
polissacarideo (O-PS) ou antigeno O, ligado ao ndcleo externo e projetando-se no ambiente
extracelular (Figura 1) (HAAG et al., 2010).
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Figura 1. Representacdo diagramatica do envelope celular de Brucella spp. Fonte: HAANG et al. (2010).
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O lipideo A tem uma estrutura de diaminoglucose, que é acilada com &cidos graxos
saturados e hidroxilados. Além disso, contém um &cido graxo incomum de cadeia muito longa
(Brucella-C28 em comparacdo com outras Enterobacteriaceae C12- C16), levando a uma
ativacdo deficiente do complexo receptor de reconhecimento de patégeno (TLR4-MD2) (DE
FIGUEIREDO et al., 2015; GLOWACKA et al., 2018; HAAG et al., 2010; OUAHRANI-
BETTACHE et al., 2019).

O nacleo é composto de glicose, manose, 2-amino-2,6-didesoxi-D-glicose
(quinovosamina), 2-amino-2-desoxi-D-glicose (glucosamina), acido 3-desoxi-D-mano. 2-
octulosdnico (KDO) e outros aclcares ainda ndo identificados (HAAG ET AL., 2010;
OUAHRANI-BETTACHE et al., 2019). Embora a estrutura central ndo tenha sido resolvida,
desempenha um papel na capacidade de evitar o reconhecimento pela resposta imune inata e
mostra-se ser essencial para as interacGes hospedeiro-hospedeiro. O conhecimento sugere que
ela contenha um ramo lateral de manose que impede o reconhecimento pelo complemento,
peptideos antimicrobianos e o complexo de receptor de reconhecimento de patégeno TLR4-
MD2 (FONTANA et al., 2016; MANCILLA, 2015; PORTE et al., 2003).

O LPS é o principal antigeno de superficie pouco reconhecido pelo sistema
imunolégico. Embora o LPS da Brucella spp. se ligue a0 TLR4-MD2, ele ndo induz a
producdo de citocinas e peptideos antimicrobianos porque é menos eficaz na indugdo da
imunidade inata do que outras LPS de bactérias Gram-negativas. Isso é considerado
importante para Brucella spp. escapar da deteccdo imunologica e formar uma infeccdo
intracelular cronica (HAAG et al., 2010). O LPS de Brucella spp. é um paradigma de
molécula pouco endotoxica e, dificilmente, ser é pré-inflamatéria, sendo e incapaz de ativar
em grande quantidade a imunidade inata (MANCILLA, 2015). O LPS desempenha um papel
crucial para uma infeccdo intracelular de sucesso da Brucella spp., interferindo nos
mecanismos da imunidade inata e adaptativa, para evitar uma resposta imune precoce do
hospedeiro e permitindo assim uma infecgdo intracelular com sucesso (FERNANDEZ-
PRADA et al., 2001; GORVEL AND MORENO, 2002; HAAG et al., 2010; MANCILLA,
2015; MILILLO, 2018).

O O-PS é um homopolimero ndo ramificado linear composto por n-residuos de N-
formil perosamina (4,6 didesoxi-4-formamido- -Dmanopiranosil) (FERNANDEZ-PRADA et
al., 2001). Dependendo da presenca ou auséncia de O-PS, as bactérias do género Brucella
podem ser fenotipicamente categorizados com base na morfologia de sua coldnia
(OUAHRANI-BETTACHE et al., 2019). Brucella spp. caracterizados como lisos (S) contém
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O-PS, enquanto organismos rugosos (R) ndo expressam o antigeno O (MCQUISTON et al.,
1999; MILILLO, 2018). Na maioria das bactérias patogénicas, o antigeno O-PS desempenha
um papel importante no desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa, apresentado pelo
MHC Il das células B, que interage de uma forma que impede a sinalizacdo e ativacdo de
células T e, dependentes de MHC II, também protege a bactéria de peptideos catidnicos
celulares, e metabdlitos de oxigénio, além de impedir a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e juntamente com o ndcleo, fornece partes receptoras para brucelophagos
(CARDOSO et al., 2006).

O O-PS também parece ser essencial para o tipo de entrada da bactéria nas células
hospedeiras. As cepas lisas de Brucella spp. selecionam balsas lipidicas para entrar na célula
hospedeira e adquirindo moléculas marcadoras de balsas lipidicas que sdo importantes para o
direcionamento intracelular do compartimento para o reticulo endoplasmatico. Os mutantes de
R-LPS ndo entram nas células hospedeiras através de balsas lipidicas, mas através da
fagocitose normal e sdo direcionados para os lisossomas (Figura 2). Entretanto, as variantes R
sofrem maior morte intracelular por macrofagos (FERNANDEZ-PRADA et al., 2001). A
perda da capacidade de selecionar a porta de entrada e as possiveis interacdes inespecificas
com as membranas dos compartimentos internos onde a Brucella spp. se multiplica, séo

fatores que podem contribuir para a atenuagao nas cepas R (PORTE et al., 2003).

Brucella
Lipid raft 1

\Z;H’S

Macrophage

Figura 2. Representacdo diagramética da interacdo Brucella-macréfago. Fonte: HAANG et al. (2010)
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Em geral, as espécies do género Brucella lisas sdo mais virulentas do que suas
contrapartes rugosas. As espécies B. canis e B. ovis sdo as Unicas naturalmente rugosas e
ainda assim, sdo patogénicas em suas especies hospedeiras. Quatro espécies nomeadas como
classicas ocorrem naturalmente na forma lisa e os isolados recém-descobertos das Brucella
spp. atipicas parecem todos apresentar essa caracteristica (EL-SAYED & AWAD, 2018).

Os determinantes antigénicos envolvidos na sorotipagem com o0s soros policlonais
também sdo transmitidos pelo O-PS. Através do uso de anticorpos monoclonais (MADs),
varias especificidades de epitopos foram relatadas no O-PS: A, M e epitopos compartilhados
pelas cepas dominantes A e M, que foram denominados epitopos comuns C (DIAZ-
APARICIO et al., 1993). Além disso, as cepas de Brucella spp. lisa compartilham epitopos
comuns no O-PS com cepas de reacdo cruzada, das quais a mais importante € Yersinia
enterocolitica O: 9 (Diaz-Aparicio et al., 1993; Scholz et al., 2018; Zygmunt et al., 2012)

1.3.3. LPS Dissociacdo de suave (S) a &spera (R)

O conceito de dissociacdo esta geralmente associado a transicao in vitro entre colénias
liso (S) ou rugoso (R), uma observacdo fenotipica em bactérias Gram-negativas comumente
feita desde o inicio da microbiologia como ciéncia. Também é bem conhecido que a perda do
O-PS, desencadeia a mudanga no fendtipo da colénia. Embora a dissociacdo esteja
relacionada a uma das caracteristicas mais basicas para distinguir estas espécies, tem sido
considerada um artefato de laboratério e, portanto, ndo ganhou mais atencdo (FERNANDEZ-
PRADA et al., 2001). No entanto, descobertas recentes sobre a genética e a patogénese dos
membros de Brucella spp., trouxeram uma nova visdo sobre esse fato experimental, sugerindo
que ele desempenhe um papel além das observagdes de laboratério (MANCILLA, 2015).
Variagédo de fase lisa a rugosa pode ocorrer espontaneamente em cepas lisas de Brucella spp.
como resultado de fatores ambientais, mas o mecanismo molecular responsavel por essa
variacdo ainda nao foi definido (ADONE et al., 2011).

Sabemos que O-PS é em grande parte responsavel pelo comportamento furtivo
manifestado pelas células S, portanto, a dissociacdo ndo parece desempenhar um papel nas
condigdes de campo. No entanto, em um estudo recente sobre a expresséo de LPS de B.
melitensis em culturas de células infectadas, foi isolado tipos R de camundongos inicialmente
infectados com células S (TURSE et al., 2011). Posteriormente, a mesma equipe de pesquisa
demonstrou que a citotoxicidade das células R é necessaria para a saida e disseminacgéo in
vitro de células S em B. melitensis a partir de células hospedeiras infectadas, sugerindo pela

primeira vez um papel bioldgico para a dissociacdo (PEI et al., 2014). Os autores
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argumentaram que a dissociacdo € um processo natural que ocorre durante a infec¢do e a
perda da expressdo do O-polissacarideo parece ser estocéstica, dando origem a organismos
com outras propriedades biologicas além do organismo liso parental durante o curso da
infeccdo (TURSE et al., 2011). Esse fato pode alterar o atual modelo de infeccdo em que as
células S sdo capazes de induzir a lises celular e se propagar por si mesmas, sem depender de
mutantes R (STARR et al., 2012). Esse achado também explicaria a presenca de cepas R
originarias de espécies S em colecBes de cepas de campo (DORNELES et al., 2014).
Variantes de B. melitensis R foram ocasionalmente isoladas de amostras de leite de cabra,
sugerindo que os tipos R podem sobreviver na glandula maméria (MANCILLA et al., 2012).
A ideia de que a dissocia¢do pode ocorrer também no ambiente extracelular é apoiado pela
descoberta recente de isolados ambientais de B. microti desprovidos de O-PS (AL DAHOUK
et al., 2012). A reversdo (de R para S) in vivo, explica a heterogeneidade durante a interacdo
patdgeno-hospedeiro (PEREZ SANCHO, 2014). Pode-se inferir que apenas aquelas mutacdes
que causam tipos R com uma aptidao intracelular equilibrada que permitem a competi¢cdo com
as células S, que por sua vez prevaleceriam. Se Brucella spp. tipo S tornou-se uma espécie
com tendéncia a dissociacdo, capaz de alterar sua “"credencial de patdégeno”, ainda € uma
especulagdo. Mas, 0 aparecimento de tipos R in vitro e in vivo sugere que as Brucella spp.
podem ndo apenas experimentar heterogeneidade fenotipica, sendo esse fato necessario para
a viruléncia das células S (MANCILLA, 2015).

1.3.4. Lipoproteinas

Associadas ao LPS e fazendo parte da membrana estdo as proteinas da membrana
externa (Omps), muitas das quais foram caracterizadas do ponto de vista genético,
imunolégico, estrutural e funcional. As proteinas da membrana externa (Omp) estdo mais
expostas em espécies de Brucella tipo R do que em tipo S (GONZALEZ et al., 2008).Essas
proteinas foram divididas em 3 grupos de acordo com seu peso molecular:
1. Grupo 1 (88 ou 94 kDa) (Omp19, Ompl6 e Ompl0): sdo chamados de Omps “menores”
2. Grupo 2 (36-38 kDa) (Omp2a e Omp2b): foram classificados como porinas e lipoproteinas
3. Grupo 3 (25-27 e 31-34 kDa): (Omp25 e Omp31) sdo encontrados em maior quantidade e
sdo conhecidos como Omps “principais”.

Esses trés grupos de proteinas sdo expostos na membrana externa e sdo reconhecidos
pelo sistema imunoldgico no curso da infeccdo. Varios estudos confirmaram a
imunogenicidade do Omps e sua possivel utilidade na geragdo de vacinas (SALVADOR-
BESCO:s et al., 2018).
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1.3.5. Sistema de dois componentes BvrR / BvrS

Bactérias intracelulares/extracelulares facultativas, como Brucella spp., devem
sobreviver, desde o ambiente aberto até o meio intracelular (KOHLER et al., 2003;
LAMONTAGNE et al., 2009). Para isso, deve coordenar uma intrincada rede de fatores para
gerar uma resposta adaptativa adequada em condi¢Ges ambientais variadas. Este atributo é
frequentemente realizado por sistemas de transducdo de dois componentes. Embora o
sequenciamento do genoma tenha revelado 21 supostos sistemas regulatorios de dois
componentes no género Brucella, até agora, BvrR/BvrS € o sistema regulatorio de dois
componentes mais bem caracterizado e implicado em muitas funcdes da viruléncia de
Brucella spp. (TSOLIS et al., 2009; VIADAS et al., 2010).

O sistema BvrR/BvrS regula a transcricdo de pelo menos duas proteinas principais da
membrana externa, Omp22 e Omp25a e esta envolvido nas alteracdes do envelope celular
necessarias a adaptacdo ao ambiente intracelular, conforme mostra um estudo realizado em
mutantes de B. abortus, em que estas cepas mutantes apresentavam estrutura de membrana
externa alterada, maior suscetibilidade a substancias bactericidas policatibnicas e uma
superficie de membrana externa mais hidrofébica do que a cepa original. Os mutantes de B.
abortus ndo foram virulentos em camundongos, mostrando-se ser menos invasivos em células
epiteliais e macréfagos, sendo incapazes de inibir a fusdo dos lisossomas e a replicacao
intracelular (VIADAS et al., 2010).

1.3.6. Pseudogenes, delecédo de gene ou aquisicdo de gene

Vaérias pequenas delecBes nas espécies B. abortus, B. melitensis e B. suis apoiam a
nogdo de que estdo intimamente relacionados entre si. Um total de 207 pseudogenes foram
identificados no genoma de B. abortus, enquanto 152 e 82 foram identificados em B.
melitensis e B. suis, respectivamente. Do conjunto total de genes inativados, 16 pseudogenes
sdo comuns entre trés espécies, 57 sdo compartilhados por B. abortus e B. melitensis, e apenas
6 e 5 sdo compartilhados entre B. suis e B. abortus, e entre B. suis e B. melitensis,
respectivamente. E importante notar que os pseudogenes compartilhados sdo o resultado de
mutacdes independentes e ndo representam caracteristicas herdadas comumente. Entre os 16
pseudogenes comuns entre trés espécies, 9 foram gerados pelo mesmo evento, sugerindo
fortemente que foram adquiridos pelo ancestral comum de todas as bactérias do género
Brucella. Da mesma forma, a maioria dos 56 pseudogenes compartilhados por B. abortus e B.

melitensis tem mesma mutacdo (CHAIN et al., 2005).
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As analises das categorias funcionais dos genes inativados em Brucella spp. revelou
que um terco pertence a categoria de transporte celular e envelope, 10% pertencem a
regulacdo da transcricdo e transducdo de sinal e 6% pertencem as categorias de producao e
conversdo de energia. Este processo de reducdo pode ser consequéncia da adaptacdo ao estilo
de vida intracelular em um ambiente local protegido e mais estavel, que fornece constante
nutrientes, enquanto o acimulo diferente de reguladores transcricionais pode representar uma
contribuicdo ou ser a consequéncia do processo de adaptacdo a um determinado animal
hospedeiro. A perda de genes pode contribuir para diferencas de viruléncia entre espécies do
mesmo género. Assim, parece que a inativagdo do gene, ao inves da delecdo ou aquisi¢do do
gene (via transferéncia horizontal), pode desempenhar um papel mais importante na
especiacdo e adaptacdo deste grupo patogénico ao hospedeiro. Isso sugere que as diferencas
na viruléncia e especificidade do hospedeiro observadas entre as trés espécies podem ser o
resultado da divergéncia impulsionada pelo acimulo diferencial de pseudogenes dentro das
funcgdes regulatdrias na Brucella spp (CHAIN et al., 2005).

1.3.7. Flagelo

Durante a evolucéo, as bactérias do género Brucella classica acumulou mutacdes que
levaram a formacdo de varios pseudogenes (genes inativados no curso da evolugdo), entre
eles, os pseudogenes relacionados aos flagelos (CHAIN et al., 2005; LETESSON et al., 2002;
TSOLIS et al., 2009). Embora a maioria das espécies sejam consideradas sem movimento, 0s
genomas das espécies classicas contém todos 0s genes necessarios para montar um flagelo
ativo, mas varios sdo pseudogenes (AL DAHOUK et al., 2017; COLOMA-RIVERO et al.,
2020; FRETIN et al., 2005; LEONARD et al., 2007). A perda da sua motilidade pode ter
acontecido porque ndo era essencial para seu ciclo infeccioso ou porque era uma desvantagem
para seu estilo de vida como patdgenos animais (HALLING, 1998). Apesar dessas mutacoes,
em condicBes especificas de crescimento, algumas cepas de Brucella spp. tem evidenciado
que podem formar um flagelo revestido que ndo confere motilidade, mas é necessario para a
viruléncia (FRETIN et al., 2005; PETERSEN et al., 2011). A motilidade evidenciada em
algumas cepas de Brucella spp. é provavelmente uma propriedade residual de ancestrais
ambientais que poderia fornecer uma grande vantagem ao permitir que ela se movesse para
um nicho favoravel. Compreender o papel dessa motilidade na viruléncia dessas cepas e seu
estilo de vida intracelular exigira mais estudos (SOLER-LLORENS et al., 2016).
Recentemente Brucella abortus foi descrita expressando um flagelo polar sob certas
condicBes, mas sua funcdo ainda é desconhecida (Figura 3) (AL DAHOUK et al., 2017).
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Também foi reconhecida uma proteina FlgJ, presumivelmente envolvida na formagdo do
flagelo e na viruléncia de B. abortus. Estudos in vitro mostraram que a eliminacdo do gene
flgJ retarda a taxa de crescimento de B. abortus na cultura, reduz sua capacidade de
sobrevivéncia intracelular em células fagociticas profissionais e ndo profissionais, tornando-a
incapaz de escapar da via endocitica e ndo atingir o reticulo endoplasmatico. Além disso, a
producdo da proteina FlgJ foi encontrada associada & adesdo bacteriana. Outros estudos
também demostraram que Brucella melitensis possui 31 genes flagelares e constréi, sob
condicdes estritamente definidas, um flagelo polar necessario para a viruléncia (LEONARD
et al., 2007). Portanto, embora a funcdo especifica do flagelo polar para Brucella spp. seja
desconhecida, os dados indicam que o gene flagelar flgJ e seu produto sdo necessarios para a
viruléncia de Brucella spp., uma vez que sua delecdo reduz significativamente a aptidao deste
patogeno in vitro e in vivo (COLOMA-RIVERO et al., 2020).

o,

C D

Figura 3. (A) Micrografias eletrdnicas de Brucella spp. Flagelado isolado de ras-touro africanas. (B, C)
Algumas bactérias com flagelos polares. Fonte: AL DAHOUK et al. (2017)

Anélise dos genes dos flagelos nas cepas atipicas B13-0095, BO1 e BO2 mostraram
que todos os genes eram totalmente funcionais, o que provavelmente explica a mobilidade
dessas cepas. A mobilidade pode proporcionar uma vantagem nas diferentes etapas do seu
ciclo patogénico: atingir o hospedeiro, invadir e colonizar as células hospedeiras e se
dispersar para novos hospedeiros (HALLING, 1998; SOLER-LLORENS et al., 2016).

1.3.8. Transferéncia horizontal de genes

Existe a hipétese de que os membros classicos de Brucella spp. emergiram de
bactérias do solo caracterizados por motilidade e uma ampla atividade metabolica. Embora
seja provavel que mais espécies do género Brucella do clado classico sejam descobertas, as

espécies dentro das novas linhagens atipicos e sua diversidade genética desafiam nossos
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conceitos do que define Brucella (AL DAHOUK et al., 2017). Essa diversidade pode vir da
capacidade das espécies atipicas de trocar DNA, por meio da transferéncia horizontal de
genes, entre si e com outros microrganismos no ambiente. Analises comparativas do genoma
revelaram um conjunto de genes presentes nos cromossomos de linhagens isoladas da Réa-
touro africana, que ndo sdo encontrados em outras espécies do género Brucella, mas séo
encontrados em bactérias do solo, como Rhizobium e Agrobacterium (AL DAHOUK et al.,
2017). Ao contrario de parentes associados ao solo ou plantas, que abrigam fatores de
viruléncia, como plasmideos e fagos temperados, necessarios para sobreviver em condi¢des
ambientais adversas que mudam rapidamente, ter esses tipos de genes parece ser supérfluo
para um organismo adaptado & sobrevivéncia intracelular. Recentemente, também foi
descoberto um fago temperado residindo no isolado humano de B. inopinata que era muito
semelhante a um fago temperado de O. anthropi e varios profagos identificados em
Rhizobium. Esses achados e a deteccdo de estruturas semelhantes a pili em Brucella sp.
isoladas de Ras-touro africanas podem sugerir que a transferéncia horizontal de genes ocorre
entre Brucella spp. com bactérias associadas ao solo (AL DAHOUK et al., 2017).

A transferéncia horizontal de genes pode ser uma forca motriz na evolucdo das
bactérias do género Brucella atipica (SCHOLZ et al., 2016), embora na Brucella spp.
classicas a evolucdo tenha sido considerada mais um evento clonal com raros eventos de
transferéncia horizontal de genes (WATTAM et al., 2014, 2009; WHATMORE, 2009). Das
espécies classicas apenas B. suis adquiriu lateralmente genes especificos da espécie,
localizados dentro de um Unico grupo no cromossomo Il e parece ter sido adquirido
recentemente por meio de um evento de integracdo mediado por fago (PAULSEN et al.,
2002).

1.4.  Patogéneses: Brucella spp. sdo parasitos de grande sucesso

Brucella spp. sdo microbios furtivos que tendem a cronicidade em vez de causar infecgédo
aguda fatal. Este patdgeno precisa de seus hospedeiros vivos para manter sua sobrevivéncia.
Ao longo de sua evolucdo, as bactérias do género Brucella desenvolveram estratégias
dindmicas para escapar do reconhecimento e ataques do sistema imunolégico, para modular a
resposta imunoldgica adquirida do hospedeiro e para escapar da inativagdo intracelular (EL-
SAYED & AWAD, 2018).

A infecgdo por bactérias do género Brucella é dividida em trés fases: na primeira, 0
patégeno invade o hospedeiro em 2 dias apds a infeccdo; na segunda fase, o patdgeno se

replica em diferentes érgdos dos sistemas reticulo-endotelial e reprodutivo de 2 dias a 3
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semanas, 0 que € conhecido como fase aguda de infeccdo, enquanto na terceira fase, o
patdgeno apresenta diferencas na patologia de varios tecidos e dura de até 6 meses a 1 ano ou
mais, conhecida como fase cronica (GRILLO et al., 2012; MARTIROSYAN et al., 2011).
Durante a fase cronica, 0 nimero de bactérias atinge um nivel maximo no baco e no figado
(de 7 a 12 semanas), seguido pelo declinio onde o nimero de bactérias diminui e s&o
eliminadas (MARTIROSYAN et al., 2011; MARTIROSYAN & GORVEL, 2013). De acordo
com o hospedeiro, o curso destas fases pode variar e depende da bactéria (cepa, viruléncia,
dose e via de inoculacdo) e de certos parametros do hospedeiro, incluindo raca, histérico
genético, idade, sexo e estado fisioldgico (GRILLO et al., 2012).

O agente etiologico da brucelose desenvolveu estratégias especificas para influenciar a
apresentacdo de antigenos mediados por células. Ha evidéncias crescentes de que a Brucella
spp. também modula eventos de sinalizacdo durante as respostas imunes adaptativas do
hospedeiro. Seu alvo reprodutivo preferencial corresponde ao meio intracelular de
macrdfagos, células dendriticas e trofoblastos placentarios (MARTIROSY AN et al., 2011).

Brucella spp. comportam-se primariamente como parasitos intracelulares facultativos de
fagocitos profissionais e ndo profissionais, uma habilidade que depende de varios fatores de
viruléncia, principalmente um sistema de secrecdo do tipo IV e uma estrutura peculiar da
membrana externa. Os componentes criticos da membrana, como o O-LPS, lipoproteinas e
lipidios, diferem em detalhes moleculares relevantes das moléculas homologas, que em outras
bactérias carregam o0s padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPs), facilmente
detectados por receptores de reconhecimento de padrbes de imunidade (PRRs). O O-LPS de
bactérias do género Brucella carrega as modificacbes mais significativas do PAMPs e,
portanto, € um fator de viruléncia importante (LAPAQUE et al., 2005). Brucella spp. induzem
respostas pro-inflamatdrias comparativamente baixas e atrasadas, que criam uma janela de
tempo permitindo que o patdgeno trafegue intracelularmente em células dendriticas e
macrofagos para alcancar um alvo seguro antes que ocorra a ativagdo efetiva dos fagdcitos
(LAPAQUE et al., 2005; SALVADOR-BESCOS et al., 2018).

Na infeccdo inicial, a bactéria tem que sobreviver ao ambiente extracelular e, para isso,
apresenta uma variedade de recursos defensivos. Seu LPS de baixa capacidade endotoxico,
sua resisténcia ao sistema de complemento, ataques mediados por peptidasa catidnica, bem
como a protecdo contra o reconhecimento das PAMPs, aumenta a sobrevivéncia de Brucella
spp. antes de atingir o macrofago. L4, a bactéria finalmente tem a chance de se esconder
(LAPAQUE et al., 2005; SALVADOR-BESCOS et al., 2018)..
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As bactérias do género Brucella s&o levadas para um fagossoma, este € direcionado para o
reticulo endoplasmaético, que € o alvo replicativo da Brucella spp. dentro do hospedeiro. A
evasdo do sistema imunoldgico do organismo hospedeiro e o direcionamento da bactéria ao
seu alvo replicativo sdo de fundamental importancia para o processo de infec¢do. O envelope
da célula bacteriana é o principal ponto de interacdo entre as espécies do género Brucella e o
hospedeiro e, como tal, as moléculas dentro do envelope da célula bacteriana desempenham
um papel significativo no processo de infeccdo (HAAG et al., 2010).

Ao entrar nas células fagociticas ou ndo fagociticas, a Brucella spp. é englobado dentro de
um compartimento ligado & membrana denominado vacuolo contendo Brucella (BCV). O
fagossomo ¢ funcionalmente modificado pela bactéria para residir nas primeiras 8 a 12 h ap6s
a infeccdo. O BCV trafega ao longo da via endocitica, sofrendo maturacdo e adquirindo
marcadores de membrana endossdémica, por meio de interacdes sequenciais com endossomos
e lisossomos iniciais transitorios (receptor de transferrina, o pequeno GTP de ligacéo proteina
Rab5 ou o antigeno endossdémico inicial (EEAL)) e tardios (proteina de membrana associada
ao lisossoma 1 (LAMP1)), BCV precisa atingir um pH de 4.5, para se tornar um vacuolo
endossémico acidificado contendo Brucella (eBCV), e fazer um processo completo de
maturacdo fagossomica (FUGIER et al., 2007). A GTPase Rab7 do hospedeiro contribui para
a maturacdo do eBCV, e promovem pela bactéria a expressdo do sistema de secrecdo VirB
Tipo IV (T4SS), que translouca proteinas efetoras para mediar as intera¢cdes do eBCV com o
local de saida do reticulo endoplasmatico (RE). Esses eventos levam a biogénese dos
vacuolos contendo Brucella spp. replicativos (rBCV) sequestrando elementos do RE. Uma
vez dentro do rBCV, as bactérias sdo resistentes a novos ataques e comecam a multiplicar-se.
As bactérias passam entdo por uma replicacdo extensiva nos rBCV entre 12 e 48 h apds
infecdo, posteriormente os rBCV sdo capturados dentro de estruturas semelhantes a
autofagossomos de maneira dependente de VirB T4SS, para se tornar vacuolos contendo
Brucella autofagicos (aBCV). Os aBCV abrigam recursos de autolisossomos e sdo
necessarios para saida bacteriana e novos ciclos de infec¢des intracelulares (STARR et al.,
2012). A conversdo da rBCV em um compartimento com caracteristicas autofagicas aBCV
permite que a bactéria se espalhe de célula a célula, ap6s um ciclo de correr e se esconder para
estabelecer uma infeccédo cronica (FUGIER ET AL., 2007; LAMONTAGNE et al., 2009).

No entanto, as bactérias do género Brucella devem enfrentar um segundo desafio se
quiserem persistir por um longo tempo no hospedeiro. Eles devem ser capazes de encontrar

uma maneira de evitar a vigilancia imunoldgica dos linfécitos T efetores especificos. Quando
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a infeccdo ocorre, o sistema imune do hospedeiro gera uma resposta pro-inflamatéria que
desencadeia que as células T induzam células T Brucella-especificas (CD4", CD8+
citotéxicas e outras). As CD4" expressam IFN-y e outros fatores que consegue controlar a
infeccdo mediante a inativacdo do macrdéfago e a expressdo do Complexo Principal de
Histocompatibilidade MHC-II que a sua vez melhora apresentagdo do antigeno as células T.
A bactéria metabolicamente ativa através de suas lipoproteinas de membrana como a Omp19,
e pela via TLR2 (Toll-like receptors (TLRs)) induzem secrecdo de IL6 que incrementam a
transcricdo de reguladores negativos para IFN-y (diminui sua producdo), inibem os mRNA
para a transcricdo de genes do MHC-II e reduz sua expressdo (BARRIONUEVO &
GIAMBARTOLOMEI, 2019). No final se reduz a apresentacdo de antigenos de Brucella spp.
as células T CD8" citotoxicas, causando uma diminuicdo em sua funcionalidade e permitindo
que elas escapem e estabelecam uma infeccdo cronica (BARRIONUEVO &
GIAMBARTOLOMEI, 2019).

As espécies do género Brucella se replicam em fagdcitos profissionais e nao
profissionais sem afetar a viabilidade celular. O patégeno, consegue desativar a apoptose
celular, e praticamente torna a célula imortal, permitindo sua prépria sobrevivéncia. Porém o
termo “erradicacdo microbioldgica” é questiondvel para a Brucella spp. (VRIONI et al.,
2008).

1.5. Epidemiologia da Bruceloses em animais

1.5.1. Distribuicao geografica da doenca

No mundo, B. abortus é identificado como sendo responsavel por mais de 80% da
brucelose bovina. Desta espécie, atualmente oito biovares sdo conhecidos 1-6, 7 e 9 que
apresentam variacdes principalmente em sua distribuicdo geografica com importancia
epidemioldgica (NAVARRO et al., 2002). B. abortus € encontrado em todo o mundo em
regibes de pecuaria, exceto no Japdo, Canada, alguns paises europeus, Australia, Nova
Zelandia e Israel, onde foi erradicado. No 2008 foi declarado a eliminagcdo da brucelose em
bovinos nos Estados Unidos. Atualmente, o alce (Cervus elaphus nelsoni) e o bisdo (Bison
bison) da area metropolitana de Yellowstone, sdo os Unicos hospedeiros reservatorios de B.
abortus no pais (AUNE ET AL., 2012; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2017; CROSS et al.,, 2013; ZHELUDKOV & TSIRELSON, 2010). Na
Ameérica Latina a doenca esta presente em todos os paises, alguns como México e Peru com
prevaléncias muito altas (> 10%) e outros como Uruguai, cuja prevaléncia é muito baixa (<
0,5%), mas ainda ocorrem surtos isolados (SAMARTINO & EDDI, 2010). Os biovares de B.
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abortus conhecidos na América Latina sdo 1, 2, 3, 4 e 6 (LUCERO et al., 2008). Na
Coldmbia, apenas o biovar-1 foi relatado, no entanto, uma investigagéo recente descreveu o
primeiro isolamento do biovar 4 (PACHECO-MONTEALEGRE et al., 2017), que ainda nao
foi confirmado pela autoridade sanitaria oficial. Na Colémbia as perdas econémicas devido a
infeccéo por B. abortus pode atingir até $ 2,300 US por animal/ano (ARENAS & MORENO,
2016). Os resultados descritos neste estudo sdo consistentes com relatdrios de perda
estimativas economicas do ICA, que variou entre $ 1,000 e 3,000 US por animal/ano,
dependendo do sistema de producdo (OVIEDO-PASTRANA et al., 2017).

B. melitensis é particularmente comum no Mediterraneo, também ocorre no Oriente
Médio, Asia Central, ao redor do Golfo Pérsico e em alguns paises da América Central. Este
organismo foi relatado na Africa e na India, mas ndo parece ser endémico no norte da Europa,
América do Norte (exceto México), sudeste da Asia, Australia ou Nova Zelandia. Houve
relatos de incidéncia anual de até 78 casos por 100.000 pessoas no Mediterraneo e no Oriente
Meédio. Em alguns paises onde os animais sdo controlados, como o sul da Europa, incidéncia
de 77 casos por 100.000 pessoas sdo relatados anualmente. Uma taxa de soroprevaléncia de
20% foi identificada na Peninsula Arabica, com mais de 2% tendo brucelose ativa.
Aproximadamente 100 a 200 casos por ano sdo relatados nos EUA, a maioria deles na
California e no Texas em associagdo com o consumo de queijos ndo pasteurizados
(CARDENAS et al., 2019a; MORENO, 2002). Na Colémbia apesar de considerar inexistente
a presenca de B. melitensis foi recentemente confirmado um caso de infeccdo numa mulher
gravida de 17 anos da zona rural do Cauca (MONDRAGON-LENIS et al., 2020)

B. suis, apresenta cinco biovars identificados. Os biovares 1 e 3 séo considerados de
distribuicdo mundial, enquanto os outros tém distribuicdo geogréafica limitada. B. suis biovar 1
se estabeleceu no gado do Brasil e da Coldmbia. B. suis biovar 2 é encontrado principalmente
na Europa e é enzo6tico em lebres selvagens, o que representa um problema quando o0s suinos
tém contato direto com essa populacdo infectada. B. suis biovar 2 também ocorre em javalis
em grande parte da Europa. B. suis biovar 4 esta limitada as regides articas da América do
Norte e Russia. B. suis biovar 5 (brucelose murina) ocorre nos estados pds-soviéticos.
Brucella suis foi erradicada de porcos domesticados nos EUA, Canada, muitos paises
europeus e outras nacdes. No entanto, persiste em populacdes de suinos selvagens em
algumas éreas, incluindo os EUA, Europa e Australia (ZHELUDKOV & TSIRELSON,
2010). Surtos esporadicos sdo relatados em rebanhos domesticados ou humanos devido a
transmissdo desta fonte (CENTER FOR FOOD SECURITY AND PUBLIC HEALTH, 2018).
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Por motivos religiosos no consumo de suinos, hd baixas taxas de incidéncia no Oriente
Médio, Norte da Africa e india.

B. canis provavelmente ocorre em quase todo o mundo; entretanto, a Nova Zelandia e
a Australia parecem estar livres desse organismo. A prevaléncia da infeccdo é desconhecida,
embora pesquisas sorologicas de B. canis tenham encontrado taxas de 1 a 19% nos EUA, até
28% no México e 30% na Ameérica Central e do Sul. As infeccdes humanas por B. canis
parecem ser incomuns, mas tem sido relatadas (CENTER FOR FOOD SECURITY AND
PUBLIC HEALTH, 2018).

A bactérias parecem ser comuns em mamiferos marinhos. Duas espécies foram
reconhecidas até 0 momento: B. ceti, que circula principalmente em cetaceos (baleias, botos e
golfinhos), e B pinnipedialis, que infecta principalmente pinipedes (focas, lebes marinhos e
morsas). Esses organismos parecem infectar muitos animais sem causar sinais clinicos, no
entanto, as infec¢bes também foram associadas a perdas reprodutivas, meningoencefalite,
orquite, artrite, discopondilite, abscessos subcutaneos e outras sindromes. A grande maioria
dos casos clinicos foram causados por Brucella ceti. Existem preocupacdes sobre os efeitos da
brucelose em mamiferos marinhos ameacados além de parecerem ser capazes de infectar
alguns mamiferos terrestres. Animais com cultura positiva ou soropositivos foram
encontrados no Oceano Atlantico Norte, no Mar Mediterraneo e no Artico, incluindo o Mar
de Barents. Animais infectados ou expostos também foram encontrados ao longo das costas
do Atlantico e Pacifico da América do Norte, nas costas do Peru, Australia, Nova Zelandia e
Havai; e nas Ilhas Salomdo e na Antartica. Casos clinicos foram relatados em humanos,
incluindo quatro casos em pessoas que ndo tiveram exposicao aparente a mamiferos marinhos
e podem ter sido expostos através do ambiente ou frutos do mar mal cozidos (THE CENTER
FOR FOOD SECURITY & PUBLIC HEALTH, 2018).

1.5.2. Sinais clinicos

Os sinais caracteristicos, mas ndo especificos, da brucelose na maioria dos hospedeiros
animais séo aborto ou partos prematuros e placenta retida (WORLD ORGANIZATION FOR
ANIMAL HEALTH, 2018). A interferéncia na fertilidade é geralmente temporaria e a
maioria dos animais infectados aborta apenas uma vez e alguns animais ndo sdo afetados
(POESTER et al., 2013). Em outras espécies, 0s higromas e abcessos sdo 0s principais sinais
clinicos. O Ubere costuma estar permanentemente infectado com ejeccdo de bactérias no leite
e ocorre uma reagdo inflamatodria intersticial leve na glandula mamaria (mastites intersticiais),

especialmente no caso de vacas, cabras, e camelos situacdo de importancia para a saude
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publica. (BERCOVICH, 1998; EWALT et al., 1997; MIRANDA et al., 2016; PACHECO,
2007).

Infeccbes em ovelhas resultam em orquite ou epididimite no caso de B. melitensis e B. ovis.
Em cabras, bovinos, suinos e cédes, complicacdes semelhantes podem ocorrer apds a infeccéo
por B. melitensis, B. abortus, B. suis e B. canis, respectivamente. A artrite também pode ser
um sinal em ovelhas e cabras infectadas com B. melitensis. A anormalidade mais comum
associada a brucelose em cavalos é a bursite supurativa, uma inflamacéo do tecido conjuntivo
cheia de pus nos ombros ou na nuca (ABO-SHEHADA, 2009; CENTER FOR FOOD
SECURITY & PUBLIC HEALTH, 2018). Os sinais clinicos de brucelose em camelos
parecem ser muito raros (CORBEL, 1997; CORBEL, 2006).

B. suis, 0 agente etiologico da brucelose suina, consiste em 5 biovares, sendo o biovar
2 raramente zoondtico, entre tanto os biovares 1 e 3 sdo extremamente patogénicos. A estreita
relagcdo entre B. canis e B. suis permitiu que o B. suis ressurgisse recentemente entre cées,
causando graves problemas reprodutivos em cdes e riscos a salde de seres humanos em
contato com cédes doentes (EL-SAYED & AWAD, 2018). Brucella suis biovar 1 pode
naturalmente infectar bovinos, o organismo pode ser derramado no leite e até por dois anos
sendo um risco potencial para a saude das pessoas (EWALT et al., 1997). Os Bovinos ,
cavalos, ovelhas e veados em contato podem ter infeccéo por B. suis (EL-SAYED & AWAD,
2018)

Os cées sdo hospedes naturais de B. canis, mas também podem adquirir infec¢do por
B. abortus, B. melitensis ou B. suis de ruminantes ou suinos abortados, geralmente por
ingestdo material fetal ou placentario. Estes animais podem excretar as bactérias e se destacar
como potencial transportador, quando mantidos proximos a outros animais infectado e
inclusive ao homem (LUCERO et al., 2008)

B. neotomae foi isolado nos érgdos de ratos e mostrou-se patogénico para esses
animais. Foi considerada ha 60 anos uma bactéria ndo zoondtica e, portanto, sem risco de
humanos. No entanto todo o anélises do genoma de B. neotomae revelou que possui 0 mesmo
arsenal de viruléncia que as espécies do género Brucella classicas (VILLALOBOS-VINDAS
et al.,, 2017; WALDROP & SRIRANGANATHAN, 2019), seu potencial como patdgeno
humano foi confirmado com o isolamento de B. neotomae do liquido cefalorraquidiano de
dois pacientes, despertando um interesse renovado em compreender melhor sua
patogenicidade (VILLALOBOS-VINDAS et al., 2017).
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Em estudos experimentais foi demostrado que B. microti é altamente patogénico para
camundongos e leva a morte em uma dose de inoculagdo mais baixa, mais rapidamente do
que Brucella suis (JIMENEZ DE BAGUES et al., 2010; OUAHRANI-BETTACHE et al.,
2019). O risco potencial do surgimento de B. microti como patdgeno em humanos e na
pecuaria estd ligado aos seus reservatdrios de vida selvagem, com risco aumentado de
transmisséo direta ou indireta a0 homem. O Microtus arvalis de quem foi isolado B. microti
(HUBALEK et al., 2007; SCHOLZ et al., 2008b) é uma importante fonte de alimento para um
numero consideravel de predadores (incluindo corujas, raposas e javalis), ela pode
desempenhar um papel fundamental na disseminacdo da Brucella spp.. Assim mesmo o solo
também é um habitat de B. microti. Trabalhos adicionais serdo necessarios para identificar os
reservatorios naturais e modos de transmissdo de B. microti e investigar sua possivel
patogenicidade em animais criados na agricultura (OUAHRANI-BETTACHE et al., 2019).

1.5.3. Transmissao

A brucelose é uma doenga que afeta muitas espécies animais, mas principalmente aqueles
que produzem alimentos: ovelhas, cabras, bovinos e porcos e, em algumas espécies selvagens
como camelos, lebres, iaques e renas. Brucella spp. ndo tem estrita especificidade de
hospedeiro (ZHELUDKOV & TSIRELSON, 2010). A transmissdo de animal para animal
ocorre como resultado do grande nimero de organismos eliminados no meio ambiente. Cinco
das seis espécies classicas de Brucella spp. causam infecgdo e sinais clinicos em um ou mais
animais hospedeiros, e quatro deles também causam doencas humanas: B. melitensis, B. suis,
B. abortus e B. canis em ordem decrescente de patogenicidade (CORBEL, 1997; CORBEL,
2006). Os tipos recentemente reconhecidos associados a animais marinhos também podem ter
a capacidade de causar doengas em humanos (THE CENTER FOR FOOD SECURITY &
PUBLIC HEALTH, 2018).

A pecuéria mista permite melhorar a transmissdo entre espécies para hospedeiros nao
preferidos. A transmissdo cruzada de espécies do género Brucella para hospedeiros
periféricos complica muito o diagnostico de brucelose em animais e humanos (SALEEM,
2019).

Brucella spp. sdo adquiridos por ingestdo, inalagéo, inoculagdo conjuntival, e pelo contacto
da pele ou fomites contaminados (WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH,
2018). Uma fonte significativa de infeccdo por Brucella spp. sdo animais que excretam o
organismo, as bactérias sdo encontradas em tecidos e fluidos associados a gravidez, o Ubere e
os ganglios linfaticos que drenam as areas relevantes (CORBEL, 1997;. CORBEL, 2006). Um
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Utero gravido sustenta ao microrganismo (BERCOVICH, 1998). A transmissdo geralmente
ocorre por contato com a placenta, feto, fluidos fetais e secrecdes vaginais infectados,
porquanto 0s animais sdo maiormente infecciosos ap6s um aborto ou parto a termo, no qual
uma placenta altamente colonizada pode conter até 10** UFC por gramo de tecido (ATLURI
et al., 2011). No entanto, se ndo gravidas, esses animais podem permanecer assintomaticos,
sem sinais clinicos ou patoldgicos evidentes, mas ainda eliminam a bactéria por meio de
secrecdes (BERCOVICH, 1998). Espécies do género Brucella também foram detectadas em
outras secrecdes e excrecOes, incluindo leite, urina, fezes, fluidos de higroma, saliva e
secrecOes nasais e oculares. Na maioria dos casos, essas fontes parecem ser relativamente sem
importancia na transmissdo; no entanto, alguns podem ajudar a explicar a transmissdo nao
venérea direta entre animais (XAVIER et al., 2009).

A gravidade da doenca depende de muitos fatores, como vacinacdo, idade, sexo e manejo.
Os abortos sdo mais prevalentes em animais ndo vacinados e o numero de organismos
eliminados sdo muito maiores (CORBEL, 1997; CORBEL, 2006).

As bacteremias persistentes sdo comuns nos suinos e cdes. Em outras espécies animais, a
bacteremia ocorre durante o curso da infeccdo, mas geralmente é intermitente e de curta
duracdo (CORBEL, 1997; CORBEL, 2006).

1.5.4. Sobrevivéncia

Brucella spp. pode sobreviver por longos periodos em po, esterco, 18, feno, agua,
chorume, fetos abortados, solo, carne e leite fresca ou produtos lacteos sem processos de
pasteurizacdo. A duracdo precisa da sobrevivéncia depende de muitas varidveis, como a
natureza do substrato, nimero de organismos, temperatura, umidade, pH, luz solar, presenca
de outras substancias microbianas (CENTER FOR FOOD SECURITY AND PUBLIC
HEALTH, 2018; CORBEL, 2006).

Em rebanhos em que a brucelose é adquirida por inalacdo, pode ser resultado da
exposi¢do a poeira ou esterco seco contaminado, alem da ingestdo de fontes de agua
contaminadas por animais abortados ou pelo escoamento da agua da chuva em areas
contaminadas (CORBEL, 2006). B. abortus pode sobreviver até cinco horas sob luz solar
direta, cinco dias na urina, trés meses em solo contaminado ou no feno mantido em condicGes
umidas e até nove meses no feto, se forem mantidos em condigdes de umidade (XAVIER et
al., 2009). Brucella spp. tem capacidade de utilizar metabolicamente moléculas de origem
vegetal, como por exemplo B. suis, que tem a capacidade de usar compostos derivados de

plantas através de uma via beta-cetoadipato e uma via homoprotocatecate, codificada em Chr
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I1. Essas vias metabdlicas s&o amplamente distribuidas entre varios microrganismos do solo e
desempenham um papel central no processamento e degradacdo de compostos aromaticos
derivados de plantas (PAULSEN et al., 2002)

Assim, uma boa higiene é essencial no momento do aborto ou parto, sendo que
qualquer desinfetante comum elimina a presenca de Brucella spp. Todos os materiais
contaminados devem ser desinfectados além do feto morto, devendo ser enterrado ou
gueimado. (ROBINSON, 2003a).

1.6. Infecdo na fémea e progénie

Nas infec¢des naturais, € dificil medir o periodo de incubacdo (desde o momento da
infeccdo até os primeiros sintomas), pois ndo é possivel determinar o0 momento da infeccdo
qgue pode mudar de acordo com fatores como a viruléncia, a dose da bactéria, a via de
infeccdo e a suscetibilidade do animal (ACHA & SZYFRES, 2005). O periodo de incubacéo
da brucelose em bovinos e outros animais é bastante variavel, cerca de 2 semanas a 1 ano e é
inversamente proporcional ao desenvolvimento fetal: quanto mais avangada a gravidez, menor
é 0 periodo de incubacdo. Quando o aborto é o primeiro sinal observado, o periodo minimo de
incubacdo € de aproximadamente 30 dias. Alguns animais abortam antes de desenvolver uma
reacdo positiva ao teste de diagnodstico. Outros animais infectados nunca abortam e,
geralmente, desenvolvem uma reagdo positiva ao teste diagndstico dentro de 30 a 60 dias ap6s
a infeccdo, embora alguns possam ndo desenvolver uma reacdo positiva por varios meses a
mais de um ano (JIM QUIGLEY, 2005). O aborto pode ocorrer dentro de 2 semanas ou até 5
meses apos a infeccdo, mas a gravidez pode terminar também com um bezerro natimorto ou
fraco. Néo existe cura para a brucelose em animais e ndo é permitido o tratamento, sendo a
Unica medida de controle o abate dos animais positivos (WORLD ORGANIZATION FOR
ANIMAL HEALTH, 2018). Ocasionalmente, os animais podem se recuperar ap0s um
periodo, mas permanecem atuando como fontes perigosas de infeccdo para outros animais e
para 0 homem (JIM QUIGLEY, 2005).

A brucelose em bovinos geralmente causa abortos no terceiro trimestre de gestagéo,
guando o gado é exposto ao organismo infeccioso. As fémeas gravidas ndo apresentam
sintomas clinicos até o final da gestagdo ou até que tenham parido ou abortado e, se infectadas
antes da procriagdo, frequentemente ndo abortam (ACHA & SZYFRES, 2005; CORBEL,
2006; ROBINSON, 2003b). Os trofoblastos sdo consideradas a célula alvo primaria para
invasdo e multiplicacdo de B. abortus na placenta (XAVIER et al., 2009). O aborto devido a

B. abortus depende da gravidade e distribuicdo de lesdes carunculares, que causam privacao
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fetal de oxigénio e nutrientes (LOPEZ et al., 1984; XAVIER et al., 2009). Frequentemente, as
placentas ficam retidas e ocorre a diminuicdo da producdo de leite, as gestacOes subsequentes
sdo normais, apés um periodo de esterilidade temporaria. Apenas 5% das fémeas abortadas
apresentam esterilidade residual (XAVIER et al., 2009). A maioria das vacas eliminara os
organismos no leite e nas secre¢des uterinas apos a infeccdo (ACHA & SZYFRES, 2005;
CORBEL, 2006; ROBINSON, 2003b). Por enquanto a maior chance da brucelose se espalhar
num rebanho ocorre no momento do aborto ou parto de um animal infectado e, como medida
de prevencao, o animal deve ser isolado por pelo menos quatro dias, de preferéncia até cessar
todas as descargas infecciosas (CORBEL, 2006; XAVIER et al., 2009).

A infeccdo fetal resulta da aspiracdo de liquido amnidtico contendo B. abortus, um
processo exacerbado pela anoxia secundaria a placentite. Apds invasdo através trato
respiratorio, pode ocorrer bacteremia e alastramendo da bactéria no organismo para outros
0rgdos (LOPEZ et al., 1984). A infeccdo latente pode se desenvolver em alguns bezerros
expostos a B. abortus no Utero ou no inicio da vida dos bezerros que ingeriram colostro ou
leite infectado, que pode ser ejetado intermitentemente do Ubere por varios meses apds o parto
(BERCOVICH, 1998;. CORBEL, 2006; ROBINSON, 2003b). Esses bezerros constituem um
risco para os rebanhos livres de bruceloses, se forem utilizados para substituir o
melhoramento genético (BERCOVICH, 1998; POESTER et al., 2013).

Os bezerros infectados podem contaminar pastagens por até um més apds serem
desmamados da fonte de leite infectado, passando o microrganismo pelas fezes e
contaminando o meio ambiente (AKHTAR & MIRZA, 1995; FAO/WHO/OIE, 2001).
Estudos registraram taxa relativas de soroconversao na progénie de fémeas soropositivas entre
10 - 26.4%, e varia, dependendo das boas praticas de manejo na pecudria (AKHTAR &
MIRZA, 1995; ROBINSON, 2003a). Bezerros de fémeas infectadas devem ser abatidas e
todos os outros devem ser alimentados com leite de vacas sem a bactéria, para evitar infeccdo
cruzada (AKHTAR & MIRZA, 1995).

As novilhas podem néo reagir sorologicamente ao antigeno Brucella spp. até a primeira
gravidez ou ndo apresentar sinais de brucelose por anos. As novilhas tém pouca vigilancia
devido as restri¢fes da idade para as provas soroldgicas em paises que tem vacinacao. Fémeas
vacinadas quando pequenas ndao devem ser testadas até os 24 meses porque podem apresentar
titulos vacinais (INSTITUTO COLOMBIANO AGROPECUA&RIO, 2020a).
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1.7. Papel do macho

Em touros, as Brucella spp. podem ficar localizadas nos testiculos e 6rgdos genitais
adjacentes, e causar epididimite e orquite. Quando a doenca clinica é evidente, um ou ambos
os testiculos podem aumentar de tamanho, com diminuicéo da libido e infertilidade. As vezes,
um testiculo pode atrofiar devido a aderéncias e fibrose. A vesiculite seminal e a ampulite séo
comuns. Ocasionalmente, higromas e artrite sdo observados em bovinos (ACHA &
SZYFRES, 2005).

A importancia da transmissdo venérea varia de acordo com a espécie do género
Brucella. Esta via é a principal forma de transmissdo de B. ovis, B. suis e B. canis, sendo
também uma rota para B. abortus e B. melitensis (CORBEL, 2006). Touros podem
permanecer funcionalmente fértil, mas com derramamento de organismos de Brucella spp.
através do sémen durante a fase aguda da doenca (CORBEL, 2006). O derramamento, no
entanto, pode cessar ou se tornar intermitente na fase crénica. Antigamente pensava-se que a
disseminacdo da brucelose dependia no modo como um touro infectado era utilizado e,
poderia ndo espalhar a infeccdo porque o sémen nao foi depositado no Gtero, e o pH da vagina
poderia impedir a sobrevivéncia da bactéria (BERCOVICH, 1998). Mas essa suposi¢do foi
revalidada. A transmissdo sexual pelo uso do touro ou o uso da inseminacdo artificial
geralmente desempenha pouco papel na epidemiologia da bruceloses, mas podem sim
transmitir a doenca e ser fonte de infeccdo para um rebanho livre, porém os touros devem ser
testados como livre de infec¢do (BERCOVICH, 1998; CORBEL, 2006).

De acordo com as recomendacgdes do cddigo terrestre OIE para as importacdes de
sémen, deve-se ter um certificado veterinario internacional que demonstre que 0s animais
coletados: 1) ndo manifestaram sintomas de infecdo por Brucella spp. no dia da coleta do
sémen; 2) ndo estdo vacinados contra Brucella spp; 3) permaneceram num rebanho livres de
infecdo por Brucella spp. e 4) tiveram resultado negativo nas provas soroldgicas feitas cada
seis meses (ORGANIZACION MUNDIAL DE SANIDAD ANIMAL, 2019).

1.8. Hospedeiros Erraticos ou Reservatorios?

A infecgdo de hospedeiros inespecificos amplia a gama de hospedeiros de Brucella spp. e
desempenha um papel significativo na sua distribuicdo global (WARETH et al., 2020). Por
exemplo, uma certa importancia na epizootia e epidemia da brucelose pode ser atribuida a
animais sinantrépicos e selvagens exoantropicos que habitam instalacdes do gado, fazendas
ou pastagens, tais como cées, bufalos, hares, ratos, raposas, arminhos, lemingues, passarinhos

e peixes. Eles podem ser infectados devido ao contato proximo enquanto moram na mesma
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area ou pode ser indicativo de uma alta contaminacdo na natureza. (ZHELUDKOV &
TSIRELSON, 2010).

Os seres humanos também podem ser infectados por contato direto ou consumo de tecidos
de espécies ndo ruminantes infectadas (EL-TRAS et al., 2010). Ja foram encontrados peixes
gato infectados com B. melitensis bv 3, em pequenos afluentes dos canais do Nilo na regido
do Delta do Nilo (EL-TRAS et al., 2010). Especula-se que o descarte de residuos de animais
(carcagas, leite, material abortado e parto) no Nilo desempenha um papel importante na
transmissdo de Brucella spp. e é a razdo da alta incidéncia nessas regifes. Assim mesmo B.
melitensis bv 3 foi isolado de ratos, sendo este um fato interessante que deve ser investigado
mais adiante no futuro.

Existem muitos fatores de risco envolvidos na brucelose. Entre esses fatores, 0s
ectoparasitas, particularmente os carrapatos, sdo vetores importantes que nao receberam muito
atencdo dos epidemiologistas que investigaram a doenga (SALEEM, 2019). Experimentos
mostraram que alguns Ixodideos e carrapatos Argasides podem ser infectados com Brucella
em qualquer fase do seu desenvolvimento, podendo transmitir o patdgeno para 0s animais
durante a sugacdo de sangue (IQBAL, 1997). O papel dos carrapatos como vetores ou
reservatorios de Brucella spp. foi especulado e a suscetibilidade de carrapatos a bactéria foi
comprovada, sendo detectada a infeccdo pelas espécies B. abortus em Hyalomma.
marginatum e Dermacentor nuttali parasitando o gado em Moscou (PRITULIN, 1954). Da
mesma forma, Brucella spp. foi isolado de Dermacentor marginatus e Dermacentor pictus
(GUDOSHNIK, 1958) e sua transmissdo foi observada de forma transovariana e translavaria
em D. marginatus, (WANG et al., 2018). Os membros do género Boophilus também podem
atuar como vetores de brucelose na natureza (HOSSEINI-CHEGENI et al., 2017). Estes fatos
fornecem evidéncias de que os artrépodes parasitos podem ser considerados possiveis
reservatorios de infeccdo por brucelose, mas ainda sdo necessarios mais estudos para
confirmar o real papel dos carrapatos como vetor ou reservatdrios de espécies especificas de
Brucella (HOSSEINI-CHEGENI et al., 2017).

Em mamiferos marinhos, os parasitos pulmonares também devem ser considerados
como um meio potencial de transferéncia de infeccdo de Brucella spp. Alguns resultados de
pesquisas tem demostrado a transmissé@o de brucelose a pinipedes por nematodeos pulmonares
do género Parafilaroides infectados (DAWSON et al., 2008; GARNER et al., 1997).
Destacasse as implicacdes zoondticas para humanos expostos a mamiferos marinhos por meio

de ocupagéo, alimentagdo ou 6cio (DAWSON et al., 2008).
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Anticorpos anti-Brucella ja foram detectados em diferentes espécies de aves usando
ferramentas de diagndstico soroldgicas classicas. A infecgdo experimental de embrides de
galinha induziu a doenca e resultou no desenvolvimento de lesBes especificas. No entanto, o
isolamento de Brucella spp. de aves infectadas naturalmente ainda ndo foi possivel
(ONUNKWO et al., 2018; WARETH et al., 20153 WARETH ET AL., 2020).

H& uma necessidade urgente de um programa de monitoramento e controle contra a
brucelose nestas areas de estudo, usando uma abordagem coordenada de “Sadde Unica”,
levando em consideracdo as consequéncias econdmicas e de saude publica em relacdo a
brucelose em hospedeiros inespecificos.

1.9. Medidas de prevencao na pecuaria

Poucos estudos tém calculado a taxa de transmissdo do agente etioldgico da brucelose no
gado. De acordo com modelos epidemiolégicos, numa regido de gado leiteiro na China, a taxa
de transmissdo (Ro) da brucelose, foi calculado em Ro = 1.19 para o periodo entre 1987 e
1998 e um Ro = 2.1 para o periodo entre 1998 e 2005., o que reflexa o incremento da
velocidade de transmissdo ao longo dos anos. As medidas de descarte sdo as mais sensiveis
em termos de Ro, além do impacto da limpeza e desinfec¢do da fazenda, embora dependa do
nimero total de bactérias emitidas no ambiente. O estoque permanente do gado sem
repovoamento também e uma boa medida, ja que a introducdo de gado novo pde em risco de
introducdo e transmisséo da doenca. Segundo este modelo, quando s&o combinados descarte
de animais, limpeza e desinfec¢do e controle da introducdo de novos animais se chega a uma
forma eficiente de controle da doenca (NIE et al., 2014).

1.10. Vacinagéo para bruceloses bovina

As vacinas da cepa lisa (S) B19 e da cepa aspera (R) RB51 sdo utilizadas na pecuéria
como uma ferramenta de controle epidemiolégico e prevencdo da zoonose. (WORLD
ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2018). No entanto, ainda ndo tem sido
desenhada a vacina perfeita e as duas vacinas tém vantagens e desvantagens: A cepa vacinal
B19 é a mais usada nos programas de controle em varios paises e € a Unica usada com sucesso
na erradicacdo da bruceloses nos paises livres (MORIYON et al., 2004). Mas as vacinas vivas
modificadas de B. abortus (RB51) s&o altamente eficazes na reducdo das perdas na producao,
causadas pela brucelose, visto que o aborto é a chave para a transmissdo da brucelose em
bovinos, uma vacina que possa prevenir o aborto com eficacia € capaz de reduzir a
transmissdo da doenca e reduzir em grande parte as perdas econdmicas causadas pela doenga
(DORNELES et al., 2015)
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Como desvantagens a cepa RB51 é resistente a rifampicina, um antibiético usado no
tratamento da brucelose humana, as cepas B19 e RB51 sdo virulentas para humanos e em
alguns casos, podem eliminar a cepas da vacina pelo leite (COSSABOOM et al., 2018;
MIRANDA et al., 2016). Finalmente, alguns anticorpos produzidos por bovinos vacinados
podem ser detectados em testes soroldgicos e dar um resultado falso positivo (NATIONAL
COUNCIL OF STATE LEGISLATURES, 2018; WORLD ORGANIZATION FOR
ANIMAL HEALTH, 2018).

Na Colémbia adotou as duas vacinas B19 e RB51 para a imunizacdo contra a brucelose de
fémeas entre trés e nove meses de idade. Animais vacinados nesta faixa etaria com cepa RB51
precisaram de reforgo entre 9 e 15 meses de idade, realizado exclusivamente com a cepa
RB51. Animais vacinados com cepa B19 nédo precisaram do reforco. Nenhuma dessas vacinas
pode ser usada para a vacinagdo de machos (INSTITUTO COLOMBIANO
AGROPECUARIO, 2020a).

1.10.1. Cepa vacinal B19

A cepa mais comumente usada para vacinar gado € B. abortus B19, uma cepa
espontanea atenuada descoberta por Dr. Jhon Buck em 1923. Foi originalmente isolado do
leite de um animal infectado com uma cepa virulenta, mas foi atenuada por uma mutagéo
espontanea e desconhecida durante sua cultura no laboratério. Ainda sdo desconhecidos os
mecanismos moleculares e celulares que ocasionam a perda de viruléncia (CRASTA et al.,
2008). Um estudo recente identificou mutacbes em 24 genes de B. abortus B19 em relacdo a
B. abortus cepa de campo que podem explicar sua perda de viruléncia. Entre esses 24 genes,
algumas proteinas codificadas envolvidas no metabolismo do eritritol e lipidico (HAAG et al.,
2010; RODRIGUEZ et al., 2012).

A cepa B19 é uma cepa lisa, e expressa o0 antigeno O do LPS que confere imunidade de
longa duracdo. Apesar de ser atenuada, € sorologicamente indistinguivel das cepas virulentas
e induzem anticorpos contra O-PS duraveis, que podem ser dificeis de distinguir daqueles
resultantes de infeccdo e podem produzir um resultado sorologico falso-positivo e, portanto,
podem complicar o diagnoéstico, quando aplicada fora da faixa etaria preconizada ou em
animais testados antes dos 24 meses de idade (BECKETT & MACDIARMID, 1985;
NIELSEN, 2002; PADILLA POESTER et al., 2010). Antes do desenvolvimento dos ensaios
de ligacdo priméria, a distingdo soroldgica da cepa B19 ndo era facil. Isso levou a inimeros
dilemas de diagndstico e a quarentena ou sacrificio de muitos animais ndo infectados. Esses

problemas foram amplamente superados com o desenvolvimento de imunoensaios
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enzimaticos competitivos (CELISA) e um ensaio de polariza¢do de fluorescéncia (FPA), que
eliminou quase todos os anticorpos vacinais residuais (GALL & NIELSEN, 2004; NIELSEN,
2002, 2000).

Atualmente existe no mercado uma vacina B19 ocular, que garante seguridade e
suficiéncia, que pode ser usado com sucesso no teste e programas de erradicacdo baseados no
abate, quando aplicado em novilhas jovens de reposicdo e em vacas adultas, como ferramenta
profilatica para controlar a doenca em éareas endémicas e combinadas com métodos de
diagnostico adequados (“PREVENTING WITH EXPERTS DISEASES SUCH AS
BRUCELLOSIS FOR A HEALTHIER WORLD,” N.D.).

A eficécia das vacinas e a producdo de anticorpos com a cepa B19, depende amplamente
da idade do animal no momento da vacinacdo, da dose e da via em que a vacina €
administrada, além da prevaléncia de brucelose no rebanho. Segundo alguns estudos, apos a
vacinacdo o animal ficara protegido contra a brucelose por varios anos, podendo se estender
até o quinto parto da fémea (WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2018).
Em geral, ap0s a vacinagdo do bezerro, antigenos de B19 ndo persistem no trato reprodutivo
de novilhas maduras e ndo causa aborto nesses animais (DORNELES et al., 2015).

B. abortus cepa B19 séo virulentos para humanos e ndo é completamente avirulento para
vacas gerando abortos em uma pequena porcentagem (<2,5%) de vacas imunizadas e orquite
em touros. As cepas vacinais de B. abortus B19 também foram associadas & artropatia,
guando complexos imunes contendo o antigeno B19 foram encontrados nas articulacbes de
bovinos livres de brucelose, mas vacinados (World Organization for Animal Health, 2018).

1.10.2. Cepa vacinal RB51

A cepa RB51 é um mutante rugoso espontaneo derivado da cepa lisa e virulenta de B.
abortus 2308, ap6s uma série de passagens em meios seletivos contendo doses sub-inibitorias
de rifampicina e penicilina (MIRANDA et al., 2016; SAMARTINO et al., 2000; SCHURIG
etal., 1991).

Em animais foi observado que esta cepa pode causar placentite, endometrite e infeccdo
fetal em fémeas vacinadas durante o periodo de gravidez. No gado vacinado pode ocorrer, em
alguns casos, ejecdo da cepa da vacina pelo leite (COSSABOOM et al., 2018; DADAR et al.,
2019). Os animais vacinados com RB51 mostraram maior resisténcia a infeccdo e uma
diminuicdo da incidéncia de aborto (SCHURIG et al., 1991), mas sua rapida eliminacdo pode

resultar em estimulagdo antigénica insuficiente (MORIYON et al., 2004). A cepa vacinal
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RB51 também exibe perda de viruléncia e ndo pode se replicar dentro dos macrofagos
(SCHURIG et al., 1991)

Projetada para ndo interferir no sorodiagndstico, ha uma opinido forte de que o0s
anticorpos nao desempenham um papel na sorologia de animais vacinados com cepas rugosas,
ja que estas cepas RB51 ndo contém O-PS em sua superficie celular, embora agora se
conhecesse, possuem quantidades minimas de O-PS que podem detectar-se (SCHURIG et al.,
1991), mas ainda faltam dados experimentais bem definidos a esse respeito (MORIYON et
al., 2004). Estudos ja& demostraram interferéncia da vacina RB51 no ensaio de
imunocromatografia € no ELISA indireto de imunoglobulina G (iELISA), mas ndo no teste
Rosa Bengala (RBT) (GUSI et al., 2019; POESTER et al., 2000).

A cepa RB51 estd sendo cada vez mais utilizada em relacdo a B19 em alguns paises,
mas sua eficacia é controvérsia (SCHURIG et al., 1991). Alguns experimentos encontraram
boa protecdo em bovinos adultos vacinados e um melhor desempenho para protecdo de
bezerro em relacdo a B19. Experimentos controlados em bezerros, entretanto, mostraram que
doses reduzidas de RB51 sdo ineficazes e doses completas apenas parcialmente eficazes em
relacdo a B19 contra desafios severos. Além disso, outras observac@es sugerem que RB51 é
ineficaz quando existe uma alta prevaléncia da doenca (MORIYON et al., 2004).

1.10.3. Reverséo para viruléncia

As vacinas B. abortus da cepa B19, preparadas a partir do estoque de cepas de fontes
apropriadas, sdo estaveis em caracteristicas e ndo demonstram tendéncia a reversdo para
viruléncia, desde que sejam cumpridos os requisitos de controle do processo de producédo
(DORNELES & TEIXEIRA, 2018). Assim mesmo, as vacinas B. abortus RB51 néo
demonstrarem tendéncia reverter-se em organismos lisos virulentos apds muitas passagens in
vitro e in vivo. Provavelmente, isso se deve a natureza e ao local das mutacdes encontradas
nessa cepa. Mas a cepa RB51, ainda tem mutacdes desconhecidas devido a um gene wboA
(gene putativo da glicosil-tranferase) que carrega uma insercdo 1S711 que acumula baixas
quantidades de O-PS e precisam ser melhormente estudadas. Embora o RB51 mostrou ser um
mutante rugoso estavel, mesmo apds mdltiplas passagens por culturas de laboratério e
animais infectados gado (SCHURIG et al., 1991).

1.11. Brucella spp. como agente bioterrorista

A Brucella spp. tornou-se um bom agente para armas biologicas pela sua relativa

estabilidade no aerossol, combinada com a baixa dose infecciosa (GREENFIELD et al., 2002;

PAPPAS et al., 2006). Este patogeno foi objeto de extensas pesquisas no passado e ainda
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pertence a categoria de patdgenos B na maioria das listas. Sua propensdo para transmisséo
aérea e inducdo de doencas cronicas debilitantes que requerem esquemas de antibioticos
combinados para tratamento, sua prevaléncia em todo o mundo e suas inespecificas
caracteristicas clinicas que desafiam o diagnostico clinico rapido sdo algumas das
caracteristicas que se aplicam as armas de patdgeno potencial. No entanto, a mortalidade
minima, disponibilidade de opg¢des de tratamento, periodo prolongado de inoculagdo e o
surgimento de novas armas potenciais mais virulentas significa que sua inclusdo entre os
agentes de bioterrorismo € hoje em dia de significado histérico (PAPPAS et al., 2006).

O trabalho cientifico necessario para compreender a viruléncia e a evolucgdo natural, assim
como as relagfes taxonomicas do género Brucella, se confronta com a ameaca de ser
consideradas agentes Bioterroristas. Por tanto, as pesquisas de Brucella spp. vem enfrentando
um grande problema de carga reguladora restritiva que ameaca a investigacdo e tem o
potencial de prevenir o progresso cientifico (FICHT, 2010).

1.12. Epidemiologia da Bruceloses em Humanos

Recentemente, as espécies do género Brucella foram designadas pela Organizacédo
Mundial da Saude (OMS) como agentes zoonéticos negligenciados, definidos como entidades
de doengas com a probabilidade de afetar uma populagdo com poucos recursos, com um perfil
politico subdesenvolvido e um investimento correspondentemente limitado por governos e
comunidades (MABLESON ET AL., 2014; WORLD HEALTH ORGANIZATION & PAN
AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2016). A verdadeira incidéncia de brucelose
humana é desconhecida podendo variar de < 0,01 a > 200 por 100.000 habitantes
(VILLALOBOS-ZUNIGA et al., 2011). Na América Latina, paises endémicos como Peru
tem incidéncia muito alta de infeccGes, mas outros paises relatam baixa incidéncia de
bruceloses humana, podendo estar associado aos baixos niveis de vigilancia (CORBEL,
1997).

Atualmente, ndo existem vacinas que possam prevenir a brucelose em humanos, por tanto,
somente o controle da brucelose em animais reduz drasticamente a incidéncia da doenga em
humana (RAHMAN et al., 2019; WORLD HEALTH ORGANIZATION AND PAN
AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2016). Os programas de controle e erradicacdo
da brucelose no mundo encontram-se baseados na realizacdo de testes sorologicos, eliminagéo
de animais positivos e vacinacdo, para atingir a diminuic¢do dos casos nos humanos (ROTH et
al., 2003).
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O aumento da prevaléncia de brucelose em reservatorios de animais cria um alto risco de
transmissdo em humanos (MORENO, 2014). As pessoas podem se tornar hospedeiras
acidentais de Brucella spp. pelo consumo de alimentos de origem animal sem processos
adequados de cozimento e pasteurizacdo (NEGRON et al., 2019). A brucelose é uma doenca
ocupacional que pode ser transmitida por contato direto com secrec¢des de animais infectados,
inoculacdo acidental durante programas de vacinagdo ou por transmissdo aérea ao vacinador,
veterinarios, laboratoristas, trabalhadores de matadouro e trabalhadores de campo
(HATCHER et al., 2018; PEREIRA et al., 2020; TRAXLER et al., 2013). Recentemente foi
relatado um surto de brucelose na China, onde o pessoal de laboratério adquiriu a doenca por
inalacdo e, além disso, a bactéria escapou do laboratorio e contaminou moradores préximos
(ZHANG et al., 2020). Portanto, erradicar a doenca tornou-se uma das principais metas dos
programas de saude publica em paises endémicos (WORLD HEALTH ORGANIZATION
&PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2016).

A transmissdo para humanos ocorre atraves de pele exposta a secrecdes de animais,
aerossois infectados, inoculacdo no saco conjuntival ou ingestdo de laticinios ndo
pasteurizados, principalmente leite e seus derivados. Os produtos a base de carne sdo menos
frequentemente associados a infec¢do, porque geralmente ndo sdo consumidos crus. A carne
geralmente contém baixa concentracfes de organismos de Brucella spp, mas o figado, rins,
baco, Ubere e testiculos podem conter concentra¢fes muito mais altas. Pratos consumidos crus
ou malcozidos apresentam um perigo potencial (CORBEL, 2006). A brucelose adquirida de
uma fonte de alimento contaminada pode afetar simultaneamente varios membros da familia
no mesmo tempo (GREENFIELD et al., 2002; NOVIELLO et al., 2004). As cepas de vacinas
animais (cepa B19 e cepa RB51) também podem causar doenca apds inoculacdo acidental
(HATCHER et al., 2018) ou pela excrecdo destas vacinas através da leite apds vacinacao
(COSSABOOM et al., 2018; DADAR et al., 2019; NEGRON et al., 2019).

Uma retrospectiva de 151 prontuarios medicos eletronicos relacionados com bruceloses
humana em trés grandes centros hospitalarios de Estados Unidos, entre 1° de janeiro, 2007 e 1
de junho de 2017 (Parkland Health e Hospital System, Clements University Hospital e
Children’s Medical Center), concluiu que os principais fatores de risco de bruceloses humana
estdo associados ao consumo de queijo ndo pasteurizado em 71% dos casos, a viagens
internacionais recentes em 54% dos casos, ao contato proximo com membros da familia com
brucelose em 36% dos casos, a nenhum fator de risco identificavel em 18% dos casos e a

exposicdo dos animais em 11% dos casos, um deles relacionado infec¢do por Brucella canis,
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relatado de um cuidador de um cdo que apresentou abortos espontaneos (HASSOUNEH et al.,
2019).

Na auséncia de uma associacdo direta com uma fonte alimentar ou com mamiferos
terrestres, fontes zoondticas ndo tradicionais de infeccdo podem estar envolvidas. O
isolamento de novos linhagens de Brucella sp., de animais marinhos (EWALT et al., 1994;
FOSTER et al., 1996; ROSS et al., 1994), amplia a faixa ecoldgica do género e seu escopo
como zoonose (BREW et al., 1999; MCDONALD et al., 2006; SOHN et al., 2003). Existem
quatro relatos de humanos infectados com cepas marinhas: um relatorio corresponde a uma
exposicdo laboral de um técnico de laboratério que apresentou sintomas consistentes de
brucelose enquanto trabalhava com uma cepa marinha (BREW et al., 1999); dois pacientes
origindrios do Peru com brucelose naturalmente adquirida e diagnosticados com
neurobrucelose e granulomas intracerebrais, foram confirmados por isolamento, PCR e
sequenciamento de DNA (SOHN et al., 2003) e um isolamento de um paciente da Nova
Zelandia que identificaram o isolado intimamente relacionado a uma cepa marinha isolada de
um golfinho-nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus) e focas comuns (Phoca vitulina)
(MCDONALD et al.,, 2006). As cepas de Brucella spp. marinhas destacam desafios
emergentes para o diagndstico e tratamento (THE CENTER FOR FOOD SECURITY &
PUBLIC HEALTH, 2018; WHATMORE et al., 2008).

A transmissdo de pessoa para pessoa € incomum, mas foram relatados casos nos quais
evidéncias sugerem contato pessoal (KATO et al., 2007). A transmissdo de maior potencial
ocorre atraves de doacdo de sangue ou transplante de tecido (CORBEL, 2006). Também
foram relatados transmissdo pelo consumo de leite materno (ARROYO CARRERA et al.,
2006).

Os casos em humanos podem ser um indicador util da presenca da doenca em populac6es
animais e podem ser a Unica fonte de informacdo para vigilancia sanitaria. E importante,
entretanto, determinar se a infeccdo foi adquirida localmente ou em outro lugar, ja que pode
ser considerada uma doenca relacionada a viagens a areas endémicas (CORBEL, 2006).
Assim mesmo, se produtos alimenticios estdo implicados, é fundamental estabelecer se estes
foram produzidos localmente ou importados (CORBEL, 1997, 2006).

Nas primeiras etapas da infeccdo os individuos apresentam bacteremia com um padrdo
continuo, o que faz que a Brucella spp. circulantes sejam facilmente detectaveis por
hemocultura. Ja na corrente sanguinea, 0 organismo viaja para se alojar em multiplos sistemas

e oOrgdos, especialmente nos que tem muito reticulo endotelial, como o figado, o baco, os
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sistemas esquelético e hematopoiético, onde podem causar doencas localizadas como
hepatites o artrites (YAGUPSKY & BARON, 2005). Se ndo tratada, a brucelose humana
crénica pode ser agravada com muitas manifestacdes patoldgicas em diferentes 6rgéos e,
eventualmente, pode causar a morte. A brucelose humana pode envolver quase todos os
sistemas e 6rgdos e ser diagnostico diferencial para uma ampla gama de doencas e sindromes.
Por exemplo, a manifestacdo cutanea ocorre entre 0 6-13% dos pacientes com brucelose e
inclui erupcdes cuténeas, papulas, Ulceras, abscesso, eritema, vasculite e paniculite
(MILIONIS et al., 2000; MUTNAL et al., 2007; TANYEL et al., 2008). Aproximadamente
10% de dois pacientes com histdrico de brucelose apresentam recaidas que ocorrem dentro de
um periodo de um ou dois anos apds a terapia antimicrobiana (VRIONI et al., 2008).
Inclusive existe um relatado de um paciente que apresentou brucelose em area endémica e
retornou ao processo infeccioso apos 28 anos (OGREDICI et al., 2010).
1.13. Diagndstico de Bruceloses na pecuaria

O diagnostico confiavel da brucelose na pecuaria é uma etapa fundamental para a
avaliacdo do quadro epidemioldgico e a implementacdo de medidas de saude publica
(WORLD HEALTH ORGANIZATION & PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION,
2016). Ao mesmo tempo, o diagndstico adequado pode ajudar a mitigar o impacto econémico
gerado pelo abate de animais infectados, os custos adicionais para recuperar um status livre de
brucelose, bem como o impacto socioecondmico no desenvolvimento rural (TROTTA et al.,
2020).

O diagnostico de infeccBes por Brucella spp. pode ser feito por cultura, testes
soroldgicos e métodos moleculares (YAGUPSKY, 2015; YAGUPSKY et al., 2020). O
“padrdo ouro” para um diagnostico definitivo das infecgdes € a cultura de Brucella sp.
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE ANIMAL, 2018). No entanto, os testes
bacteriolégicos s6 podem ser feitos em laboratérios de nivel de biosseguranca 3
(GREENFIELD et al., 2002; SMIRNOVA et al., 2013). Segundo a OIE, nas situacfes em que
0 exame bacterioldgico ndo é praticavel, o diagnostico deve ser baseado em métodos
imunoldgicos ou moleculares (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE ANIMAL, 2018).
Mas as provas moleculares ainda encontram-se em validacéo, portanto, os testes soroldgicos
sdo mais comumente usados para programas de vigilancia e saude publica (ARIF et al., 2018).

1.13.1. Métodos indiretos: testes sorologicos

A busca persistente por melhores diagndsticos enfatiza a inexisténcia do teste perfeito

(facil e robusto, acessivel e capaz de identificar todos os individuos infectados enquanto
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diferencia aqueles que néo estdo infectados, que foram vacinados ou apresentam anticorpos
produzidos por bactérias que reagem em reagdes cruzadas), mas também o fato da brucelose
ser uma doenca na qual os resultados e a aplicabilidade dos testes diagnosticos serem
afetados tanto por questdes técnicas quanto por fatores bioldgicos, epidemiologicos e
socioecondmicos complexos. Estes incluem a auséncia de sinais clinicos patognoménicos, o
comportamento silencioso do patdégeno em relacdo ao sistema imunoldgico, seu alvo
intracelular, uma estrutura antigénica complexa compartilhada por cepas de campo e vacinais,
a existéncia de condicBes de manejo amplamente diferentes dos animais hospedeiros, as
instalagBes disponiveis para diagnostico e se os testes sao usados para controle e erradicacdo
versus vigilancia (DUCROTOY et al., 2016).

O contexto epidemiologico influencia a realizacdo de testes em termos de
sensibilidade (Se) e especificidade (Sp) diagnostica. O comportamento sigiloso da Brucella
spp. em relacdo ao sistema imunoldgico e seus nichos intracelulares impde limitacbes quanto
a sensibilidade, nos estagios iniciais ou latentes da infeccdo (QUEIPO-ORTUNO et al.,
1997), ja que existe um tempo de atraso entre infec¢do e 0 desenvolvimento de anticorpos,
sendo que suas especificidades também sdo baixas, variando de 65 a 95%, em areas onde a
brucelose € altamente endémica (AL DAHOUK et al., 2013; O’GRADY et al., 2016), devido
a alta prevaléncia de anticorpos na populacdo saudavel (BAILY et al., 1992; QUEIPO-
ORTUNO et al., 1997). Além disso, as respostas de anticorpos podem n&o ser detectadas em
animais muito velhos ou imunossuprimidos por outras doencas (ARIF et al., 2018).

Quando a situacdo da brucelose e livre, o valor preditivo positivo (VPP) dos testes se
torna muito baixo; as reacGes soroldgicas falso-positivos (FPSR) podem ocorrer devido a
infeccdo por outras bactérias como Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae, Salmonella
landau, Escherichia coli O157: H7, que tem O-PS com epitopos compartilhados e séo
responsaveis pela reatividade cruzada em testes sorolégicos que se baseiam na deteccdo de
anticorpos para este antigegno (DORNELES & TEIXEIRA, 2018; DUCROTOY &
BARDOSH, 2017; QUEIPO-ORTUNO et al., 1997).

O O-PS € o antigeno de superficie imunodominante, capaz de induzir uma resposta
imune na maioria dos animais em contato com espécies lisas classicas de Brucella spp. Uma
vez que os testes sdo baseados principalmente na deteccdo de anticorpos contra o O-PS.
Algumas cepas rugosas ou atipicas, ndo pode ser sorotipadas usando os testes comumente

utilizados para classificar cepas lisas, podendo comprometer a capacidade de deteccdo
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soroldgica de qualquer infeccdo de Brucella spp. por abordagens soroldgicos de rotina
(WHATMORE et al., 2015; ZYGMUNT et al., 2012).

A deteccdo de anticorpos no sangue, soro, secrec¢do uterina, mucosa vaginal, leite ou
plasma de sémen de gado suspeito pode ser indicativo de brucelose em um rebanho
(CORBEL, 2006). Doengas cronicas como a brucelose podem ou ndo produzir todos os tipos
de anticorpos IgM, IgG1, IgG2 e IgA, direcionados contra Brucella spp. em quantidades
detectaveis (ARIF et al., 2018). Os anticorpos IgM sdo produzidos primeiro durante a
infeccdo e os outros anticorpos aparecem mais tarde, embora os tipos IgG1 possam aparecer
simultaneamente com anticorpos do tipo IgM (ARIF et al., 2018). A maioria dos anticorpos
de reacGes cruzadas, consiste principalmente em IgM (CORBEL, 1997). Os testes soroldgicos
gue medem IgM néo sdo, portanto, desejaveis, pois resultam em falso-positivos, levando a
uma baixa especificidade do ensaio. Uma vez que os anticorpos 1gG2 e IgA se acumulam
mais tarde ap0s a exposicdo e geralmente estdo presentes em quantidades pequenas e
inconsistentes, sendo que o principal tipo de anticorpo para o teste soroldgico € o 1gGL.
Portanto, os ensaios que medem predominantemente IgG1 sdo os mais Uteis (NIELSEN et al.,
2004).

Varios testes sdo usados para detectar brucelose: O teste do anel do leite (MRT), soro
teste de aglutinacdo (SAT), teste de fixacdo do complemento (CFT), Rosa de bengala (RBT),
imunossorvente ligado a enzima indireito (I-ELISA), imunossorvente ligado a enzima
competitivo (C-ELISA), teste de ensaio de fluorescéncia polarizada (FPA), antiglobulina
(Coombs), 2-mercaptoetanol e o teste de rivanol sdo protocolos comumente usados no
controle, erradicacdo ou vigilancia da brucelose em todo o mundo (AL DAHOUK &
NOCKLER, 2011; BERCOVICH et al., 1990).

Na colébmbia, foi estabelecido o protocolo sorolégico em série para o diagndstico da
brucelose em bovinos, comecando como um teste RBT ou I-ELISA e dois testes
confirmatérios FPA e C-ELISA (INSTITUTO COLOMBIANO AGROPECURIO, 2020a).
Os testes usados no programa da prevencdo e controle da brucelose bovina na Colémbia, séo
relatados a continuacéo.

1.13.1.1. Teste Rosa de Bengala (RBT)

O teste RBT foi introduzido por B. Morgan em 1969. O RBT usa B. abortus S99 ou

celulas S1119.3 coradas com Rosa de Bengala, e suspenso em um buffer que, quando

misturado com o volume apropriado de soro resulta em um pH final de 3,65. O aparecimento

de aglutinacdo deve estar dentro do tempo de teste especificado (4 minutos). Se incubado por
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periodos mais longos, as vezes falsas reagcdes ocorrem devido a formacdo de coagulos de
fibrina. S&o detectados IgM e 1gG, baixo uma interpretacdo por avaliagdo visual (presenca ou
auséncia de aglutinacdo) (DUCROTOY & BARDOSH, 2017).

O RBT é o método recomendado para a triagem de amostras para determinar a
prevaléncia do rebanho. E especialmente Gtil em éareas ndo endémica, na qual ¢ realizada
como método de triagem pela rapidez e baixo custo (DIAZ et al., 2011). O valor deste teste
varia, no entanto, dependendo essencialmente da fonte de soro (por exemplo, gado vacinado
versus gado ndo vacinado) e o lote do antigeno RBT usado no teste (DIAZ et al., 2011).

RBT é considerado adequado para bovinos e suinos. No gado em areas onde ocorre
muita vacinagdo com a cepa B19, os testes da RBT fornecem uma alta proporcéo de reagoes
falsas positivas. Estes testes sdo melhores quando utilizados como testes de triagem em larga
escala, associado com outro teste. Contudo, em areas ou rebanhos muito infectados, pode ser
mais econdmico eliminar todo o gado que deu resultados positivos nos testes, porque muitos
desses animais, embora apresentem resultados negativos nos testes de verificacdo sdo
encontrados em estagios iniciais da infeccdo e podem disseminar o patégeno (LOPARDO et
al., 2017).

Alguns autores relatam que RBT fornece alta sensibilidade e especificidade para o
diagndstico de brucelose em ruminantes, mas existem também certas discrepancias a respeito
da sensibilidade. O RBT demonstrou ter alta sensibilidade e especificidade em contextos em
gue a vacinacdo ndo é praticada (WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH,
2018). Muitas vezes surge a necessidade de 'confirmar' os resultados da RBT com um teste
mais especifico, como o cELISA, para populagdes vacinadas ou em areas livres ou quase
livres de brucelose (DUCROTOQY et al., 2016). Nas duas situacOes, a CELISA pode ser usada
para aumentar a valor preditivo do diagnostico, mas também pode dar "falsos positivos™
(DUCROTOY & BARDOSH, 2017).

1.13.1.2. Elisa indireta

InUmeras variagdes do iELISA foram descritas para bovinos, pequenos ruminantes e
porcos empregando diferentes preparacdes de antigenos, conjugados antiglobulina-enzima e
substrato/cromdgenos. B. abortus cepa 99 (Weybridge) ou cepa 1119-3 (USDA) que devem
ser usadas para a producdo desses antigenos, mas B. melitensis cepa 16M pode também ser
adequado para tal fim. Vérios iELISA comerciais utilizam célula inteira, S-LPS ou o O-PS
como antigenos. No entanto, a técnica utilizada e a interpretacdo dos resultados devem ter

sido validadas de acordo com os principios estabelecidos no item 1.1.6 Principios e métodos
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de validacao de ensaios de diagndstico para doencas infecciosas (WORLD ORGANIZATION
FOR ANIMAL HEALTH, 2018).

Os IELISA que usam S-LPS ou O-PS como antigenos sdo altamente sensiveis para a
deteccdo de anticorpos anti-Brucella em bovinos, pequenos ruminantes e porcos, mas nao sdo
capazes de resolver totalmente a problema de diferenciagdo entre anticorpos resultantes da
cepa vacinal B19. A vacina RB51 também pode interferir em iELISA baseados em S-LPS. A
maioria dos FPSR s&o resultado de reacdo cruzada com a por¢do O-PS da molécula S-LPS.
As reacdes positivas devem ser investigadas usando uma confirmacdo adequada (WORLD
ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2018).

1.13.1.3. Ensaio de polarizacéo de fluorescéncia

A base do teste consiste em uma molécula em solucdo, que gira aleatoriamente a uma
taxa inversamente proporcional ao seu tamanho. Se a molécula for marcada com um marcador
fluorescente e examinada por luz plana polarizada, uma pequena molécula girard em um
determinado &ngulo mais rapido do que uma molécula maior. O tempo de rotacdo pode ser
medido usando medicGes horizontais e verticais. Para o diagndstico de brucelose, um
analisador de polarizacdo de fluorescéncia é usado para obter uma medicdo de fundo da
fluorescéncia do soro diluido. O antigeno consistindo num fragmento O-PS, com
aproximadamente 22 kDa de tamanho, marcado com isotiocianato de fluoresceina, é
adicionado e incubado por 2 minutos, seguido por uma leitura final no analisador que subtrai
automaticamente a leitura de fundo. O resultado é apresentado em unidades de
milipolarizacdo. O teste € robusto, relativamente barato, simples e muito rapido. O FPA foi
validado para um grande nimero de espécies, incluindo gado, suinos, bisdes e uma serie de
cervideos, sendo um teste alternativo para diagnostico de brucelose bovina e suina (WORLD
ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2018)

1.13.1.4. Elisa Competitiva
Diversas variagdes do CELISA, usando S-LPS ou O-PS como antigenos, foram

descritas para bovinos, pequenos ruminantes e porcos empregando diferentes conjugados
antiglobulina-enzima, substrato ou cromogenos e antigenos preparados a partir de diferentes
cepas lisas de Brucella spp. No entanto, a técnica utilizada e a interpretacdo dos resultados
devem ter sido validadas de acordo com os principios estabelecidos no capitulo 1.1.6.
“Principios e métodos de validacdo de ensaios de diagndstico para doencas infecciosas”
(WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2018).
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CELISA elimina alguns, mas ndo todos os FPSR causados por bactérias com reagdo
cruzada em bovinos. O teste reduz, mas ndo elimina totalmente as reacGes causada por
anticorpos produzidos em resposta a vacinacdo (MUNOZ ET AL., 2012; WORLD
ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2018). Grande parte da melhoria da
especificidade ocorre devido a uma redugéo na sensibilidade do cELISA em comparagéo com
RBT ou iELISA (DORNELES et al., 2014). Portanto, reac6es cELISA positivas devem ser
investigadas usando estratégias confirmatorias ou complementares adequadas. Varios testes
comerciais estdo disponiveis. Alguns protocolos sdo menos sensiveis ou menos especificos do
que outros, portanto os resultados obtidos em diferentes ensaios nem sempre sdo comparaveis
(WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2018).

1.13.2. Métodos Direitos: Cultura

O padrdo ouro no diagnéstico da brucelose é o cultivo, isolamento e tipificacdo do
microrganismo (OLSEN et al., 2018). Mas a bactéria € exigente para 0 seu crescimento,
afetando a sensibilidade, que ndo excede os 50% (AL DAHOUK et al., 2013; QUEIPO-
ORTUNO et al., 1997). As espécies e biovares foram classicamente reconhecidas por
diferencas fenotipicas, de acordo com as caracteristicas de seus isolados, como requerimento
de CO2, producdes de HS, sensibilidade a tingdes e fagos, e outros fatores metabolicos e
antigénicos (WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2018). No entanto,
Brucella spp. ¢ uma bactéria exigente que, na maioria das espécies, requer incubacdes
prolongadas, apresentando também um alto risco de infeccdo para o pessoal do laboratorio
(YAGUPSKY et al., 2020).

A cultura bacteriana e os testes soroldgicos continuam sendo as principais ferramentas
para o diagndstico da brucelose, desempenhando papel fundamental nos programas de
prevencdo, controle e erradicacdo. No entanto, nenhum desses testes em separado tem a
validade necessaria ou capacidade preditiva (WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL
HEALTH, 2018).

1.13.3. Métodos Direitos: PCR

As técnicas moleculares contribuem para a identificacdo de espécies e biovares de

isolados de Brucella spp. (WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2018). As

melhorias tecnologicas da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) levaram a uma deteccéo

mais precisa e simples de Brucella spp., a partir de amostras clinicas como soro, sangue total,
leite e secrecdo vaginal em vez de isolados bacterianos (SELIM et al., 2019; SMIRNOVA et
al., 2013).
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Diferentes regides génicas de Brucella spp., incluindo o gene que codifica para a
proteina BCSP31, 0 gene ribossoméatico 16S, o gene ribossomal da regido espacadora
intergénica 16S-23S rDNA, o gene que codifica as porinas omp2a e omp2b e 0 gene que
codifica a sequéncia de insercdo 1S711 foram avaliados para a deteccdo dessa bactéria. Além
disso, muitos autores tém utilizado ensaios de PCR para complementar o diagnostico de
brucelose em amostras de sangue humano e animal (BOERI et al., 2018)

No diagnostico de brucelose humana, diferentes estudos forneceram excelentes
resultados com amostras clinicas, como a sangue total, pela amplificacdo de regiGes do gene
bcsp31 que codifica uma proteina de membrana imunogénica de 31 kDa (AL-AJLAN et al.,
2011; MORATA et al., 1998; QUEIPO-ORTUNO et al., 1997). O locus Brucella spp. contém
0 gene bcsp31 clonado e sequenciado anteriormente (MAYFIELD et al., 1988) e conservado
em todas as especies do género Brucella (exceto B. ovis), incluindo as cepas vacinais
(BRICKER et al., 1988). Quatro anos depois da clonagem, Baily et al. (1992) desenvolveu
uma técnica de PCR capaz de amplificar uma regido do gene que codifica essa proteina. A
técnica mostrou alta sensibilidade, capaz de amplificar 60 fragmentos de DNA em culturas
puras de Brucella spp. (BAILY et al., 1992). Atualmente, dos testes de PCR para brucelose,
descrito por Baily et al.(1992) é um dos mais utilizados e apresenta a maior sensibilidade
tanto em cultura pura quanto em amostras clinicas, o tipo de amostra mais utilizado tem sido
0 sangue seguido pelo soro (AL DAHOUK et al., 2007; MITKA et al., 2007).

A reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) surgiu como um
aprimoramento de técnicas moleculares convencionais que, em termos gerais, combinam
velocidade, sensibilidade, alta especificidade (quando a sonda é usada), seguranca laboratorial
e baixo risco de contaminagdo cruzada ou contaminagdo de amplicon (AL DAHOUK et al.,
2013, 2007). O gPCR pode contribuir para uma deteccdo mais precisa de Brucella spp. de
amostras clinicas (SELIM ET AL., 2019; SMIRNOVA et al., 2013). Ensaios de gPCR foram
reproduzidos com boa eficiéncia em alguns estudos para o diagndéstico de brucelose bovina
(KARTHIK et al., 2014; MUKHERJEE, 2015; MUKHERJEE et al.,, 2007; SAREH
SAADAT, et al., 2017). No entanto, alguns autores concluem que o sangue total ndo é uma
amostra ideal para o diagnostico da brucelose bovina devido a presenca de inibidores da PCR
e a baixa bacteremia durante infeccdo em gado (LEAL-KLEVEZAS et al., 1995; O’LEARY
etal., 2006; TIWARI et al., 2014).
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1.14. Situacéo atual e programa oficial de prevencao e controle da brucelose bovina na
Colombia

Colémbia é um pais endémico para brucelose bovina, e conta com um programa para a
prevencdo e controle desde 2002. Até hoje, o programa tem lancado treze normativas. A
ultima normativa foi promulgada em 2020 e estabeleceu como medidas de prevencdo a
vacinacao obrigatoria, a vacinacao estratégica, a certificacdo de fazendas livres de brucelose e
a vigilancia ativa de casos e, como medidas de controle, o diagndstico oficial de brucelose, o
controle da mobilizacdo de animais, os estudos epidemioldgicos complementares e a unidades
de segregacio controlada (INSTITUTO COLOMBIANO AGROPECUARIO, 2020a).

O diagndstico oficial da brucelose bovina é feito com soro sanguineo, através de testes
soroldgicos: Rosa de Bengala, Elisa Indireto, Fluorescéncia Polarizada e Elisa competitiva
(INSTITUTO COLOMBIANO AGROPECUARIO, 2020a). Os estudos epidemiolégicos
complementares (ECC) compreendem a realizacdo de uma investigacdo epidemioldgica das
fazendas positivas, além da realizacdo de testes complementares como o isolamento
bacterioldgico e reacdo em cadeia da polimerase a partir de amostras de animais soropositivos
abatidos, mas a identificacdo e tipificacdo das espécies circulantes geralmente ndo ¢é
alcancada. As unidades de segregacdo controlada, sdo fazendas com animais positivos
autorizadas pelo ICA para seu uso produtivo até o abate (INSTITUTO COLOMBIANO
AGROPECUARIO, 2020a).

Apesar dos grandes esforcos realizados nas medidas de prevencdo e controle, € nos
programas de erradicacéo, esta doenga ainda ndo foi controlada e, no norte de Antioquia, um
aumento no nimero de bovinos soropositivos e isolamento do agente etioldgico, originaram a
promulgacdo da quarentena pela resolucdo n° 30392 de 2018 (INSTITUTO COLOMBIANO
AGROPECUARIO, 2018a).

Os ultimos dados oficiais publicados da prevaléncia na regido de norte de Antioquia
foram fornecidos no ano 2016, e corresponderam a uma soroprevaléncia de 3.1% em bovinos
e 29% em fazendas (Tabela 1) (INSTITUTO COLOMBIANO AGROPECUARIO, 2016). O
ICA, no ano 2019 realizou um estudo de soroprevaléncia de bruceloses que ainda nao foram
publicados, mas arrojaram uma soroprevaléncia de 43,7% em fazendas e a partir deste estudo,
foi proposto um projeto de resolucao, estabelecendo trés zonas de prevaléncia no pais: zonas
de baixa prevaléncia < 28% , média prevaléncia > 28% a <39% e alta prevaléncia de
brucelose > 39%, ficando Antioquia na zona de alta prevaléncia (INSTITUTO

COLOMBIANO AGROPECUARIO, 2020b).
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Tabela 1. Fazendas e animais soropositivos nos municipios do estudo. Instituto Colombiano Agropecuério.

Boletim epidemiolégico 2016.

Fazendas Bovinos
Municipios Amostrados Positivos %  Amostrados Positivos %
Belmira 61 23 38% 2602 183 7%
Entrerrios 108 36 33% 3206 101 3%
San Pedro de los Milagros 199 56 28% 5486 140 3%
Santa Rosa de Osos 199 67 34% 9383 230 2%
Antioquia 1287 377 29% 38087 1164 3,1%
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CAPITULO |
Soroepidemiologia da brucelose bovina numa proeminente regido leiteira

da Colémbia e seu potencial impacto na saude publica

Este capitulo com algumas pequenas modifica¢cbes no manuscrito foi publicado em:

HERRAN RAMIREZ, OL., AZEVEDO SANTOS H, JARAMILLO DELGADO IL, DA
COSTA ANGELDO 1. Seroepidemiology of bovine brucellosis in Colombia's preeminent dairy
region, and its potential public health impact. Braz J Microbiol. 2020 Dec;51(4):2133-2143.
doi: 10.1007/s42770-020-00377-z. Epub 2020 Sep 12. PMID: 32918242; PMCID:

PMC7688874.
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RESUMO

Foi realizado um estudo transversal para determinar os fatores associados a brucelose em uma
das principais regides leiteira da Colémbia, Antioquia, que foi declarada em situacdo de
quarentena por brucelose bovina. Um questionario epidemioldgico voluntério foi aplicado aos
proprietarios das fazendas, por trés entrevistadores com treinamento prévio. Um total de 656
amostras foram coletadas de vacas com dois anos ou mais de idade de 40 rebanhos. As
amostras foram selecionadas e analisadas pelos Testes Rosa Bengala (RBT), como triagem, e
0s testes Fluorescéncia Polarizada (FPA) e ELISA Competitivo (EC) como testes de
confirmacdo. Uma vaca foi classificada como positiva se a triagem e ambos o0s testes
confirmatdrios fossem positivos. O rebanho foi classificado como positivo se em pelo menos
uma vaca apresentasse soropositividade. Os fatores associados a soropositividade foram
testados por meio de modelo de regressdo logistica com variaveis explicativas sobre manejo
do gado, pardmetros zootécnicos e praticas sanitarias. A soroprevaléncia no nivel animal foi
de 6,6 % (43/656) e o nivel de rebanho 27,5 % (11/40). No modelo, cinco varidveis
explicaram os casos dos animais: compra ou transferéncia de animais entre as fazendas do
proprietario (AOR = 2,79, IC 95 % 1,42 - 5,49), historia de aborto (AOR = 4,22, IC 95 %
1,91 - 9,33), nascimento de bezerros fracos (AOR = 13,77, IC 95 % 2,75 - 68,91), uso de um
touro para acasalamento (AOR = 9,69, IC 95 % 2,23 - 42,18), e 0 vacinacdo na idade adulta
(AOR = 3,03, IC 95 % 1,04 - 8,78). No modelo em nivel de rebanho, duas varidveis
explicaram o0s casos: nascimento de bezerros fracos (AOR = 9,60, IC 95 % 1,54 - 59,76) e
compra ou transferéncia de animais entre as fazendas do proprietario (AOR = 7,22, IC 95%
1,03 - 50,62). Esses resultados justificam a necessidade da declaracéo de quarentena na regido
e a realizacdo de estudos epidemioldgicos que permitam atualizar a prevaléncia, gerar
recomendacdes locais sobre praticas que precisam ser implementadas e contribuir a
interromper a transmissdo, como medida de satde publica utilizada para combater o surto.

Palavras-chaves: Brucelose, surto, epidemiologia
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ABSTRACT

A cross-sectional study was conducted to determine the associated factors of brucellosis in
Colombia’s preeminent dairy region declared in quarantine. A voluntary epidemiological
questionnaire was applied to farm owners by three interviewers with previous training. A total
of 656 samples were collected from cows > 2-year-old from 40 herds. Samples were screened
by the Rose Bengal Plate Test, and the Fluorescence Polarized Assay test and Competitive
ELISA were used as confirmatory tests. A cow was classified as positive if the screening and
both confirmatory tests were positive. A herd was classified as positive if at least one cow was
seropositive. The factors associated to seropositivity were tested using a logistic regression
model with explanatory variables regarding cattle management, zootechnical parameters, and
sanitary practices. The seroprevalence at the animal level was 6.6 % (43/656) and at herd
level 27.5 % (11/40). In the model, five variables explained the animal cases: purchase or
animal transfer between owner’s farms (AOR = 2.79, 95 % CIl 1.42 - 5.49), history of
abortion (AOR = 4.22, 95 % CI 1.91 - 9.33), birth of weak calves (AOR = 13.77, 95 % ClI
2.75 - 68.91), use of a bull for mating (AOR = 9.69, 95 % CIl 2.23 - 42.18), and the
vaccination in adulthood (AOR = 3.03, 95 % CI 1.04 - 8.78). In the model at the herd level,
two variables explained the cases: birth of weak calves (AOR = 9.60, 95 % CI 1.54 - 59.76)
and purchase or animal transfer between owner’s farms (AOR = 7.22, 95 % CI 1.03 - 50.62).
These results justify the need for a quarantine declaration in the region and carry out
epidemiological studies to update the prevalence, generate local recommendations on
practices that need to be implemented, and contribute to interrupting transmission, as a public
health measure used to combat the outbreak.

Keywords Brucellosis, outbreak, epidemiology
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1. INTRODUCAO

A brucelose é uma doenga zoonotica negligenciada causada pela bactéria Brucella spp.
que causa uma doenca grave, cronica e debilitante em humanos. As pessoas podem se tornar
hospedeiras acidentais de Brucella spp. pelo consumo de alimentos de origem animal sem
processos adequados de cozimento e pasteurizagdo (NEGRON et al., 2019). A brucelose
também é uma doenca ocupacional, que pode ser transmitida por contato direto com secre¢Ges
de animais infectados, inoculacdo acidental durante programas de vacinagdo, ou por
transmissdo aérea a pessoas que atuam como vacinadores, veterinarios, laboratoriais, pessoal
de matadouro e produtores da pecuaria (WORLD HEALTH ORGANIZATION AND PAN
AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Uma vez que a que prevaléncia de brucelose em animais se encontra diretamente
relacionados com a apresentacdo de casos humanos (ACHA & SZYFRES, 2005), o controle e
erradicacdo da doenca na producdo animal tornou-se uma das principais metas dos programas
de saude publica em paises endémicos (WORLD HEALTH ORGANIZATION & PAN
AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2016).

B. abortus é apontada como responsavel por mais de 80% dos casos de brucelose
bovina, sendo o boi seu hospedeiro primario. A brucelose bovina é encontrada em todo o
mundo, causando perdas de producdo com impacto financeiro significativo para 0s
agricultores (SAMARTINO & EDDI, 2010). Os principais fatores de risco para a introducéo e
disseminacdo da brucelose na pecudria estdo diretamente relacionados a falta de
biosseguranca e praticas de manejo apropriadas (RHYAN et al., 2013).

A brucelose € geralmente assintomatica em animais jovens e fémeas nao gravidas. Em
fémeas gravidas, o principal sintoma é o aborto. No entanto, mesmo na auséncia de um
aborto, a bactéria pode se espalhar facilmente para rebanhos de gado por meio de uma
excrecdo profusa de organismos na placenta, fluidos fetais e secre¢des vaginais (LETESSON
et al., 2017). A bactéria pode viver no solo, agua, pasto e esterco por muito tempo (KADEN
et al., 2018). Por quanto, a excrecdo da Brucella no meio ambiente é um risco a saude publica
das familias rurais (SAMARTINO & EDDI, 2010).

O controle da doenga € feito a partir da vigilancia e vacinagcdo dos animais, mas ndo
existem vacinas que possam prevenir a brucelose em humanos (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL & PREVENTION, 2017). Na pecuéria, as vacinas da cepa B19 e da cepa RB51
sdo usadas como uma ferramenta de controle epidemiolégico. No entanto, ambas vacinas tém

desvantagens: podem ser virulentas para os humanos, sendo a cepa RB51 resistente a
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rifampicina, um antibidtico usado no tratamento da brucelose humana. Em ambas vacinas, o
gado vacinado pode, em alguns casos, eliminar a vacina pela leite (NATIONAL COUNCIL
OF STATE LEGISLATURES, 2018). Alem disso, anticorpos produzidos por bovinos
vacinados podem ser detectados em testes sorologicos e dar um resultado falso positivo
(WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2018).

O diagnoéstico de Brucella em ruminantes é baseado principalmente em testes
bacteriolégicos e imunoldgicos, sendo este Gltimo comumente utilizado em programas de
controle, erradicacédo e vigilancia. A OIE recomenda os testes sorologicos para desenvolver
estratégias preventivas, de controle e erradicacdo na pecuéria de paises em desenvolvimento,
pela rapidez, facilidade e baixo custo destes testes (WORLD ORGANIZATION FOR
ANIMAL HEALTH, 2018). Porém, a cultura e tipificacdo das col6dnias isoladas é o “padrao
ouro” para um diagnostico definitivo da Brucella spp., mas sua sensibilidade diagnostica é
baixa. A bactéria € considerada um agente bioterrorista e precisa ser trabalhada em
laboratérios nivel 111 de biossegurangca, com equipes técnicas altamente treinadas para
trabalhar com estas bactérias vivas (NIELSEN, 2002; SMIRNOVA ET AL., 2013; WORLD
ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2018).

Na Colémbia, a brucelose bovina é considerada uma doenca endémica de controle
oficial e de declaracdo obrigatéria desde 2002 (INSTITUTO COLOMBIANO
AGROPECUARIO, 2020a,; ORTIZ, 2015)). Apesar dos poucos estudos realizados desta
doenca na Coldmbia, ela foi diagnosticada pela primeira vez em 1924 e isolada em 1927 no
Instituto Samper Martinez (VALENCIA & GUZMAN, 1987). No pais, ja foram isoladas as
espécies B. abortus (biovars 1, 2 e 4) (LUCERO et al., 2008; PACHECO-MONTEALEGRE
et al., 2017), B. canis (ORTIZ et al., 2012), B. suis (biovar 1) (PEREZ FRANCO, 1972;
VALENCIA & GUZMAN, 1987) e B. melitensis (MONDRAGON-LENIS et al., 2020).
interim, os dados oficiais reconhecem no pais apenas a espécie B. abortus (INSTITUTO
COLOMBIANO AGROPECUARIO, 2016).

A Coldmbia tem quatro regides que impulsionam a producdo nacional de leite:
Antioquia, Cundinamarca, Boyacd e Narifio. Antioquia € lider na producdo de leite,
implementacdo de boas préaticas pecuarias (BPG) e os regulamentos de exportagdo de leite
para os Estados Unidos Pasteurized Milk Ordinance (PMO). Inimeras foram as tecnologias
implementadas para competitividade da producdo e avanco nos programas de salde para
rebanhos livres de brucelose e tuberculose neste departamento. Infelizmente, rebanhos

considerados livres da brucelose anteriormente mudaram para rebanhos positivos. Isso tornou
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necessaria a declaracdo de quarentena para brucelose e a implementacdo de medidas sanitarias
para o controle da doenca na regifo (INSTITUTO COLOMBIANO AGROPECUARIO,
20182, 2019). A situacdo poderia evidenciar a falta de planos de controle eficazes para evitar a
introducdo e transmissdo da doenca.

A importancia da pecuaria para o desenvolvimento econdmico e social, assim como
para a seguranca alimentar, justifica desenvolver estudos epidemiologicos de brucelose
bovina para atualizar a prevaléncia, gerar recomendacdes locais sobre praticas que precisam
ser implementadas e contribuir a interromper a transmissdo; com o fim de proteger a saude
humana e alcancar maior produtividade das empresas e familias rurais. Uma vez que a que
prevaléncia de brucelose em animais se encontra diretamente relacionados com a
apresentacdo de casos humanos o controle e erradica¢do na producdo animal tornou-se uma
das principais metas dos programas de saude publica.

O presente estudo, tém por objetivo estudar a prevaléncia da brucelose. bovina numa
regido leiteira da Coldmbia e seus fatores associados ao aumento da soropositividade como

um sério problema de saude publica.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Tipo de estudo epidemioldgico
Foi realizado um estudo epidemioldgico observacional, do tipo transversal, com técnicas

quantitativas e um questionario fechado, conduzido por entrevistadores previamente
treinados, com informacdes epidemioldgicas para identificar fatores associados a presencia de
bruceloses bovina na regido de estudo.
2.2 Caracteristicas demograficas da Populacao

A regido de estudo localiza-se no Nordeste da Colémbia e possui uma area de 63.612
km?, o que representa 5,6% do territorio pais. O norte de Antioquia e composto por 17
municipios e cerca de 31.250 familias sdo beneficiadas pela producéo de leite, que rende em
média 2.500.000 litros por dia, 0 que representa cerca de 30% da producdo anual de leite do
pais. A populacdo bovina do Norte de Antioquia € distribuida em 11.694 fazendas, com um
total de 482.685 animais em 2017 (INSTITUTO COLOMBIANO AGROPECUARIO,
2018Db) e a producéo leiteira especializada fica concentrada nas terras altas do Norte, que tem
uma altitude acima de 2000 m. A pecudria leiteira da regido possui um sistema intensivo de
pastoreio rotativo e suplementacdo de concentrados e subprodutos de cultivos, que permitem
altas cargas de animais por hectare (~4 vacas/ha) (BEDOYA et al., 2018). O estudo foi
conduzido nos quatro mais importantes municipios de producéo de leite de Antioquia: Santa
Rosa de Osos (6°38'50" N, 75°27'38" O), Entrerrios (6°33'55" N, 75°30'51 " O), Belmira
(6°36’ 18" N, 75°39'57" O) e San Pedro de los Milagros (6°27'34" N, 75°33'28 " O). Segundo
o levantamento da campanha de vacinacdo contra febre aftosa e bruceloses, no segundo
semestre de2017, o rebanho bovino destes municipios estava estimado em 278,548 cabecas,
sendo que 176,799 eram fémeas maiores de 24 meses, distribuidas em 5,860 fazendas
(INSTITUTO COLOMBIANO AGROPECUARIO, 2018b) (Tabela 2).

Tabela 2. Faixa etaria de bovinos de fazendas provenientes do municipio de Antiogquia
relacionada com a campanha de vacinacdo contra febre aftosa e brucelose no segundo
semestre de 2017.

TOTAL,

FEMEAS MACHOS FEMEAS MACHOS FEMEAS FEMEAS

1-2 1-2 2-3 2-3 >3

TOTAL, TOTAL,

BEZERRAS BEZERROS BOVINOS FAZENDAS

MUNICIPIO MACHOS

<1ANO <1ANO ARNOS ~ ANOS  ARNOs  ARos — ARos < 3ANOS  TTong 2017 >24
MESES
BELMIRA 4,947 545 5,611 520 5,198 317 13,946 190 31,274 797 19144
ENTRERRIOS 7,224 216 7,770 434 4125 239 29,937 143 50,088 804 24,062
SAN PEDRO DE LOS MILAGROS 11,401 502 12,064 627 8,191 315 39,795 241 73,136 1,840 47,986
SANTA ROSA DE 0SOS 18,961 1,773 22,371 2,671 15,327 1,004 60,280 763 124,050 2,419 75 607
TOTAL 42,533 3,036 47,816 4,252 32,841 2775 143958 1,337 278,548 5,860 176,799
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2.3. Populagdo
2.3.1. Populagéo origem do estudo

A populacédo de origem eram produtores de gato leiteiro do Norte de Antioquia associados
a corporacdo “Corpogansa do Norte” estimada em 1274 fazendas com um inventario de
aproximadamente 38.000 animais.

2.3.2. Populagéo alvo

A populacao alvo foi composta por animais em lactacdo ou no periodo seco, com dois ou
mais anos de idade, vacinados entre os 3 e 9 meses de idade, com 20 x 10° unidades
formadoras de coldnias (UFC) da cepa de vacina lisa B19 ou com 10 -34 x 10° CFU da cepa
atenuada rugosa RB51 (INSTITUTO COLOMBIANO AGROPECUARIO, 2020a). A
vacinacao foi verificada pelos registros oficiais de vacinacdo (RUV).

2.4. Critérios de incluséo e excluséo
2.4.1. Unidades primarias de amostragem (bovinos)

Vacas leiteiras com dois anos ou mais em lactacdo ou periodo seco foram as unidades
primarias de amostragem.

2.4.2. Unidades secundarias de amostragem (fazendas)

Rebanhos leiteiros em conformidade com programas de vacinacdo obrigatéria contra
brucelose e associados da “Corpogansa do Norte”, foram consideradas unidades secundarias
de amostragem.

2.5. Delineamento amostral

Amostragem proporcional foi determinada a partir de cada municipio, para garantir que 0s
municipios com um grande nimero de gados leiteiros ndo fossem sub-representados. As
fazendas dentro de cada municipio foram seleccionadas por amostragem aleatoria simples,
usando uma tabela de numeros aleatérios sem reposicdo da base de dados dos produtores
associados a “Coorpogansa do Norte”. Os produtores de rebanho foram convidados a
participar do estudo e assinaram voluntariamente o acordo de consentimento para formalizar a

participacdo (Anexo A)(Figura4).
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Figura 4. Produtor assinando voluntariamente o acordo de consentimento informado para participar. Fazenda a
Primavera, San Pedro de los Milagros, Antioquia.

A escolha das fémeas dentro das fazendas foi feita por amostragem aleatdria simples,

mediante a utilizacdo de uma tabela de nimeros aleatorios sem reposicao, de acordo com a
relacdo do inventério do animal fornecido pelo produtor da fazenda.
O tamanho da amostra foi determinada segundo a formula n = 1,962 p (1 — p)/d2 de
Thrusfield (2007), assumindo um grau de confianca do 95%, um nivel de precisdo de 5% e
uma prevaléncia esperada nos animais de 10%, a prevalencia foi baseada na literatura e sendo
condizente com a capacidade financeira e operacional do estudo (THRUSFIELD, 2007).

O conceito de sensibilidade agregada (Se) e especificidade (Sp) foi usado a fim de
determinar pelo menos um animal positivo, com 95% de grau de confianca, a partir do
tamanho da amostra (DOHOO et al., 2009; ROBINSON, 2003b). Um total de 15 vacas
leiteiras foram amostradas em rebanhos com < 50 vacas, enquanto 22 vacas foram amostradas
em rebanhos maiores (> 50 vacas).

2.6. Questionario Epidemioldgico

O questionario epidemioldgico voluntario foi aplicado aos proprietarios das fazendas,
associados da “Corpogansa do Norte”, por trés entrevistadores técnicos da area pecuaria, com
doze horas de treinamento prévio antes de iniciar a amostragem, a fim de fortalecé-los no
preenchimento do questionario, garantir a confiabilidade na coleta de dados, bem como o
bem-estar animal e a integridade das amostras coletadas. O questionario foi baseado numa
revisao da literatura e incluiu perguntas fechadas relacionadas a origem do gado (nascimento
na fazenda, comprado e transferéncia entre fazendas do proprietario), descarte dos residuos de
nascimento, tipos de cepa das vacinas utilizadas (cepa RB51, cepa S19 ou ambas as cepas),

vacinacdo (bezerros 3-8 meses, novilhas e vacas), co-pastejo com outras espécies,
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compartilhamento de fontes de agua, presenca de urubus, acesso de animais silvestres aos
residuos de nascimento, métodos de eliminacdo para leite descartado (curral, fossa séptica e
fornecimento para o bezerro), status de brucelose (livre, desconhecido, positivo), processo de
ordenha (curral, sistema mecanico no curral e ordenha em sala), tipo de acasalamento
[inseminacdo artificial (1A), utilizacdo de touro ou ambos] e varidveis que pode estar
associadas a brucelose bovina (Anexo B).

Os questionarios individuais dos animais coletados foram realizados para a identificacéo
de varidveis como: origem da vaca, idade (24-36 meses,> 36-60 meses, > 60 meses), dias de
gestacdo, numero de nascimentos, presenca/auséncia de reforco de vacinacdo com cepa
atenuada rugosa RB51, problemas reprodutivos (aborto, bezerros fracos, retencdo de
membranas fetais) e o tipo de acasalamento [inseminacdo artificial (1A), touro, ambos]
(Anexo C). Tanto o questionario epidemiologico quanto o questionario individual foram pré-
testados e validados por proprietéarios de fazendas que ndo pertenciam ao estudo.

2.7. Coleta de Amostra

Uma vez selecionados aleatoriamente, os animais foram conduzidos pelos trabalhadores ao
curral de manejo para a coleta de sangue, a pele da area foi limpa com clorexidina 5%. Foram
coletados 6 ml de sangue de cada animal por acesso venoso caudal e armazenado em tubos de
coleta de sangue sem anticoagulante. A separacdo dos coagulos foi feita com os tubos em
repouso em temperatura ambiente. Apds esta etapa, as amostras foram refrigeradas entre 4 — 8

°C e transportadas adequadamente em geladeira de isopor para o laboratério (Figura 5).

Figura 5. (A) Materiais para coleta de amostra nas fazendas. (B) Animais em curral de manejo antes da coleta de
amostras fazenda Encenillo, San Pedro de los Milagros
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2.8. Teste sorologico

Foi realizado como triagem inicial o Teste da Placa Rosa Bengala (RBT). Apos esta
etapa, as amostras foram submetidas a dois teste confirmatério: teste da Fluorescéncia
polarizada (FPA) e teste de Elisa competitiva (CELISA), no Laboratério Nacional de
Diagnostico Veterinario (INSTITUTO COLOMBIANO AGROPECUARIO, 2020a, 2017).
De acordo com as normas oficiais do Controle, Prevencdo e Erradicacdo do Programa de
brucelose na Colémbia, um animal somente é considerado positivo quando os dois testes
soroldgicos confirmatorios sdo positivos. As combinacdes de testes sorologicos foram
utilizadas para melhorar a Se e Sp, atendendo as normas oficiais do Programa de Controle,
Prevencdo e Erradicacdo da Brucelose da Colombia (INSTITUTO COLOMBIANO
AGROPECUARIO, 2017, 2020a)
2.8.1. Teste rosa bengala

O Teste da Placa Rosa Bengala (RBT) foi utilizado como triagem e processado em
laboratério autorizado pela Instituto Colombiano de Agricultura (ICA) para diagnéstico de
brucelose (nimero de aprovacdo 027-2016). O soro e o antigeno sdo depositados em
guantidades iguais (0,03 ml) em bandejas de plastico ou vidro e sdo misturados. Apos 4
minutos, os resultados devem ser interpretados. A aglutinagdo determina um resultado
positivo para RBT. As amostras que ndo apresentaram aglutinagdo foram consideradas
negativas.
2.8.2. Teste Fluorescéncia polarizada

Os resultados do FPA foram expressos em milipolarizagdes (mP). Uma amostra foi
considerada positiva quando apresentou resultado igual ou superior a 121 mP. As amostras
com resultados iguais ou inferiores a 107 mP foram consideradas negativas e aquelas que
apresentaram resultados entre 108 a 120 mP foram considerados suspeitos.
2.8.3. Elisa competitiva

Na cELISA, os resultados foram obtidos pela comparacdo da densidade Optica (OD) da
amostra e a OD do controle positivo, resultando na densidade Optica média a 450 nm. Para a
interpretacdo dos resultados, as amostras com uma porcentagem de inibigdo (PI) > 30% foram
consideradas positivas para a presenca de anticorpos contra Brucella spp. e aquelas com IP <
30% foram consideradas negativas. Todos os testes sorologicos foram realizados e
interpretados de acordo com os procedimentos padronizados da OIE. As combinacgdes de
testes sorolégicos foram utilizadas para melhorar a Se e Sp, cumprindo as normas oficiais de

controle, prevencéo e erradicacdo do programa de brucelose na Colémbia.

61



2.9. Controle de erros e viés
Fonte Controle

Questionario  Foi baseado numa revisao exaustiva da literatura
Entrevistado  Perguntas fechadas
Respostas especificas
Entrevistador Manual do entrevistador
Treinamento prévio e conscientizacao (*)
Prova piloto com 10 produtores que ndo pertenciam a populacgdo de estudo
Laboratério  As amostras foram designadas por numeracao, sem identificacdo da fazenda
As amostras foram processadas em laboratorios oficiais do governo para o
diagnostico da brucelose bovina, de acordo com os padrdes internacionais
de referéncia da OIE.

(*) Os profissionais tiveram 12 horas de treinamento prévio antes de iniciar a amostragem, a fim de fortalecé-los
no preenchimento do questionario, garantir a confiabilidade na coleta de dados, bem como o bem-estar animal e
a integridade das amostras coletadas.

2.10 Analise espacial

As informacdes coletadas foram planilhas em Excel e convertidas para o formato
shapefile para ser executada no software QGIS, com a Licenga Publica Geral GNU, sob
coédigo 31978 do European Petroleum Survey Group (EPSG). Os dados foram plotados na
base de dados cartogréaficos, obtidos do Departamento Administrativo Nacional de Estatistica
(DANE) da Colémbia em formato shapefile. Esse banco de dados reune informacGes sobre
estados, municipios, rodovias, entre outros. A ferramenta de geoprocessamento QGIS, foi
utilizada para tracar a area de influéncia das estradas do Departamento de Antioquia. As
distancias < 200 m, entre 200 m €1.000 m e >1.000 m, dessas estradas foram utilizadas para
identificar o nimero de fazendas leiteiras na area. A plotagem das fazendas leiteiras que
foram positivas nos testes FPA e cELISA foi realizada usando a ferramenta Intersec. Essas
fazendas positivas foram plotadas com a utilizacdo de simbolos de tamanhos diferentes,
proporcionais aos numeros de casos positivos em cada fazenda leiteira, para identificar areas
com maior numero de casos identificados em cada método de detecgédo

2.11. Anélise estatistica

Nas analises estatisticas, inicialmente foi realizada uma analise exploratoria dos dados.
Na andlise bivariada, os testes Qui-quadrado e o teste exato de Fisher foram utilizados para
avaliar a associacdo entre bruceloses (binario desfecho: soropositivo / soronegativo) e todas as
variaveis explicativas relacionadas aos animais e ao rebanho. O p-valor <0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. As variaveis independentes estatisticamente significativas,
assim como as variaveis independentes com um p-valor < 0,25 que foram consideradas
importantes, de acordo com outros estudos epidemioldgicos, foram inseridas em analise
multivariados a traves de modelos de regresséo logistica (LONDONO, 2010). As variaveis
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foram incluidas nos modelos com base no método forward "wald", o modelo incluiu
inicialmente todas as variaveis independentes menores a p-valor 0,25 (LONDONO, 2010) e
excluiu variaveis em cada etapa, até que apenas as variaveis realmente explicativas para o
modelo permaneceram. Uma variavel independente foi incluida no modelo quando o teste de
“wald ” indicou que o respectivo coeficiente de regresséo diferiu significativamente de 0, e foi
excluida se o respectivo coeficiente de regressdao ndo diferiu significativamente de 0, além de
seu intervalo de confianga cobrir o 1, o que significava que a variavel ndo tinha efeito sobre a
variavel dependente. Considerou-se também se a introducdo desta variavel no modelo,
mudava os AOR das outras varidveis independentes. Antes de construir o modelo final, a
colinearidade entre as variaveis independentes foi testada por meio de tabulagdo cruzada
utilizando o teste exato de Fisher. Quando duas variaveis eram encontradas com alta
colinearidade, apenas a varidvel que tinha mais relevancia, de acordo com a revisdo da
literatura, foi incluida no modelo. A validade do modelo para os dados observados foi
avaliada pelo teste de ajuste de Hosmer-Lemeshow (p>0,05). Finalmente, os coeficientes

foram estimados e a adequacédo e utilidade do modelo foram identificadas.

A andlise estatistica dos dados foi realizada com o programa estatistico IBM SPSS
(Statistical Package for as Ciéncias Sociais) v.25.0 para Windows (Armonk, Novo York: IBM
Corp.).

2.12. Declaracéo de ética

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (Aprovagdo CEP n° 1.243/18)
(Anexo D) e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (Aprovacdo CEUA n°
8427171219) do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ).
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3. RESULTADOS

Um total de 656 vacas foram amostradas de 40 rebanhos leiteiros em quatro
municipios do norte de Antioquia: Belmira, Entrerrios, San Pedro de los Milagros e Santa
Rosa de Osos. Das fazendas escolhidas, 40% (n = 16/40) estavam livres de brucelose; 37,5%
(n = 15/40) ndo faziam parte de um programa do governo e desconheciam sua condicéo
sanitaria de brucelose; 22,5% (n = 9/40) eram fazendas infectadas com brucelose.

A soroprevaléncia ao nivel animal de Brucella spp. foi de 6,5% (n = 43/656; IC 95%:
6,0,6,9) e a soroprevaléncia do rebanho foi de 27,5% (n = 11/40; IC 95%: 21,2,33,8). Foi
observada uma variacdo da soroprevaléncia entre 0s municipios de estudo apresentando-se
maior no municipio de San Pedro de los Milagros com uma prevaléncia em relacdo aos
animais de 21,9% (n = 23/105; 1C 95%: 18,6,25,2) e em de rebanho, foi de 71,4% (n = 5/7; IC
95%: 55,9-86,8). O segundo municipio de maior prevaléncia foi Entrerrios, com prevaléncia
em relacdo aos animais de 6,5% (n = 11/169; IC 95%: 5,6,7,4) e em relacdo ao rebanho de
22,2% (n = 2/9; IC 95%: 10,7,33,7); Santa Rosa de Osos apresentou uma prevaléncia em
relagcdo aos animais de 2,7% (n = 8/289; I1C 95%: 2,3,3,0) e em relagdo ao rebanho de 16,6%
(n =3/18; IC 95%: 10,1-23,1). A menor prevaléncia foi encontrada em Belmira com 1,1% em
relacdo aos animais (n = 1/93; 1C 95%: 0,8-1,3) e em relacéo ao rebanho 16,6% (n = 1/6; IC
95%: 5,3-27,9) (Tabela 3 e 4) (Figura 6).

Tabela 3. Soroprevaléncia de brucelose em relagéo aos animais no 2019, estimativas para cada municipio do
norte de Antioquia, Coldmbia, usando 95% de confianca.

Teste
RBT FPA CELISA

Municipio n +(%P) (95% IC) +(%P) (95% 1C)  +(%P)  (95% IC)
Belmira 93 1(1.1) (0.8-1.3) 1(1.1) (0.8-1.3) 1(1.1) (0.8-1.3)
Entrerrios 169 16 (9.4) (8.0-10.7)  11(6.5) (5.6-7.4) 11(65)  (5.6-7.4)
San  Pedro  de 105 30 (28.5) (24.6-32.5) 23 (21.9) (18.6-25.2) 23 (21.9) (18.6-25.2)
Milagros

Santa Rosa Osos 289 26 (8.9) (7.9-9.8) 8(2.7) (2.3-3.0) 8(2.7) (2.3-3.0)
Total 656 72(10.9)  (10.2-11.7) 43(6.5) (6.0-7.0) 43(65) (6.1-7.0)

RBT: Rosa de Bengala; FPA: Fluorescéncia Polarizada; cELISA: Elisa Competitiva; (95% IC): intervalo com
95% de confiang¢a; n: nimero de soropositivos; (P%) prevaléncia; +: positivo.
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Tabela 4. Soroprevaléncia de brucelose em relagéo aos rebanhos no 2019, estimativas para cada municipio do
norte de Antioquia, Colémbia, usando 95% de confianca.

Teste
RBT FPA CELISA
Municipio n +(%P) (95% IC) +%P)  (95%IC)  +(%P)  (95% IC)
Belmira 6 1(16.6) (5.3-27.9) 1(16.6) (5.3-27.9) 1(16.6) (5.3-27.9)
Entrerrios 9 6 (66.6) (51.8-81.4) 2(22,2) (10.7-33.7) 2(22,2) (10.7-33.7)
San Pedro Milagros 7 5(71.4) (55.9-86.8) 5(71.4) (55.9-86.8) 5(71.4) (55.9-86.8)
Santa Rosa Osos 18 11 (61.1) (49.9-72.3) 3(16,6) (10,1-23,1) 3(16,6) (10,1-23,1)
Total 40 23 (57.5) (49.7-65.2) 11(275) (21.2-33.8) 11(275) (21.2-33.8)

RBT: Rosa de Bengala; FPA: Fluorescéncia Polarizada; cELISA: Elisa Competitiva; (95% IC): intervalo com
95% de confianga; n: nimero de soropositivos; (P%) prevaléncia; +: positivo.
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Figura 6. Distribuicdo espacial da presencia de anticorpos de Brucella spp. nos rebanhos, proximidade das
principais estradas e nimero de vacas positivas por sorologia na regido leiteira de Antioquia, Colémbia.

As analises bivariadas da soropositividade para Brucella spp. indicaram em relagéo

aos animais que a origem das vacas (compradas ou transferidas) (p 0,010; OR 2,26; IC 95%:
1,19-4,28), o0 uso de um touro ou IA (p 0,000; OR 5,68; IC 95%: 2,89-11,15), a presenca de
problemas reprodutivos (p 0,000; OR 4,74; IC 95%: 2,43-9,26), o aborto (p 0,001; OR 3,78;
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IC 95%: 1,80-7,96), e nascimento de bezerros fracos (p 0,023; OR 6,49; IC 95%: 1,61-26,06),
a vacinagao de vacas com a vacina da cepa RB51 (p 0,026; OR 2,00; IC 95%: 1,07-3,73), a
ordenha em sistema de sala (p 0,007; OR 2,50; IC 95%: 1,26-4,97), e o descarte de leite para
alimentacédo dos bezerros (p 0,050), foram significativamente associados a soropositividade (p
< 0,05).

Além disso, as varidveis extrinsecas, como o compartilhamento de fonte de agua com
animais de fazenda vizinhos (p 0,000; OR 4,98; IC 95%: 2,07-11,98), co-pastejo com outra
especie (p 0,020; OR 3,73; IC 95%: 1,13-12,24), auséncia de baia-maternidade exclusiva (p
0,001; OR 3,35; IC 95%: 1,53-7,34) e a condicdo de salde da fazenda frente a brucelose (p
0,000), foram fatores associados a soropositividade (p < 0,05). A presenga de urubus e gambéa
foi comum na maioria das fazendas, porém, quando os roedores estavam presentes, ocorreu
uma associacgdo significativa (p 0,000). Embora possa parecer controverso, quando nao havia
procedimentos adequados para o descarte dos residuos do parto, associado ao acesso livre dos
urubus a esses residuos, foi observada uma associacdo com fator de protecdo (p 0,001; OR
0,25; IC 95%: 0,11-0,55) (Tabela 5). As analises bivariadas, em relacdo ao rebanho,
indicaram que o municipio (p 0,040), e o nascimento de bezerros fracos (p 0,014; OR 7,50; IC
95%: 1,53-36,71) apresentaram associacdo com a soropositividade. Além disso, a criagdo de
bezerros nas fazendas pareceu estar associada com fatores de protecéo (p 0,019) (Tabela 6).

Todas as variaveis significativas, em relagdo aos animais e ao rebanho (p <0,05),
foram incluidas na analise de regressdo logistica. As associaces que ndo foram
significativas, com p-valor < 0,25: retencdo de membranas fetais (p 0,183) em relacdo aos
animais, bem como status de brucelose (p 0,078), aborto (p 0,189) e procedéncia dos animais
(p 0,073) em relacdo ao rebanho foram considerados como potenciais fatores de risco e,
consequentemente, foram incluidas na anélise de regresséo logistica (LONDONO, 2010).

O modelo final de regressao logistica, em relacdo aos animais, incluiu a origem do
animal (comprado ou transferido), histérico de aborto, nascimento de bezerros fracos, uso de
touro para monta e vacinagdo com RB51 na idade adulta. O modelo conseguiu explicar de
forma correta 73,8% dos casos. Todas as variaveis do modelo apresentaram valor de p <0,05 e
podemos afirmar que as variaveis independentes influenciaram a variaveis dependentes
(animal soropositivo). O teste de ajuste de Hosmer—Lemeshow mostrou que o modelo se
ajustou aos dados (X2 = 2,73, d.f. 6, valor p = 0,841). No modelo final, em relacdo aos
animais, as vacas montadas com touro tiveram quase dez vezes mais chances de serem

soropositivas do gque as vacas inseminadas (AOR = 9,69, IC 95%: 2,23,42,18). A procedéncia
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das vacas (compradas ou transferidas) apresentou trés vezes mais probabilidade de ser
soropositiva do que as nascidas dentro da fazenda (AOR = 2,79, IC 95%: 1,42,5,49). Foi
observada uma probabilidade quatro vezes maior de ser soropositivos 0s animais com
historico de aborto (AOR = 4,22, IC 95%: 1,91,9,33). O nascimento de bezerros fracos (AOR
= 13,77, IC 95%: 2,75,68,91) teve quatorze vezes mais chance de ser soropositivo. A Ultima
variavel do modelo foi a vacinagdo com a cepa RB51 na idade adulta. Esta apresentou trés
vezes mais chances de ser soropositivo (AOR = 3,03, IC 95%: 1,04,8,78) (Tabela 7).

O modelo final de regressao logistica, em relacdo ao rebanho, incluiu o nascimento de
bezerros fracos e a compra de gado. O modelo é capaz de explicar corretamente 82,5% dos
casos positivos. Todas as varidveis apresentaram valor de p<0,05, o que afirma que as
variaveis independentes influenciam a variavel dependente (rebanho soropositivo). O teste de
Hosmer—Lemeshow mostrou que o modelo se ajustou aos dados (X2 = 0,40, d.f. 2, p valor =
0,81). Ao final, no modelo em relacdo ao rebanho, a varidvel relacionada a compra de gado
teve sete vezes mais chances de ser soropositiva (Tabela 7).

Tabela 5. Distribuices de frequéncia e andlise bivariada de respostas dicotdmicas as perguntas da pesquisa
sobre praticas de manejo relacionadas a epidemiologia da brucelose. Os dados foram coletados de 656 animais

em 40 rebanhos de gado leiteiro localizados em quatro municipios do norte de Antioquia, Colémbia.

Quantidade de animais = 656

Variavel Frequéncia % p** OR (IC 95%)
Procedéncia dos animais 0.010 2.261 (1.19, 4.28)
Compra e/ou transferéncia de animais. 27/289 62.8
Nascimento 16/367 37.2
Idade 0.805
24-36 meses 10/150 23.3
37-60 meses 15/258 34.9
>60 meses 18/248 41.9
Tempo de gestacéo 0.836
Néo gestante 171257 39.5
1-90 dias 11/147 25.6
>90 dias 15/252 34.9
NuUmero de vacas prenhas 0.764
Novilha 2/20 4.7
1-2 18/279 419
3-4 12/217 27.9
>4 11/140 25.6
Problemas reprodutivos 0.000 4.74 (2.43,9.26)
Sim 16/84 37.2
Né&o 27/572 62.8
Aborto 0.001 3.78 (1.80, 7.96)
Sim 11/62 25.6
Né&o 32/594 74.4
Retencao placentaria 0.183 2.941 (0.62, 13.87)
Sim 2/12 4.7
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Nao

Nascimentos Bezerros fracos

Sim
Nao

Destino de placentas, fetos abortados e

natimortos
Nenhum

Enterrados

Baia de maternidade exclusiva

Néo
Sim
Co-pastejo
Sim
Néo

Fontes de 4gua compartilhadas

Sim

Né&o

Meétodos de reproducao
Inseminac&o artificial (Al)
Touro

IA e Touro

Touro

Sim

Néo

1A

Sim

Néo

IA e Touro

Sim

Néo

Vacinacao de reforgo
Sim

Néo

Destino do leite descarte:
Bezerros

Fossa séptica

Pastagens
Municipalidade

San Pedro de los Milagros
Entrerrios

Santa Rosa de Osos
Belmira

Status de brucelose
Status positivo

Status livre de brucelose
Status desconhecido
Ordenha mecéanica

Sim

Néo

Tipo de ordenha

Sala e ordenha mecénica

41/644

3/10
40/646

33/624
10/32

35/382
8/274

40/519
3/137

37/376
6/280

2/186
11/263
30/207

41/492
2/164

32/393
11/263

30/207
13/449

24/261
19/395

27/296
4/105
12/255

23/105
11/169
8/289
1/93

25/157
6/264
12/235

31/342
12/314

31/342

95.3

7.0
93.0

76.7
23.3

81.4
18.6

93.0
7.0

86.0
14.0

4.7
25.6
69.8

95.3
4.7

74.4
25.6

69.8
30.2

55.8
44.2

62.8
9.3
27.9

53.5

25.6

18.6
2.3

58.1
14.0
27.9

72.1
27.9

72.1

0.023

0.000

0.001

0.020

0.000

0.000

0.001

0.045

0.000

0,026

0.050

0.000

0.000

0.007

0.009

6,493 (1.61, 26.06)

0.123 (0.05, 0.28)

3.354 (1.53, 7.34)

3.730 (1.13, 12.24)

4.984 (2.07, 11.98)

7.364 (1.761-30.789)

2.031 (1.005-4.104)

5.684 (2.898-11.151)

2.004 (1.07, 3.73)

2.509 (1.26, 4.97)
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Piquete e ordenha mecénica 12/247 27.9

Piquete e ordenha manual 0/67 0.0

Acesso de urubus aos residuos de nascimento 0.001 0.255 (0.11, 0.55)
Sim 33/602 76.7

Néo 10/54 23.3

Urubus, gambas, e ratos 0.000 3.621 (1.70, 7.67)
Sim 34/347 79.1

Néo 9/309 20.9

Presenca de animais selvagens 0.000

Urubus 8/134 18.6

Urubus e gambas 0/74 0.0

Urubus, gambas, ratos 34/347 79.1

Urubus, gambas, outro 1/90 2.3

Sem presenca 0/11 0.0

%: percentagem de positivos; p-valor: estatisticamente significativo; OR: razdo de chances; (IC del 95%):

intervalo de confianga com p** < 0,05.

Tabela 6. Distribuigdes de frequéncia e anélise bivariada de respostas politbmicas a perguntas de pesquisa sobre
praticas de manejo relacionadas a epidemiologia da brucelose. Os dados foram coletados de 656 animais em 40
rebanhos de gado leiteiro localizados em quatro municipios do norte de Antioquia, Colémbia.

Em relacdo ao rebanho = 40

Variavel Frequéncia % p** OR (IC 95%)
Procedéncia dos animais 0.073 5.538 (1.01, 30.25)
Compra e/ou transferéncia de animais. 9/22 81.8
Nascimento 2/18 18.2
Criacao de bezerros na fazenda 0.019 0.621 (0.467,0.825)
Sim 11/29 100
Néo 0/11 0
Aborto 0.159 0.667 (0.52, 0.84)
Sim 11/33 100
Néo 0/7 0.0
Retencéo placentéaria 0.486 0.677 (0.41, 8.59)
Sim 8/25 72.7
Né&o 3/15 27.3
Nascimentos de bezerros fracos 0.014 7.500 (1.53, 36.71)
Sim 6/10 54.5
Né&o 5/30 45.5
Des_tino de placentas, fetos abortados e 0.479 0.357 (0.02, 6.26)
natimortos
Nenhum 10/38 90.9
Enterrados 1/2 9.1
Baia de maternidade exclusiva 0.486 1.882 (0.41, 8.59)
Né&o 8/25 72.7
Sim 3/15 27.3
Co-pastejo 0.405 3.182 (0.34, 29.43)
Sim 10/32 90.9
Né&o 1/8 9.1
Fontes de 4gua sdo compartilhadas 0.473 2.167 (0.47, 9.86)
Sim 8/24 72.7
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Né&o

Meétodos de reproducéo
Inseminagcdo artificial (Al)
Touro

1A e Touro

Tipo de cepas vacinais
cepa RB51

cepa B19

Ambas as cepas

Sem vacinacgdo

Destino do leite no tratamento ou com

mastite:

Bezerros

Fossa séptica

Pastagems

Status de brucelose
Status positivo

Status livre de brucelose
Status desconhecido
Ordenha mecanica
Sim

Néo

Tipo de ordenha

Sala, ordenha mecéanica
Piquete, ordenha mecénica
Piquete, ordenha manual
Municipalidade

San Pedro de los Milagros
Entrerrios

Santa Rosa de Osos
Belmira

Fazenda cercadas
Completamente
Parcialmente

Acesso de urubus aos residuos de

nascimento

Sim

Nao

Urubus, gambas, e ratos
Sim

Nao

Presenca de animais selvagens

Urubus

Urubus e gambas
Urubus, gambas, ratos
Urubus, gambas, outro
Sem presenca

3/16

2/10
4/18
5/12

9/29
1/4
0/4

1/3

7/18
177
3/15

5/9
4/16
2/15

5/16
6/24

6/19
5/16
0/5

5/7
2/9
3/18
1/6

11/39
0/1

10/37
1/3

7/26
4/14

3/8
4/18
3/7
1/6
0/1

27.3

18.2
36.4
45.5

81.8
9.1
0.0
9.1

63.6
9.1
27.3

45.5
36.4
18.2

45.5
54.5

54.5
45.5
0.0

45.5
18.2

27.3
9.1

100
0.0

90.9
9.1

63.6
36.4

27.3

36.4

27.3
9.1
0.0

0.419

0.623

0.332

0.078

0.728

0.338

0.040

1.000

1.000

1.000

0.697

1.354 (0.33, 5.55)

1.393 (1.144-1.696)

0.741 (0.06, 9.09)

0.921 (0.22, 3.92)

%: percentagem de positivos; p-valor: estatisticamente significativo; OR: razdo de chances; (95% IC): intervalo

com 95% de confianca.
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Tabela 7. Modelo multivariado com potenciais fatores de risco ao nivel do animal e do rebanho para
soropositividade Brucella spp. em gado leiteiro de Antioquia, Colémbia.

Quantidade de animais = 656

Quantidade de rebanhos = 40

Fatores Categoria B S.E p** OR (IC 95%) B S.E p** OR (IC 95%)
(D) ®
Métodos de Touro 227 0775  0.002 9.69 (2.23, 42.18)
reproducéo Al ref.
Procedéncia Compra ou transferéncia 1.02 0.345 0.003 2.79 (1.42,5.49) 1.977 0.993  0.047 7.223 (1.03, 50.62)
Nascimento ref.
Aborto Sim 1.44 0,40 0,000 4.22(1.91,9.33)
Nio ref.
Bezerros fracos Sim 2.62 0.82 0.001 13.77 (2.75, 68.91) 2262 0933 0015  9.606 (1.54, 59.76)
Néo ref.
Vacinagao de Sim 1.09 0.543 0.043 2.99 (1.03, 8.58)
reforgo Nzo ref.
Constante -6,42 0,938 0,000 -2,97 0,971 0,002

Variavel dependente: animal positivo, resultados dados com B: beta; S.E: erro padrdo; OR: razdo de chances;

(95% IC): intervalo com 95% de confianga.
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4. DISCUSAO

Este estudo encontrou uma prevaléncia de brucelose de 6,5% em relacdo aos animais e
27,5% em relacdo ao rebanho. Os resultados de prevaléncia aumentaram em comparacao a
prevaléncia média relatada pelo ICA entre 2005-2016, tanto no departamento (4,3% em
relacdo aos animais e 25,9% em relacdo ao rebanho) quanto no nivel nacional (4,4% em
relagcdo aos animais e 22 % em relagéo ao rebanho). Assim como, os resultados de prevaléncia
de animais soropositivos em relacdo a Gltima prevaléncia oficial publicada pelo ICA no 2016,
tanto no departamento (3% em relacdo aos animais e 29% em relacdo ao rebanho) quanto em
nivel nacional (3,5% em relacdo aos animais e 17% em relacdo ao rebanho) (AVILA-
GRANADOS et al.,, 2019; INSTITUTO COLOMBIANO AGROPECUARIO, 2016). O
aumento da prevaléncia confirma a necessidade da promulgacdo da quarentena de brucelose
na regido de estudo em 2018 (INSTITUTO COLOMBIANO AGROPECUARIO, 2019,
2018a). Também no ultimo estudo de soroprevaléncia, feito pelo ICA no ano 2019 (Dados
ndo publicados), classificaram o pais em zona de baixa, meia e alta prevaléncia. O
departamento de Antioquia foi classificado na zona de alta prevaléncia, apresentando uma
prevaléncia de 12,56% em relacdo aos animais e 44,02% em relacdo ao rebanho.

Dos quatro municipios, a maior prevaléncia foi encontrada em San Pedro de los
Milagros, tanto em animais individuais quanto em rebanhos. Este municipio foi um dos
primeiros a evidenciar um aumento da soropositividade na regido, inclusive antes da
quarentena. A falta de ferramentas diretas de diagnostico impossibilita a identificacdo de
quais anticorpos para Brucella spp. foram induzidos (cepas de campo ou vacinais), sendo uma
grande limitacdo logistica e econdémica do ICA para o desenvolvimento e vigilancia oportuna
das estratégias de controle da brucelose e a analise adequada dos focos, facilitando o aumento
do nimero de casos em toda a regido.

A brucelose bovina se espalha facilmente em regides leiteiras porque as condi¢des
ambientais destas producBes e as praticas de manejo intensivo oferecem uma excelente
oportunidade para que as bactérias se multipliguem e disseminem a doenca rapidamente
(BUGEZA et al., 2019; COELHO et al., 2015). Desta forma, a estreita interagéo entre animais
e pessoas nesse tipo de producdo, apresenta um risco de transmissdo de doencas zoondticas
para os trabalhadores e suas familias (COELHO et al., 2015).

Neste estudo foram observadas, associacOes significativas com a soropositividade de
Brucella spp., em relacdo ao rebanho, nas seguintes variaveis: municipio, historico de aborto,

nascimento de bezerros fracos e ndo criacdo de bezerros nas fazendas e, assim mesmo, muitas
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variaveis foram significativamente associadas a soropositividade em relacdo aos animais.
Algumas dessas varidveis significativas ndo conseguiram explicar o modelo, mas foram
discutidas devido a sua importancia biologica, consideradas fatores de risco em estudos com
cenarios semelhantes.

Em regiBes leiteiras, existem condicGes favoraveis de alta umidade e baixa
temperatura para a manutencdo da Brucella spp. no ambiente. Nessas condi¢es, as bactérias
podem sobreviver no solo, agua e esterco por até 10 semanas (CROSS et al., 2013, 2007,
KADEN et al., 2018; SILVA et al., 2019). O uso de esterco de vaca como fertilizante € uma
pratica regular em fazendas leiteiras da regido, que pode se tornar um fator de risco. Brucella
sp. foi isolada de esterco de vacas e cabras soropositivas em uma regido endémica no México
e o0s autores proporem avaliar o esterco contaminado como fator de risco em regides
endémicas (MORALES-ESTRADA et al., 2016), embora os dados avaliados em nosso estudo
néo evidenciaram essa associacao.

A maioria dos fatores associados a introducdo e disseminacdo da brucelose na pecuaria
estdo diretamente relacionados as praticas de manejo que facilitam a proliferacdo da Brucella
spp. nos rebanhos (RHYAN et al., 2013) e foram associadas a soropositividade, como o co-
pastejo de animais (EDAO et al., 2018; SILVA et al., 2019), o compartilhamento de fontes de
4gua com fazendas vizinhas (CARDENAS et al., 2019b), e a falta de baia de maternidade
exclusiva (HOLT et al., 2011; SILVA et al., 2019). Entretanto, a introducdo de novos animais
nos rebanhos, adquiridos ou transferidos, poderia ser o fator de risco mais predominante. 1sso
foi comprovado neste estudo, e amplamente divulgado por outros estudos epidemiologicos
(CARDENAS et al., 2019b; MATOPE et al., 2010; SILVA et al., 2019).

A ordenha em sala foi associada a soropositividade em relacdo aos animais. Os autores
que relataram resultados semelhantes, atribuiram essa associacdo ao contato préximo entre 0s
animais e pelo tempo em que as vacas permaneceram na sala no processo de ordenha (ARIF
etal., 2019; BUGEZA et al., 2019; EDAO et al., 2018).

O uso de leite descartada para alimentacdo de bezerros tambem apresentou associagao
significativa com a soropositividade. Estudos relataram a potencial liberacdo de bactérias
viaveis através das glandulas mamarias (BUGEZA et al., 2019; HULL and SCHUMAKER,
2018; PLOMMET et al., 1973). Isto foi demonstrado em um estudo que isolou Brucella suis
durante dois anos, a partir do leite de vacas naturalmente infectadas (EWALT et al., 1997). Da

mesma fora, outro estudo detectou por cultura e PCR Brucella spp. de 24 amostras de leite de

73



vacas, 12 de ovelhas, e 10 de cabras. Todos os animais pertenciam as fazendas com historicos
de brucelose (HAMDY & AMIN, 2002)

Atualmente, ndo se tem estabelecido um tempo de descarte do leite de vacas vacinadas
com a cepa RB51, isto pode apresentar um fator de risco para os bezerros em lactagéo e para
as pessoas, pois um potencial derramamento das cepas vacinais no leite pode ocorrer
(NEGRON et al., 2019; PACHECO, 2007). Embora um estudo tenha avaliado a excre¢do das
cepas vacinais no leite por cultura e por PCR de 18 vacas vacinadas com uma dose completa
de RB51 durante a lactacéo, foi possivel concluir que o risco para a saude publica associado
ao consumo de leite pos-parto de vacas vacinadas com RB51 é muito baixo (MIRANDA et
al., 2016). O Centro de Controle e Prevencdo de Doencgas (CDC) recentemente estudou trés
casos de brucelose em humanos. Os individuos apresentaram a cepa da vacina RB51 e
contrairam brucelose pela ingestdo de leite ndo pasteurizado (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2019; COSSABOOM ET AL., 2018; NEGRON ET AL.,
2019).

A vacinacdo de bezerros faz parte dos programas regulares de controle sanitario em
paises endémicos (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SANIDADE ANIMAL, 2019). Na
Col6mbia, a vacinacdo com a cepa B19 requer apenas uma Unica vacina¢do de bezerras. J& em
relacdo aquelas que sdo vacinadas com a RB51 devem receber o imunizante entre 3 e 9 meses
de idade e serem revacinadas na idade adulta (INSTITUTO COLOMBIANO
AGROPECUARIO, 2020a). Dos bovinos avaliados, a cepa RB51 foi a vacina
predominantemente utilizada. Esta vacina, quando foi aplicada na idade adulta, teve
associacao significativa com soropositividade em relacdo as analises feitas nos animais.

A quarentena da regido poderia ter influenciado as revacinagfes e as vacinacdes
estratégicas das vacas, mas 0s resultados sorologicos deveriam ser interpretados com cautela,
especialmente num pais endémico onde a prevaléncia se modifica constantemente (OLSEN &
PALMER, 2014). Uma alta prevaléncia pode aumentar a suscetibilidade dos animais e
diminuir a eficacia e o efeito protetor da vacina. A imunidade induzida pela vacina também
pode entrar em colapso se a infec¢cdo com uma cepa virulenta aumentar, reduzindo a eficacia
da vacina (Langwig et al., 2019). Outra interpretacdo potencial € que os anticorpos das cepas
em ambas as vacinas (B19 e RB51) podem persistir na idade adulta e desencadear uma reagéo
cruzada soroldgica positiva (CLOECKAERT ET AL., 2002B; WORLD ORGANIZATION
FOR ANIMAL HEALTH, 2018). Nédo existe cura para a brucelose em animais e nao é

permitido o tratamento, a Gnica medida de controle é o abate dos animais positivos (WORLD
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ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2018). Portanto, a erradicagdo de animais
falso-positivos deve ser levada em consideragido (MOGOLLON et al., 2003).

A soropositividade em relacdo aos animais também apresentou associacao
significativa com a presenca de animais selvagens, 0 que € consistente com outros estudos
realizados no Brasil, Zimbabue e Estados Unidos (NDENGU et al., 2017; RHYAN et al.,
2013; SILVA et al., 2019). Algumas evidéncias sugerem que animais selvagens, passaros e
cdes podem carregar pedacos de placenta ou fetos abortados do pasto, desempenhando um
papel significativo na transmissdo brucelose nos bovinos (BERCOVICH, 1998). Portanto,
uma vigilancia permanente da vida selvagem e dos animais sinantropicos é fortemente
recomendada, uma vez que esses animais podem servir como potenciais reservatorios ou
vetores mecanicos (GODFROID, 2018; LOVERA et al., 2017).

A presenca de urubus e gambas foi comum na maioria das fazendas. No entanto,
houve associagdo significativa a soropositividade em relacdo aos animais, quando, além dos
urubus e gambas, estavam presentes no ambiente roedores. Isto concorda com um estudo no
centro da Argentina, que evidenciou anticorpos de Brucella spp. em roedores e gambas
capturados em fazendas leiteiras (LOVERA et al., 2017). A presenca de infeccdo de roedores
por Brucella spp. ndo devem ser subestimada e sim explorada detalhadamente como fator de
risco em ambientes rurais.

Neste estudo, 0 acesso dos urubus a residuos de parto ou aborto parece ser um fator de
protecdo associado. Os urubus podem impedir a propagacdo de bactérias no ambiente porque
ingerem residuos da placenta ou aborto dentro de 24 horas ap6s o evento (CROSS et al.,
2013; MAICHAK et al., 2009; RHYAN et al., 2013). Este processo de eliminacdo natural de
residuos do parto ou aborto pode ser mais rapido do que o descarte feito pelo agricultor. Até o
momento, ndo foi determinado que os urubus sdo um fator de risco de transmissdo da
brucelose no gado, pois parecem reduzir o risco e provavelmente atuar como um agente de
controle bioldgico da doenca (AUNE et al., 2012; MAICHAK et al., 2009; VICENTE et al.,
2019). Em ambientes naturais, os urubus desempenham um papel importante no ecossistema
ao descartar a carniga que, de outra forma, seria um terreno fértil para proliferacdo de
doencas. Os urubus apresentam resisténcia a maioria dos microrganismos patogénicos e suas
toxinas. Eles tém um estdmago musculoso adaptado, com alta acidez, que os protege das
acOes patogénicas das bacteérias, que sdo em sua maioria destruidas (MAICHAK et al., 2009).

A presenca de aborto e nascimento de bezerros fracos contribuiu para explicar a

soropositividade no modelo em relagdo aos animais e deveria gerar alertas nas fazendas. O
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periodo de incubacao da brucelose em bovinos e em outros animais é bastante variavel, cerca
de 2 semanas a 1 ano e até mais em certos casos. Quando o aborto € o primeiro sinal
observado, 0 periodo minimo de incubacdo é de cerca de 30 dias (JIM QUIGLEY, 2005).
Alguns animais podem abortar antes de desenvolver uma reacéo positiva ao teste diagndstico.
Mas outros animais infectados podem nunca abortar, embora a maioria dos estudos destaquem
a presenca do aborto como a primeira sinal de alerta para a brucelose (AHASAN et al., 2017,
BRONNER et al., 2014; YAMAMOTO et al., 2008). Geralmente, animais infectados que néo
abortam, podem ter nascimentos de bezerros fracos e podem desenvolver uma reacéo positiva
ao teste diagndstico dentro de 30 a 60 dias ap6s a infeccdo (JIM QUIGLEY, 2005). Mesmo
em gestacdes que cursam até o trabalho de parto no periodo correto, ocorrem a disseminagao
da bactéria no ambiente através da excrecdo da placenta, fluidos fetais e secrecbes vaginais
(LETESSON et al., 2017). Os mecanismos de controle apropriados como baias exclusivas de
maternidade e boas praticas de gestdo de biosseguranca devem estar presentes nas granjas
para prevenir a propagacao da infeccgéo.

Os touros podem ser infectados com brucelose, por erros durante a vacinacdo dos
bezerros ou pela exposi¢do a um ambiente contaminado (JUNQUEIRA JUNIOR et al., 2018;
PACHECO, 2014). A espécie B. abortus pode estar presente nos testiculos e nas glandulas
genitais dos touros (CROSS et al., 2010). A transmisséo as fémeas pode ocorrer pelo sémen
infectado, seja por acasalamento ou por inseminacdo artificial (ALI et al., 2017; JUNQUEIRA
JUNIOR et al., 2018). O uso de touro para monta, a inseminacao artificial ou ambos, foram
significativamente associados a soropositividade e contribuirdo para explicar a
soropositividade no modelo de regressdo logistica ao nivel animal. Os resultados deste estudo
foram semelhantes a um estudo em Bangladesh (AHASAN et al., 2017) e a um estudo caso-
controle recente na Coldmbia, onde a criacdo natural com touros com estado de saude
desconhecido mostrou maior risco, em comparacao com as fazendas que usaram inseminacgédo
artificial (CARDENAS et al., 2019b)
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5. CONCLUSAO

Este estudo apresentou um aumento na soroprevaléncia de brucelose em Antioquia,
demonstrando a necessidade da declaragdo de quarentena associada nesta regido leiteira
localizada na Colémbia.

Os fatores relacionados a introducéo de novos animais no ambiente, a presenca de aborto,
0 nascimento de bezerros fracos, o uso de touros como préatica reprodutiva e uso da vacina
RB51 aplicada na idade adulta, foram considerados fatores de risco associados a
soropositividade. Os agricultores devem estar cientes desses fatores e usa-los em conjunto
com testes soroldgicos para confirmar a presenca do gado infectado em suas fazendas.

A brucelose pode ter um impacto severo na salde humana. Atualmente, ndo existem
vacinas que possam prevenir a brucelose em humanos, por tanto, somente o controle da
brucelose em animais reduz drasticamente a incidéncia da doenca em humana. E importante
desenvolver estratégias eficazes para prevenir e erradicar a infeccdo no gado. Programas de
vacinacdo adequados na pecudria, implementacdo de medidas preventivas para gerenciar
fatores de risco, vigilancia permanente com estudos epidemioldgicos e o diagnostico correto
de casos suspeitos podem melhorar a seguranca alimentar e a satde publica.

H& uma necessidade urgente de uma estruturagdo do programa de monitoramento e
controle contra a brucelose em bovinos na Coldombia, usando uma abordagem coordenada de
“Saude Unica”, levando em considerac&o as consequéncias econdmicas e de satde plblica em

relacdo a brucelose em hospedeiros inespecificos.
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CAPITULO 11

Estudo transversal e analise molecular de Brucella spp. em bovinos de

regides leiteiras da Colémbia.

Este capitulo com algumas pequenas modifica¢cbes no manuscrito foi publicado em:

HERRAN RAMIREZ, OL. SANTOS HA, PAULINO PG, VAN DER MEER CS,
BAUTISTA JLR, DELGADO ILJ, OBANDO JG, GARCIA RR, DA COSTA ANGELO 1.
Cross-sectional study of Brucella spp. using real-time PCR from bovine whole blood in
Colombia. Vet Res Commun. 2021 Nov 17. Epub ahead of print. PMID: 34791575.
https://doi.org/10.1007/s11259-021-09846-8
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RESUMO

Um estudo transversal foi realizado na Colémbia para detectar DNA de Brucella spp. de
amostras de sangue total de bovinos, por meio da técnica de PCR em tempo real, com a
utilizacdo de sonda (qPCR). Cepas de Brucella-DNA de campo e as cepas vacinais foram
genotipadas mediante um ensaio baseado em marcadores SNP (Single Nucleotide
Polimorphism). Os fatores associados a presenca de Brucella-DNA foram avaliados por meio
de modelos de regressdo logistica. Um total de 656 vacas, amostradas de forma aleatoria, de
40 rebanhos foram selecionadas e analisadas. O ensaio gPCR detectou 9,5% (n=62/656; IC
95%: 7,3, 12,0) dos animais com presen¢a de Brucella-DNA, enquanto o teste soroldgico
detectou 6,6% (n=43/656; IC: 4,8, 8,7), dentre estes foi observado que 62,5% (n=25/40; IC
95%: 45,8, 77,3) dos casos positivos foram detectados no rebanho pela gPCR, enquanto
apenas 27,5% (n=11/40; 1C 95%: 14,6, 43,9) foram detectados pelo teste sorolégico. O ensaio
gPCR, que utilizou o gene bcsp31, apresentou uma eficiéncia de 92,35%. Toda as amostras
positivas pela gPCR foram genotipadas como cepas de Brucella spp. de campo empregando o
ensaio SNP. No modelo de regressédo logistica em relagdo aos animais, cinco varidveis foram
associadas a presenca de Brucella-DNA: o uso de touros para monta de vacas (AOR = 2,72,
IC 95 % 1,11 - 6,66), histérico de problemas reprodutivos (AOR = 3,14, IC 95 % 1,09 - 8,99),
vacas prenhes (AOR = 1,86, IC 95 % 1,03 - 3,36), utilizacdo de sala para ordenha (AOR =
2,92, 1C 95 % 1,62 - 5,26) e vacas pertencentes a fazendas < 200 m da principal estrada (AOR
= 2,47, 1C 95 % 1,39 - 4,39). Em relacdo ao rebanho, duas variaveis foram associadas a
presenca de Brucella-DNA: histérico de problemas reprodutivos (AOR = 7,76, IC 95 % 1,17
—51,56) e uso de touros para monta (AOR = 6,49, IC 95 % 1,20 - 35,12). Tendo em vista que
0 aumento da prevaléncia de brucelose em reservatorios animais cria um risco importante de
transmissdo em humanos e, de acordo com a prevaléncia flutuante da brucelose em paises
endémicos, o0s estudos epidemioldgicos atualizados, baseados em testes diagnosticos
soroldgicos e apoiados com as ferramentas moleculares, melhora a eficécia das estratégias de
prevencdo e controle. Dessa forma, permitem a avaliacdo da dinamica da doenca e
determinam se as medidas de prevencéo e controle estabelecidas foram eficazes ou precisam
ser ajustadas.

Palavras-chaves: Zoonoses, bruceloses, probe-gPCR
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ABSTRACT

A cross-sectional study was conducted in Colombia to recover Brucella spp. DNA from
bovine whole-blood samples through probe-based real-time PCR (qPCR). By an SNP-based
assay, vaccine strains were genotyped from field strains. The associated factors were
evaluated using logistical regression models. A total of 656 random cows from 40 herds were
selected and analyzed using serology and PCR. The gPCR assay detected 9.5% (n=62/656;
95% CI: 7.3, 12.0) of the animals with Brucella-DNA presence, while the serological test
detected a 6.6% (n=43/656; Cl: 4.8, 8.7). 62.5% (n=25/40; 95% CI: 45.8, 77.3) of positive
cases were detected at the herd-level by the gPCR, while only 27.5% (n=11/40; 95% CI: 14.6,
43.9) were detected by the serological test. All positive samples were identified as field
Brucella strains employing the SNP-based assay. In the final regression model at the animal-
level, five variables were associated with Brucella-DNA presence: the use of bulls for mating
(AOR =2,72,1C 95 % 1,11 - 6,66), recorded history of reproductive problems (AOR = 3,14,
IC 95 % 1,09 - 8,99), pregnant cows (AOR = 1,86, IC 95 % 1,03 - 3,36), parlor milking (AOR
=2,92,1C 95 % 1,62 - 5,26), and cows belonging to farms <200 m from the main road (AOR
=2,47,1C 95 % 1,39 - 4,39). At the herd-level, two variables were associated with Brucella-
DNA presence: recorded history of reproductive problems (AOR = 7,76, IC 95 % 1,17 —
51,56), and the use of bulls for mating (AOR = 6,49, IC 95 % 1,20 - 35,12). Bearing in mind
that the increase in the prevalence of brucellosis in animal reservoirs creates an important risk
of transmission in humans, and in accordance with the fluctuating prevalence of brucellosis in
endemic countries, the updated epidemiological studies based on serological diagnostic tests
and supported by molecular tools, improve the efficacy of the prevention and control
strategies, allows us to assess the dynamics of the work and determine if the established
prevention and control measures are effective or need to be adjusted.

Keywords: Zoonoses, brucellosis, probe-gPCR
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1. INTRODUCAO

A brucelose € uma doenga causada pela bactéria Brucella spp., considerada uma zoonose
complexa e negligenciada. De acordo com o Plano de Ac¢édo para a Eliminacdo das Doencas
Infecciosas Negligenciadas [NIDs (2016-2022)], continua sendo necessario avaliar e
documentar a situacdo epidemioldgica regional da brucelose nas Américas. Apesar da
América Latina ser endémica para brucelose , os relatos e dados séo insuficientes em relacdo
a prevaléncia, dificultando o alcance de niveis satisfatorios de controle da doenca (WORLD
HEALTH ORGANIZATION AND PAN AMERICAN HEALTH Organization, 2016).
Dependendo da prevaléncia encontrada, as estratégias e medidas de controle podem aplicar
diferentes acGes de gestdo (MORENO, 2020). Além disso, a deteccdo adequada pode ajudar a
mitigar o impacto econdmico do abate de animais infectados (TROTTA et al., 2020), os
custos para recuperar o status “livre de brucelose”, o impacto socioecondmico no
desenvolvimento rural e, 0 mais importante, o impacto na saude publica.

A cultura bacteriana ¢ considerada o “padrio ouro” para confirmar o diagndstico de
brucelose. No entanto, a maioria das espécies de Brucella sdo organismos fastidiosos e de
crescimento relativamente lento, afetando, em alguns casos, a sensibilidade de deteccdo
(WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2018). Em vez disso, os estudos
epidemioldgicos direcionados a brucelose na pecuéria baseiam-se quase exclusivamente em
testes soroldgicos como as principais ferramentas de deteccdo, devido aos seus resultados
rapidos e de baixo custo. No entanto, os testes soroldgicos apresentam baixa sensibilidade nos
estagios iniciais ou latentes da infeccdo e baixa especificidade em regides onde a brucelose €
altamente endémica, onde tem presenca de outras bactérias que compartilham a estrutura do
O-LPS ou ha vacinacdo em massa de bovinos (CORBEL, 2006; GODFROID et al., 2002).
Em paises com vacinacdo massiva, a diferenciacdo confiavel entre cepas vacinais e cepas de
campo é importante para os estudos epidemioldgicos da brucelose bovina. (GOPAUL et al.,
2010). Portanto, ferramentas diagndsticas adaptadas a situacdo epidemioldgica apresentadas
precisam ser desenvolvidas e validadas (GODFROID et al., 2002).

Melhorias nos métodos de PCR, como PCR em tempo real (QPCR), tornaram possivel a
deteccdo de Brucella spp. a partir de amostras clinicas de humanos (BAOSHAN et al., 2021;
QUEIPO-ORTUNO et al., 1997) e animais (GWIDA et al., 2016; SELIM et al., 2019;
WARETH et al., 2015B), mesmo quando existe um baixo nimero de organismos (HULL et
al., 2018), combinando velocidade, sensibilidade, alta especificidade (com uso de sonda),

seguranca laboratorial e baixo risco de contaminagdo cruzada ou contaminagdo por amplicon
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(CORBEL, 2006). A aplicacdo da técnica de qPCR pode suportar as desvantagens dos
métodos indiretos e a baixa sensibilidade da técnica de isolamento microbiano.

Embora ndo haja dados disponiveis significativos sobre a prevaléncia de brucelose em
humanos, o aumento da brucelose em reservatdrios animais cria um risco importante de
transmissdo zoonotica. Desta forma, o Programa de Controle e Prevencdo da Brucelose
Bovina na Colémbia foi realizado para detectar animais positivos por métodos indiretos,
combinados com estratégias de erradicacdo e vacinacdo obrigatéria  (INSTITUTO
COLOMBIANO AGROPECUARIO, 2020a). Os dados oficiais mais recentes, relacionados a
prevaléncia de brucelose na Colémbia, foram obtidos do Instituto Agropecuario Colombiano
(ICA) em 2016. Durante esse ano, foram estudados 262.162 soros de bovinos em 17.345
fazendas, estabelecendo uma prevaléncia de brucelose de 3,5% e 17,0%, respectivamente
(INSTITUTO COLOMBIANO AGROPECUARIO, 2016).

Os objetivos deste estudo foram determinar a prevaléncia molecular de Brucella spp. e
explicar por modelos logisticos de regressdo os fatores associados a presenca de Brucella-
DNA. em relacdo aos animais e aos rebanhos da regido leiteira proeminente da Colémbia.
Além disso, o estudo teve como foco comparar a capacidade de deteccdo de DNA de Brucella
spp. pela qPCR, baseada em sonda em relacdo a detec¢do de anticorpos contra Brucella spp.
por testes soroldgicos e, finalmente, diferenciar as cepas vacinais de cepas de campo por um
ensaio baseado em SNP.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Estudo epidemioldgico

Foi realizado um estudo epidemioldgico observacional, do tipo transversal, com técnicas
quantitativas e um questionario epidemiolégico fechado, com informacdes que foram
utilizadas para identificar fatores associados a presencia de Brucella spp nos bovinos da
regido de estudo.
2.2. Amostragem e populacao-alvo

O procedimento de amostragem aplicou a férmula n = 1,962 p (1 — p)/d2 para calcular o
tamanho da amostra, com nivel de confianca de 95%, preciséo absoluta desejada (d2) de 5% e
uma prevaléncia esperada (p) de 10% baseada na literatura e sendo condizente com a
capacidade financeira e operacional do estudo (THRUSFIELD, 2007). Um total de 656
amostras de sangue total foram coletadas aleatoriamente de vacas em 40 rebanhos leiteiros de
quatro municipios do norte de Antioquia. Além disso, foi usada uma amostragem
proporcional de cada cidade para garantir que o gado leiteiro ndo estivesse sub-representado.

A populagao alvo foi composta por animais em lactacdo ou no periodo seco, > 2 anos de
idade, vacinados na idade regulamentar. A vacinacdo obrigatoria foi verificada pelos registros
oficiais de vacinacdo (RUV) (INSTITUTO COLOMBIANO AGROPECUARIO, 2017). A
selecdo dos rebanhos e animais foi feita como foi descrito no capitulo 1. Os animais
escolhidos aleatoriamente foram transferidos para uma area de manejo designada, dentro de
cada granja, para a coleta das amostras. A area da pele do animal foi limpa com clorexidina
5%, e seis mililitros de sangue venoso caudal foi retirado de cada animal, usando tubos de
coleta de sangue com EDTA, um anticoagulante. As amostras de sangue foram refrigeradas e
adequadamente transportadas para o laboratério Tesmol na Colémbia para a extracdo do
DNA.
2.3. Coleta de dados epidemiol6gicos

Os produtores de leite foram convidados a responder a um questionario (Anexo B e C). O
questionario foi baseado em revisdo de literatura, incluindo perguntas fechadas sobre o
manejo dos bovinos, parametros zootécnicos e praticas sanitarias como variaveis
independentes (Tabelas 8 e 9). O questionario foi pré-testado e validado por produtores de
fazendas nédo pertencentes ao estudo.
2.4. Extracéo de DNA gendmico de amostras

O DNA molde foi obtido com base no protocolo de Salting ndo orgénico,

desenvolvido para a recuperagédo do DNA de amostras de sangue total, descrito anteriormente
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(MILLER et al., 1988), com o aprimoramento feito por Queipo-Ortufio et al. (1997) e
modificagdes pelos autores. O sangue total coletado em tubos com EDTA foi suavemente
misturado e 0,5 ml de sangue total foi transferido para microtubos estéreis de 1,5 ml contendo
1 ml de solucéo de lise celular [320 mM de sacarose, cinco mM de MgCl2, 1% de Triton X-
100, dez mM Tris-HCI (pH 7,5)]. Os microtubos foram misturados por inverséo, trés vezes, e
incubados por 10 min & temperatura ambiente. O microtubo foi invertido mais trés vezes,
durante a incubacéo e depois centrifugado a 15.000 x g por 2 min (5424 Eppendorf®, Enfield,
Connecticut, EUA). O sobrenadante foi descartado sem perder o sedimento celular. O
sedimento foi novamente lavado uma vez com uma solucéo de lise celular e duas vezes com 1
mL de agua Milli-Q® ultrapura. Depois que o Ultimo sobrenadante foi descartado, o
microtubo foi agitado em vortex para remover o pellet das paredes do tubo. Adicionou-se 400
ul de solucdo de lise nucleica [60 mM NH4CI, 1% de dodecil sulfato de sddio e 24 mM Na2-
EDTA (pH 8,0)] e, lentamente, foi adicionado 5 pl de proteinase K (1 mg/mL). Em seguida,
foi incubada por 30 min a 56°C e 500 RPM em agitador de incubadora Vortemp™ 56
(Labnet®, Edison, New Jersey, EUA). Ap6s a digestdo, as amostras foram resfriadas a
temperatura ambiente, entdo 100 pl de acetato de amoénio (7,5 mM) foi adicionado, misturado
e centrifugado, a 15.000 x g por 10 min.

O sobrenadante contendo DNA foi cuidadosamente transferido para um microtubo
contendo 1 mL de etanol 100% em temperatura ambiente. O tubo foi misturado suavemente
até que as fitas de DNA fossem observadas. Em seguida, o tubo foi centrifugado a 15.000x ¢
por 10 min. O sobrenadante foi descartado sem perder o sedimento de DNA 1 ml de etanol
gelado (70%) foi adicionado para enxaguar o sedimento. O microtubo foi invertido até que o
etanol estivesse completamente seco. O DNA foi ressuspendido em 60 pl de solucdo de
DNase e agua livre de RNase (RPI®) e incubado a 65°C por 20 min, para melhorar a
hidratacdo e afrouxamento das fitas de DNA.

O DNA extraido foi preservado a -20 °C até as avaliaces subsequentes. O processo
de extracdo das amostras foi realizado na Coldombia. O DNA foi transferido para o Brasil para
as analises moleculares, com permissao de ambos os governos (Anexo E e F).

2.5. Analise de qualidade

A concentragdo e a pureza do DNA total foram avaliadas com a utilizagcdo do

espectrofotdbmetro Nanodrop ND-2000® (Thermo Fisher Scientific, EUA). As razbes de

absorbancia A260/280 e A260/230 foram utilizadas para avaliar a pureza das amostras. A
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integridade foi avaliada em gel de agarose 0,8%. O gel foi submetido a corrida eletroforética a
75 volts durante 45 min e subsequentemente corado em brometo de etidio (0,5 mg/mL).

As amostras do DNA foram transportadas para a UFRRJ no Brasil para realizacdo de
testes moleculares e genotipagem no Laboratério de Sanidade Avicola e Multiuso do DESP
(LASAVE), no Instituto de Veterindria. As amostras extraidas foram ajustadas para uma
concentracdo de 100 ng/uL e trés aliquotas foram preservadas em freezer a -20°C até o
momento das analises.

2.6. Eficiéncia, preciséo e sensibilidade analitica da gPCR

O DNA total de B. abortus, para controle, foi extraido da cepa vacinal B19. O DNA
foi quantificado por fluorimetria e a concentragdo foi utilizada para calcular o niumero de
copias do genoma de B. abortus., para a determinacdo do nimero de copias de cada ponto de
diluicdo, com a utilizacdo da equagdo: Numero de copias = 6,02 x 10?2 (cOpias por mol) x
concentragdo de DNA (g) / tamanho do genoma de B. abortus (pares de bases) x 660
(9/mol/pb). A curva padrdo foi construida com sete diluigdes decimais em série do DNA do
controle purificado (de 10° a 10° copias). A eficiéncia da reagdo foi determinada de acordo
com a equacao gqPCR Efficiency, E = 10(-1/slope)-1 (SVEC et al., 2015).

2.7. Deteccdo molecular de Brucella spp.

Todas as amostras foram testadas em duplicata e, se apenas uma das amostras fosse
positiva, eram testadas novamente. O DNA extraido de sangue bovino acrescentado com a
cepa vacinal Brucella abortus B19 (Vecol S.A, Colémbia) foi usado como controle positivo
em todos os ensaios moleculares. A extracdo do controle positivo foi realizada anteriormente
aos processos de extragdao da amostra. O controle positivo interno exégeno TagMan™ (IPC)
(Thermo Fisher Scientifc, EUA) foi utilizado para identificar as amostras com a presenca de
inibidores. Dois controles negativos foram utilizados: o primeiro continha todos os elementos
do mix de reacdo e agua livre de nuclease (RPI®) no lugar do DNA molde enriquecido; o
segundo continha todos os elementos do mix de reacdo mais 0 DNA de um bovino negativo
para Brucella sp.

Uma sequéncia especifica para o género Brucella foi escolhida a partir da regido
conservada do gene bcsp31, que codifica a proteina de membrana imunogénica BCSP31 de
31 kDa (GenBank: M20404.1) (BRICKER et al., 1988). Os iniciadores: bcsp31-Forward (5°-
TGGCTCGGTTGCCAATATCAA-3’) e bcsp31-Reverso (5'-
CGCGCTTGCCTTTCAGGTCTG-3") desenhados por Bailey et al. (1992), foram escolhidos
para os ensaios gPCR (BAILY et al., 1992). Esses iniciadores amplificam 224 pb do gene

85



bcsp3l.  Além  disso, foi  utilizada uma sonda de  hidrolise  (5'-
CCGGTGCCGTTATAGGCCCAATAGG-3'), com fluorescéncia duplamente marcada na
extremidade 5°, com 6-carboxifuo resceina fosforamidita (FAM) como corante repdrter, e na
extremidade 3' foi marcada com 5-carboxitetrametilrodamina (TAMRA) como quencher, para
melhorar a especificidade (SOHN et al., 2003).

Os primers e a sonda foram verificados quanto a especificidade no software Primer-Blast

disponivel em https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/. Os primers também foram
testados no software Oligo Explorer 1.2 (Hawthorne, NY, EUA) para determinar a
temperatura de hibridizagdo, quantidade de Guanina-Citosina (%), loops de primer e
formacdo de dimeros de primer. Um ensaio interno foi realizado para determinar a melhor
temperatura de anelamento em um gradiente-PCR, aumentando a temperatura em 1 grau de
58°C para 65°C.

Para obter a sensibilidade maxima do ensaio e descartar a possivel presenca de dimeros de
primers e outros produtos ndo especificos, as concentracdes ideais de primer foram
determinadas testando nove combinacfes diferentes de concentracdo destes iniciadores
(Forward-Reverse: 0,3-0,3 uM; 0,4-0,4 uM; 0,5-0,5 uM; 0,3-0,4 uM; 0,3-0,5 uM; 0,4-0,3
puM; 0,4-0,5 uM; 0,5-0,3 uM; 0,5-0,4 pM).

Diferentes concentracdes de sonda foram testadas para determinar o melhor desempenho,
com variagdo de 0,2 uM a 0,4 uM, em ensaios qPCR com a concentragdo otimizada de
primers e um baixo limite de deteccdo do DNA alvo (10? cdpias de amostra extraida da
vacina de B. abortus).

A quantidade apropriada do DNA molde a ser aplicadas no ensaio molecular foi
determinada mediante a um ensaio molecular. A concentragdo do DNA variou de 10,4 a 31,3
ng/uL. O volume de DNA molde apropriado para ser adicionado ao mix de reacdo, sem criar
a inibicdo de amplificagéo, foi de 10,4 ng/uL. O IPC ndo revelou potenciais inibidores no
DNA amplificado.

As reacdes dos ensaios de otimizacdo foram realizadas no StepOnePlus™ Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Thermo Scientific, Delaware, EUA) com um volume total de
12 pl, contendo 1x PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA) e aproximadamente 102 cdpias da cepa Brucella abortus B19 como molde de
DNA, completando o volume da reacdo com agua de grau molecular (RPI®). As condi¢des da
gPCR foram descritas anteriormente (QUEIPO-ORTUNO et al.,, 2005), mas com

modifica¢fes na temperatura anelamento. Uma analise da curva de melting foi realizada ap6s
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0 protocolo de amplificacdo no sinal verde, de 60 - 95°C, com aumento de 0,3°C/seg. Ao final
da reacdo o pico gerado pela curva de melting representou a especificidade da amplificagéo.
Uma curva de dissociacdo unica foi produzida para confirmar que o sinal da fluorescéncia
detectado provém somente do amplicon alvo. O IPC ndo revelou potenciais inibidores na
amplificagdo do DNA molde.

As reacOes de gPCR foram feitas no StepOne-Plus™ Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Thermo Scientifc, EUA) num volume total de 12 plL, com agua de grau
molecular (RPI®), 1x Mix QuantiNova™ Sonda PCR Master e Rox (Qiagen®, Alemanha),
0,4 uM de cada Primer, 0,2 uM de sonda TagMan, 1X de Exo IPC Mix, 1X de Exo IPC DNA
e aproximadamente 125 ng de DNA gendmico. As condicdes de termociclagem foram
realizadas da seguinte forma: uma manutencdo a 95 °C por 2 min, seguida de 45 ciclos
compostos de desnaturacdo a 95 °C por 5 s e anelamento/extensdo a 62 °C por 10 s. Todos 0s
processos de biosseguranca laboratorial e fluxo unidirecional foram aplicados para evitar
contaminacdo (RICHARDSON et al., 2009). Foi utilizado o processamento cego da amostra,
atribuindo um codigo a cada amostra para evitar um potencial viés do observador.

2.8. Diferenciacédo de cepas de campo de Brucella spp. da cepa vacinal RB51

O ensaio qPCR previamente desenvolvido por Gopaul et al. (2010) foi usado para
diferenciar as cepas de campo da cepa vacinal RB51 através de um polimorfismo de
nucleotideo Unico (SNP) da Brucella spp. Tratasse de um ensaio de competi¢cdo usando duas
sondas marcadas de formas diferentes, visando a sequéncia “especifica da espécie” ou “ndo
especifica”. Dependendo da presencga ou auséncia do SNP alvo, uma sonda ¢ clivada de em
relacdo a outra, gerando um aumento na fluorescéncia do corante do oligonucleotideo.

Selecionamos um Unico SNP, A667—C667 em BAB1 0649, para diferenciar a cepa de
Brucella vacinal RB51 das cepas de campo. Este SNP foi previamente identificado por
comparacdo do genoma da RB51 com as sequéncias de B. abortus cepa 2308, B. abortus cepa
9-941, B. melitensis cepa 16 M, B. ovis ATCC 25840 e B. suis cepa 1330. Para confirmar a
especificidade do alvo para RB51, foram sequenciados os locus em 68 cepas de B. abortus
correspondentes aos membros de todos os 28 tipos de analise de sequéncia multilocus
identificados nesta espécie até o momento e 26 outras cepas de Brucella representando
membros de todas as outras espécies e biovars (GOPAUL et al., 2010, 2008; WHATMORE et
al., 2007).

Os iniciadores utilizados foram: BAB1 0649-F TGCTGGTTGGCAAGGAAGAG e
BAB1 0649-R CGATCAACGCGCCTTCTG desenhados por GOPAUL et al. (2010). O
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ensaio foi configurado com um mix de reagdo de 12 pL compreendendo 1X de TagMan™
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Delaware, EUA), 0,8 uM de cada Primer
0,3 uM de sonda TagMan ¢ aproximadamente 125 ng do DNA total. As reacGes foram
executadas em um sistema de PCR em tempo real StepOne-Plus™ (Applied Biosystems,
Thermo Scientifc, EUA) usando condic¢des de termociclagem de manutencdo a 95 °C por 10
min seguido por 50 ciclos compostos de desnaturacdo 92 °C por 15 s e anelamento/extensédo
60°C por 1 min.
2.9. Sequenciamento

As amostras positivas foram purificadas e sequenciadas para o gene bcsp31 pelo método
Sanger (SANGER et al., 1977). O algoritmo BLAST disponivel em (http:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/) foi utilizado para avaliar a identidade das sequéncias

fornecidas pelo sequenciamento, com o critério de 99% de identidade, 98% de cobertura e e-
value de e-10 para definicdo em nivel de espécie.
2.10. Definicdo de caso

No nivel animal, a definicdo de caso positivo foram vacas de leite > 2 anos de idade com
um valor de ciclo de quantificacdo (Cq) duplicado, menor que 40 ciclos. Um rebanho foi
classificado como positivo se pelo menos uma vaca fora positiva.
2.11. Anélise espacial

Para a analise espacial, os locais em que as amostras apresentaram positividade na

gPCR, foram plotados no mapa com a utilizacdo da ferramenta Intersec, apresentando um
simbolo com um tamanho proporcional ao nimero de casos positivos de cada fazenda leiteira,
a fim de determinar as areas de maior risco. A metodologia empregada nesta andlise foi a
mesma descrita no capitulo | para amostras positivas na qPCR, determinando a distancia das
areas positivas das estradas (distancia de <200 m, >200-1.000 m, >1.000 m), bem como 0s
locais de maior influéncia da doenca.
2.12. Analise estatistica

Os dados epidemiolégicos foram analisados por meio do programa estatistico IBM SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) v. 25.0 for Windows (Armonk, Nueva York:
IBM Corp.).

A estatistica Kappa de Cohen calculou a concordancia entre os métodos sorologicos e
moleculares (Tabela 8). O valor da area sob a curva (AUC) foi calculado com o método
empirico (ndo paramétrico) descrito por DeLong et al. (1988), somando a area dos trapézios

gue se formam abaixo dos pontos conectados e que compdem a curva ROC.
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O coeficiente de correlacdo de Pearson foi utilizado para varidveis quantitativas com a
suposicdo de normalidade. A correlacdo de Spearman foi aplicada para as variaveis
quantitativas que ndo atenderam o teste de normalidade. Na andlise bivariada, um teste do
qui-quadrado ou teste de Fisher foi utilizado para variaveis qualitativas, para avaliar a
associacdo entre a presenca de Brucella-DNA com todas as varidveis explicativas. As
variaveis estatisticamente significativas e aquelas com valor de p < 0,25 foram oferecidas aos
modelos de regressdo logistica de animais individuais e a em relacdo ao rebanho
(LONDONO, 2010), baixo 0 método forward "wald", descrito no capitulo I. Antes de criar o
modelo final, a multicolinearidade foi medida pela determinacdo dos fatores de inflagéo de
variancia (VIF) e tolerancia. A colinearidade foi considerada, em relacdo ao valor de VIF,
maior que 6,0 e a tolerancia foi menor que 0,2. De acordo com a revisao da literatura, quando
duas varidveis com alta colinearidade sdo encontradas, apenas a varidvel com maior
importancia bioldgica e plausibilidade sera incluida no modelo. Por fim, os coeficientes foram
estimados e a adequacéo, validade e utilidade do modelo foram identificadas.

2.13. Declaracao de ética

O protocolo do estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos (Aprovacdo CEP n° 1.243/18) da Universidade Federal Rural de Rio de
Janeiro (UFRJ) (Anexo D). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Comité para Uso
Animal (Aprovagdo CICUA numero AE-028/ Acta 043301120) da Universidade CES.
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3. RESULTADOS

O protocolo manual de extracdo do DNA apresentou uma concentragdo média de 125,5 +
77,60 ng/pL e pureza media de 1,6 + 0,11 (Figura 7). A verificagdo da integridade no gel
mostrou um apropriado DNA molde (Figura 8). Primers-BLAST foi realizado para determinar
a especificidade para o gene alvo dos iniciadores e sonda. Ndo foram encontradas

correspondéncias significativas com outro género bacteriano.
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Figura 7. Avaliacdo Otima da concentracdo e a pureza da extracdo do DNA a partir de sangue total com
espectofotdmetro Nanodrop ND-2000® (Thermo Fisher Scientific, EUA).
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Figura 8. Avaliacdo da integridade do DNA em gel de agarose 0,8%.

O volume de DNA ideal para adicionar a mistura de reacdo sem criar a inibicdo da
amplificacdo foi de 1 pl. A temperatura ideal de recozimento no gPCR foi de 62°C. O IPC néo

32 minutos.

Para a curva padrdo sem DNA bovino, a analise de sensibilidade analitica de gPCR
mostrou um coeficiente de determinacdo (R2) igual a 0,99, e os valores de Cq variaram de
18,24+0,03 ciclos no primeiro ponto de dilui¢do (108) para 38,22+0,24 ciclos no ultimo ponto
de diluicdo (1 cdpia). Assim, alcangou-se uma eficiéncia de 99,13% com inclinacéo de -3,34.
Para a curva padrdo com DNA bovino, a andlise de sensibilidade analitica da gPCR mostrou
um coeficiente de determinacédo (R2) igual a 0,99, e os valores de Cq variaram de 18,86+0,05
ciclos no primeiro ponto de diluicdo (108) a 39,54+0,35 ciclos no Gltimo ponto de diluicéo (1

copia). Foi alcancada uma eficiéncia de 96,06% com inclinacdo de -3,42 (Figura 9).
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Figura 9. Curva padrdo sem DNA, a direita e com DNA bovino, a esquerda.

A soropositividade do rebanho para anticorpos de Brucella spp. foi de 27,5%
(n=11/40; IC 95%: 14,6, 43,9) e Brucella-DNA 62,5% (n=25/40; IC 95%: 45,8, 77,3) por
gPCR. Todos os rebanhos positivos por sorologia foram positivos por gPCR, mas nem todos
0s positivos por qPCR foram positivos por sorologia. Em relacdo aos animais, o0 gPCR
evidenciou um ndmero significativo de amostras positivas 9,5% (n=62/656; IC 95%: 7,3,
12,0), em contraste com o teste soroldgico que foi de apenas 6,6% (n=43/656; IC 95%: 4,8,
8,7). Um total de 37 amostras de sangue que ndo foram positivas em RBT foram consideradas
positivas na qPCR, bem como 41 amostras de sangue que ndo foram positivas em ambos 0S
testes confirmatdrios FPA e cELISA foram consideradas positivas na gPCR (Figura 10)). A
analise Kappa de Cohen mostrou uma baixa concordancia entre gPCR e sorologia (Tabela 8).
A acurécia diagnostica da qPCR pela area sob a curva ROC teve desempenho com AUC igual
a 0,75 (IC 95%: 0,65, 0,84). O ponto de corte ideal foi de 30,34 Cq, onde atingiu 53,5% de
sensibilidade, 93,3% de especificidade e taxa de falso-positivo (1-especificidade) igual a 6,7%
(Figura 11).

O valor médio de Cq para as amostras positivas foi de 35,54+2,1 ciclos. O ensaio
baseado em SNP descartou que a positividade ocorreu pela cepa vacinal RB51 e confirmou

que todas as amostras positivas eram de Brucella spp. cepas de campo.

Tabela 8. Analise de concordancia utilizando a estatistica de Kappa de Cohen entre gPCR e testes sorologicos
seriados (RBT e cELISA).

gPCR Kappa SE z p-value IC 95%
RBT 0.34 0.057 8.723 0.0001 0.23, 0.45
CELISA 0.40 0.063 10.423 0.0001 0.27, 0.52

SE: erro padrdo, Z: é o Z-score para testar o teste de hipotese desenhado, p-valor: probabilidade de estar

incorrendo no erro do tipo 1; IC de 95%: intervalo com 95% de confianca
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besp31 qPCR

Figura 10. Diagrama de Venn mostrando a concordancia entre os testes sorolégicos seriados (RBT, FPA e
CELISA) e os resultados do bcsp31 qPCR (amostras de sangue de bovino/ rebanho).
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Figura 11. Gréafico da curva ROC da taxa de verdadeiros positivos versus a taxa de falsos positivos para todos 0s
valores de corte possiveis

A analise descritiva demostrou que a idade média das vacas avaliadas foi de 59,2+24,6
meses. A idade gestacional média foi de 81,3+84,5 dias e a média do numero de gestacdes foi
de 3,0£1,9. Foi observado que 84,9% (n=557) das vacas testadas estavam no ciclo de lactagéo
e 15,1% (n=99) no ciclo seco.

As variaveis guantitativas que ndo atenderam a normalidade e ndo foram estatisticamente
significativas pela correlagdo de Spearman, foram transformadas em variaveis ordinais no
modelo. A analise bivariada, em relacdo aos animais, mostrou que as variaveis como dias de
gestacdo (p 0,028), histdricos de problemas reprodutivos (p 0,004; OR 4,06 IC 95%: 1,45-
11,39), uso de touro ou ambos (1A, touro) (p 0,001), tipo de ordenha (p 0,007), tamanho do
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rebanho (p 0,018; OR 2,11; IC 95%: 1,12-3,96), densidade de pastejo (p 0,007; OR 2,07; IC
95%: 1,21-3,55), status de brucelose (p 0,005), distancia da estrada principal (p 0,000; OR
2,69; IC 95% 1,58-4,57) (Figura 12) foram varidveis estatisticamente significativas com a
presenca de Brucella-DNA (p <0,05) (Tabela 9). Em relacdo ao rebanho, os histdricos de
problemas reprodutivos (p 0,036; OR 7,67; IC 95%: 1,30-45,29) e distancia da estrada
principal (p 0,001; OR 2,15;
significativas com presenca de Brucella-DNA (p-valor < 0,05) (Tabela 10). Todas as

IC 95%: 1,45-3,20) foram variaveis estatisticamente

varidveis estatisticamente significativas e aquelas com valor de p < 0,25, mas consideradas
criticas para a brucelose bovina, foram oferecidas aos modelos (LONDONO, 2010) (Tabelas
11).

= =
v -
l? - YARUNAL ¥
AN X CF LA o.m:« s AMCDETUSA
(P A : o
LY N @ & ¢
= ¥ > < e N L
= r V "\ - N CAROUMA
~ . 4
Y. Y o
i 5 ‘|
t —
ALLeR . \
n} e : . ~
.| EANEA SN 18 GRS
= -,
O L“-\/‘. \]‘
o W o oy
/ at C e
- L 1Y
Y e o a
ANTIOQUIA TRACD
;' . W EATRERG r
\ ) g : e
% 3 s -l
(5 e
e g ‘e \_}\ L 2\
S
( . [aPCR positive
) 4 AN N~ ® 1
el S
® 2-3
{ g B ® 4-6
- BAN PECHO OF LY A . 7-9 ~_:. &
AN ENOMVD B¥e L. COLCMDW ¥
/ ~ * positive proximity to roads <200 m,
] /_/ = * QPCR negative
'\f\ L \ main road
J e (B TP Pt secondary road
{ e ] study area —r——.... |1
pensiusd - -

Figura 12. Distribuicdo espacial da presencia de Brucella-DNA nos rebanhos proximos das principais estradas e
namero de vacas positivas por gPCR na regido leiteira de Antioquia, Colémbia.

Tabela 9. Distribui¢Ges das frequéncias e analise bivariada de respostas dicotdmicas a das perguntas da pesquisa
sobre praticas de manejo relacionadas a epidemiologia da brucelose. Os dados foram coletados de 656 animais

em 40 rebanhos de gado leiteiro localizados em quatro municipios do norte de Antioquia, Colémbia.

Em relagéo aos animais = 656

Variavel Frequéncia % X2 p** OR (IC 95%)
Idade 1.112 0.573
24-36 meses 11/150 17.7
37-60 meses 25/258 40.3
>60 meses 26/248 41.9
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Dias de gestacéo

N&o gestante

1-90 dias

>90 dias

Condicao reprodutiva
Gestante

N&o gestante

Ciclo de lactacdo
Periodo de lactacdo
Periodo seco

Status de brucelose
Status positivo

Status livre de brucelose
Status desconhecido
Tipo de cepas vacinais
Cepa RB51

Cepa B19

Ambas as cepas

Sem vacinagéo

Criagéo de bezerros na fazenda
Néo

Sim

Procedéncia dos animais
Compra

Transferéncia
Nascimento

Historicos de problemas reprodutivos
Sim

Nao

Aborto

Sim

Nao

Nascimentos Bezerros fracos
Sim

Néo

Retengdo placentaria
Sim

Néo

Curral de maternidade
Nao

Sim

Métodos de reproducéo
IA e Touro

1A

Touro

Tipo de ordenha
Piquete, ordenha manual
Piquete, ordenha mecénica
Sala, ordenha mecéanica
Tamanho do rebanho

> 50 animais

< 50 animais

Densidade de pastejo

18/257
22/147
22/252

44/399
18/257

52/557
10/99

25/157
17/264
20/235

3/60
39/453
10/99
10/59

54/495
8/161

22/196
7/93
33/367

58/522
4/134

7162
55/594

2/10
60/646

1712
61/644

39/382
23/274

31/207
8/186
23/263

7167
12/247
43/342

52/439
13/217

29.0
35.5
35.5

71.0
29.0

83.9
16.1

40.3
27.4
32.3

4.8
62.9
16.1
16.1

87.1
12.9

355
11.3
53.2

93.5
6.5

11.3
88.7

3.2
96.8

1.6
98.4

62.9
37.1

50.0
12.9
37.1

11.3
194
69.4

80
20

7.176

2.957

0.580

10.726

4.708

5.009

1.213

8.227

0.271

1.320

0.018

0.614

13.300

10.061

5.575

7.370

0.028

0.085

0.810

0.005

0.195

0.025

0.545

0.004

0.603

0.242

1.00

0.433

0.001

0.007

0.018

0.007

1.64 (0.93, 2.91)

0.916 (0.45, 1.87)

2.34 (1.09, 5.03)

4.06 (1.45, 11.39)

1.25 (0.54, 2.87)

2.44 (0.51, 11.761)

0.87 (0.11, 6.84)

1.24 (0.72, 2.13)

2.11 (1.12, 3.96)

2.076 (1.21, 3.55)
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>35AU 38/295 61.3

<35AU 24/361 38.7
Proximidade a estrada principal 14.216 0.000 2.69 (1.58, 4.57)
<200 m 31/191 50.0
>200 m 31/464 50.0

%: percentagem de positivos; p-valor < 0,05: estatisticamente significativo; OR: razdo de chances; IC de 95%:
intervalo com 95% de confianca.

Tabela 10. Distribuigdes da frequéncia e analise bivariada de respostas politbmicas a perguntas da pesquisa
sobre praticas de manejo relacionadas a epidemiologia da brucelose. Os dados foram coletados de 656 animais

em 40 rebanhos de gado leiteiro localizados em quatro municipios do norte de Antioquia, Colémbia.

Em relacdo ao rebanho = 40

Variavel Frequéncia % X2 p** OR (IC 95%)
Status de Brucelose 0.444 0.801
Status livre de brucelose 9/16 36.0
Status desconhecido 10/15 40.0
Status positivo 6/9 24.0
Tipo de cepas vacinais 2.336 0.506
Ambas as cepas 2/4 8.0
Cepa RB51 18/29 72.0
Cepa B19 2/4 8.0
Sem vacinagéo 3/3 12.0
Criacao de bezerros na fazenda 1.881 0.273 2.67 (0.64, 11.07)
Né&o 20/29 80.0 F
Sim 5/11 20.0
Procedéncia dos animais 1.881 0.273 2.67 (0.642, 11.07)
Compra e/ou transferéncia de animais. 20/29 80.0 F
Nascimento 5/11 20.0
Historicos de problemas reprodutivos 6.000 0.036 7.67 (1.30, 45.29)
Sim 23/32 92.0
Né&o 2/8 8.00
Aborto 0.104 1 1.31 (0.25, 6.88)
Sim 21/33 84.0 F
Né&o 4/7 16.0
Nascimentos de bezerros fracos 4.302 0.060 7.87 (0.88, 70.15)
Sim 9/10 36.0 F
Né&o 16/30 64.0
Retencao placentaria 0.064 0.800 1.18(0.32, 4.42)
Sim 16/25 64.0
Né&o 9/15 36.0
Curral de maternidade 0.064 0.800 1.18 (0.32, 4.42)
Né&o 16/25 64.0
Sim 9/15 36.0
Meétodos de reproducéo 4.397 0.111
IA e Touro 10/12 40.0
1A 4/10 16.0
Touro 11/18 44.0
Tipo de ordenha 0.924 0.630
Piquete, ordenha manual 4/5 16.0
Piquete, ordenha mecénica 9/16 36.0
Sala, ordenha mecénica 12/19 48.0
Tamanho do rebanho 0.064 1 0.84 (0.23, 3.15)
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> 50 animais
<50 animais

Densidade de pastejo

>35AU
<3.5AU

Proximidade estrada principal

<200 m
>200m

9/15
16/25

13/17
12/23

12/12
13/28

36.0
64.0

52.0
12.0

48.0
52.0

2.462

10.286

0.117

0.001
F

2.98 (0.74, 11.93)

2.15 (1.45, 3.20)

%: percentagem de positivos; p-valor < 0,05: estatisticamente significativo; OR: razdo de chances; IC de 95%:

intervalo com 95% de confianca.

No modelo de regressdo final em relacdo aos animais, cinco variaveis explicaram
74,2% da associacdo com a presenca de Brucella-DNA: o uso de touros para acasalamento
(AOR=2,72; IC 95%: 1,11, 6,66), vacas prenhes (AOR=1,86; IC 95%: 1,03, 3,36) registros de
problemas reprodutivos (AOR=3,14; IC 95%: 1,09, 8,99), o uso de sala de ordenha
(AOR=2,92; IC 95%: 1,62, 5,26), pertencimento a fazendas proximas <200 m da estrada
principal (AOR=2,47; 1C 95%: 1,39, 4,39). No modelo final de regressdo logistica, em
relacdo ao rebanho, duas variaveis explicaram 84% da probabilidade de presenca de Brucella-
DNA nos rebanhos: registros de problemas reprodutivos (AOR=7,76; IC 95%: 1,17, 51,56), e
0 uso de o touro para acasalamento (AOR=6,49; IC 95%: 1,20, 35,12) (Tabela 11)

Tabela 11. Modelo multivariado com potenciais fatores de risco em relacdo aos animais e ao rebanho para
soropositividade de Brucella spp. em gado leiteiro de Antioquia, Colémbia.

Quantidade de animais = 656 Quantidade de rebanhos = 40

Fatores  Categoria .0 ancia Pre‘zﬁ/'f)mia B ?ﬁf P OR(IC95%)  Frequéncia Pre‘g/'f)”da ?pl;: P OR (IC 95%)
Historicos .
de Sim 58/522 11.1 114 0537 003 3.14(1.09, 8.99) 23/32 72.0 205 0966 003 7.76(1.17,51.56)
problemas
reprodutivos
Nao 4/134 3.0 2/8 25.0 ref.
Sim 54/470 115 1 21/30 70.0
Touro 0.457 0.03 2.72(1.11, 6.66) 1.87 0861 0.03 6.49(1.20,35.12)
Nao 8/156 5.1 ref. 4/10 40.0
Sala, Sim 43/342 12.6 1.07
ordenha 0.301 0.00 2.92(1.62,5.26)
mecanica Néo 19/314 6.1 ref.
Sim 44/399 11.0 0.62
Vrae%fa 0302 004 1.86(1.03,3.36)
P Nao 18/257 7.0 ref.
Proximidade Sim 31/191 16.2 091 0.293 0.00 2.47(1.39,4.39)
estrada
principal Nao 31/464 6.7 ref.
Constante y 0711 0 25 1124 0.03

5.47

Variavel dependente: animal positivo, resultados dados com f: beta; S.E: erro padréo; OR: razdo de chances; IC
de 95%: intervalo com 95% de confianca.

(*) O teste de bondade de ajuste Hosmer—Lemeshow mostrou que o modelo se ajustou aos dados (X? = 10.960,
d.f. 8, p-value = 0.20)

(**) O teste de bondade de ajuste Hosmer—Lemeshow mostrou que o modelo se ajustou aos dados (X? = 3.76,
d.f. 2, p-value = 0.15)
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4. DISCUSSAO
Um namero maior de amostras positivas para Brucella spp. (n= 62) foi obtido por qPCR

em comparacao ao teste CELISA (n=43). Um alto nimero de amostras positivas por g°CR em
comparacdo com sorologias foi anteriormente observado em humanos (AL-AJLAN et al.,
2011; BADDOUR & ALKHALIFA, 2008; CASANAS et al., 2001; MITKA et al., 2007) e
em animais (EMBRAPA, 2019; GWIDA ET AL., 2016; HAMDY & AMIN, 2002; SAADAT
et al., 2017; WARETH et al., 2015b). A fraca concordancia entre os resultados da qPCR e
CELISA foi também relatada em outros estudos (MUKHERJEE et al., 2007; SAADAT et al.,
2017). Os testes soroldgicos tém sido um dos pilares dos programas oficiais de brucelose. No
entanto, um unico teste sorologico ndo fornece evidéncia suficiente do status da infeccdo
(LOPEZ-GONI & MORIYON, 2004).

A brucelose ¢ uma doenga “deficiente em ferramentas” que ainda ndo atinge niveis
satisfatorios no controle da doenca (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007). A
deteccdo de anticorpos fornece apenas um diagndstico provisorio, mas também pode haver
um periodo de incubacdo excepcionalmente longo em alguns animais infectados e, desta
forma, os individuos podem permanecer sorologicamente negativos por um periodo
consideravel apés a infeccdo (CORBEL, 2006). A maioria dos estudos epidemioldgicos sdo
baseados nos testes sorologicos para relatar a associacdo significativa entre fatores
ambientais, caracteristicas intrinsecas dos animais e a brucelose bovina (AHASAN et al.,
2017; SELIM et al.,, 2019). Este estudo epidemiolégico avaliou fatores amplamente
estabelecidos pela sorologia, mas os associou a presenca de DNA de Brucella em gado
leiteiro usando o ensaio qPCR.

Um aumento incomum no ndmero de bovinos soropositivos durante a vigilancia
oficial levou a declaracdo de quarentena para brucelose bovina na principal regido leiteira da
Colémbia (INSTITUTO COLOMBIANO AGROPECUARIO, 2018a). Embora a brucelose
seja considerada endémica na América Latina, ainda ha necessidade de avaliar a situacao
epidemioldgica regional (WORLD HEALTH ORGANIZATION AND PAN AMERICAN
HEALTH ORGANIZATION, 2016). A prevaléncia muda o tempo todo em paises endémicos
(GODFROID et al., 2002), sendo necessario atualizar a analise da situacdo epidemiologica
para implementar estratégias efetivas de controle e prevencdo. Este estudo é o primeiro relato
molecular, que mostra uma prevaléncia de Brucella-DNA na regido, em concordancia com o
surto declarado, superior aos registros de soroprevaléncia na regido (AVILA-GRANADOS
ET AL. 2019; CARDENAS ET AL. 2019B; INSTITUTO COLOMBIANO

AGROPECUARIO, 2016).
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O uso de sangue bovino total como amostra para detecgéo de Brucella spp. pela prova
PCR tem sido pouco considerado porque este patdgeno pode se replicar em baixa frequéncia,
com periodos de bacteremia baixos e curtos (VRIONI et al., 2008), além disso alguns autores
concluem que o sangue total ndo € uma amostra ideal, devido a presenca de inibidores da PCR
(LEAL-KLEVEZAS et al., 1995; O’LEARY et al., 2006; TIWARI et al., 2014). No entanto,
foi demonstrado que, em condicGes experimentais, algumas espécies de Brucella podem
aglutinar e invadir os glébulos vermelhos e se estabelecer no citoplasma sem se replicar,
estabelecendo bacteremia persistente com diferentes cargas bacterianas (ROCHA-GRACIA et
al.,, 2002; VITRY et al., 2014). Um estudo de trés pacientes clinicos infectados no recente
surto de brucelose na China confirmou que em humanos, a Brucella spp. persiste no sangue
periférico (BAOSHAN et al., 2021). Em relacdo aos animas, na regido do estudo, foi possivel
identificar uma alta recuperacdo de Brucella-DNA de sangue bovino, semelhante aos
resultados mostrados em um estudo de surto de brucelose bovina no Egito, onde foi obtida
uma alta recuperagdo Brucella-DNA de sangue bovino também por qPCR (GWIDA et al.,
2016). Parece paradoxal que um ensaio molecular otimizado e testado em humanos, nao
mantenha o desempenho em bovinos quando aplicado nas mesmas espécies bacterianas. Desta
forma, o diagndstico de brucelose em bovinos continua baseado em testes soroldgicos,
permitindo que a Brucella spp. permanecga persistente nas fazendas e transforme animais
falso-negativos em fontes perigosas de infeccéo para o rebanho.

A presenca de Brucella-DNA poderia indicar a existéncia de bactérias viaveis no
sangue de bovinos, mas também é possivel que a presenca de Brucella-DNA esteja associada
ao derramamento de particulas de bactérias mortas ou ao DNA pertencente a cepa vacinal
(VRIONI et al., 2008). A principal vacina utilizada na regido estudada foi a cepa RB51. No
entanto, a presenca da cepa vacinais RB51 no sangue do animal ndo deve gerar alertas, de
acordo com o Servico de Inspecdo Sanitaria Animal e Vegetal (APHIS), o RB51 é
rapidamente eliminado do sangue periférico dentro de trés dias apds a vacinagdo
(NATIONAL COUNCIL OF STATE LEGISLATURES, 2018). A informagdo do APHIS é
inconsistente, segundo Gwida et al. (2016), que detectaram um alto nimero de amostras de
sangue positivas para gPCR, cinco meses apds a vacinagdo de rotina com a cepa vacinal
RB51. Quase um ano depois, todos os animais foram negativos para qPCR. As autoridades
oficiais devem investigar minuciosamente a possibilidade de permanéncia a longo prazo da

cepa vacinal RB51 no sangue periférico. Em nosso estudo, a influéncia da vacina RB51 foi
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descartada em amostras positivas pelo ensaio gPCR baseado em SNP, que identificou todas as
amostras positivas como Brucella abortus. cepas de campo.

Os animais que: pertenciam a um rebanho maior a 50 animais, eram ordenhados em
sala de ordenha ou ordenha mecénica em piquete, com alta densidade de pastejo (> 3,5 UA) e
rebanhos com status soropositivo para brucelose foram associados significativamente com a
presenca de Brucella-DNA. Existem relatos na literatura que atribuiram um maior risco de
infeccdo por Brucella spp. em grandes rebanhos, pois existe uma maior facilidade de
transmissdo gerada pela proximidade dos animais (BUGEZA et al., 2019; DIAS et al., 2009).
As préticas de manejo nas fazendas também podem influenciar a disseminacdo da Brucella
spp. entre os animais (MORENO, 2014). Dado o baixo numero de organismos do patégeno,
que podem servir como fonte de contaminacao, € necessaria uma rapida deteccdo das cepas do
campo com o uso de ferramentas diagnosticas de alta acuracia e um reforco das medidas de
biosseguranca.

Uma associagao significativa foi encontrada com bezerros ndo criados na fazenda de
producdo de leite. Dentre alguns grandes rebanhos leiteiros, os bezerros sao transferidos para
uma propriedade diferente para serem criados, por falta de espaco. Esses animais retornam ao
rebanho quando séo novilhas. Se manejados corretamente, segregando os animais e isolando-
0s de outros rebanhos, juntamente com testes apropriados antes de seu retorno, impedira a
introdugdo de Brucella spp. no rebanho (INSTITUTO COLOMBIANO AGROPECUARIO,
2020a). No entanto, o transporte de animais serd sempre um importante fator de risco para a
introducdo da brucelose em rebanhos livres da doenca. (CARDENAS et al., 2019b;.
CORBEL, 2006). Uma vez que esses animais estdo expostos a diferentes praticas de manejo,
essa exposicdo pode favorecer infeccdes por Brucella (CORBEL, 2006; WARETH et al.,
2015b).

Poucos estudos de brucelose tém sido realizados com analise espacial, envolvendo
variaveis como proximidade de areas urbanas e rurais. De acordo com a revisdo dos autores,
nenhum estudo anterior de brucelose em bovinos avaliou a proximidade dos rebanhos das
estradas principais. Este estudo encontrou associa¢do entre a proximidade dos rebanhos das
estradas principais (< 200 m) e a presenca de Brucella-DNA no modelo de regresséo logistica
em relacdo aos animais. Fazendas com facil acesso as ruas principais tendem a ter maior
movimentacdo de compras e transferéncias de animais, o que predispde a introducdo da
doenga ( CORBEL, 2006; WARETH et al., 2015b).
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No modelo de regressdo logistica, os touros para acasalamento foram associados com
a presenca de Brucella-DNA em relagdo aos animais e ao rebanho. Brucella spp. pode ser
encontrada nos testiculos e nas glandulas genitais dos machos (JUNQUEIRA JUNIOR et al.,
2018) e transmitida por sémen infectado (CORBEL, 2006). No entanto, diferencas na acidez
vaginal, imunidade da mucosa e muco cervical, entre estro e anestro, podem afetar a
sobrevivéncia bacteriana nos 6rgdos reprodutivos da fémea (UHRIG et al., 2013). Portanto, é
mais provavel que a infeccdo das fémeas possa ocorrer por contaminacdo com descargas
infectadas (THOMSEN, 1943), introducio de novos touros (CARDENAS et al., 2019b) ou
compartilhamento de um reprodutor com vizinhos (AHASAN et al., 2017; MUMA et al.,
2007). No Parque Nacional de Yellowstone, EUA, um estudo mostrou soroconversao em
quatro de oito bisdes ap06s inoculacdo intravaginal com sémen de bisdo misturado com
indculo da cepa B19 e sugeriu a necessidade de mais estudos sobre transmissao venérea em
nestes animais (UHRIG et al., 2013). Embora as vias de transmissdo sejam consideradas
semelhantes em bovinos, experimentos mais antigos ndo encontraram um papel essencial no
uso de touros para acasalamento em relacéo a transmissao de Brucella em vacas (THOMSEN,
1943). Portanto, sdo necessarios estudos atualizados sobre transmissdo venérea em bovinos.

E importante considerar que, embora os sinais classicos da brucelose como aborto,
perda fetal e retencdo da placenta sejam documentados, a OIE também relatou que a doenca é
geralmente assintomatica em animais jovens e fémeas ndo gestantes. As gestacfes ap0s
infeccdo, geralmente levam a procriacdo e o aborto pode até estar ausente (WORLD
ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2018). Da mesma forma, a bactéria pode se
replicar em baixa frequéncia, levando a uma baixa bacteremia, que é regulada pelo sistema
imunolégico, evitando a soroconversdao, bem como a manifestacdo clinica (VRIONI et al.,
2008). O ensaio gPCR foi capaz de detectar infeccBes precoces nas quais 0Ss principais
sintomas podem ndo estar presentes. Essa caracteristica da gPCR poderia justificar por que
esses problemas reprodutivos individuais ndo foram significativos, mas quando foram
relacionados aos historicos de problemas reprodutivos, apresentou associagdo com a presenca
de Brucella-DNA.

As variaveis como, histéricos de problemas reprodutivos, vacas prenhas e utilizacao
de sala de ordenha foram associadas a presenca de Brucella-DNA em relagdo aos animais no
modelo de regressdo logistica. Os resultados concordam com um estudo transversal na
Etiopia, onde vacas prenhas tém sido associadas com a probabilidade de presenca de Brucella
spp. (HAILESELASSIE et al., 2011). Além disso, um estudo realizado para isolamento e
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posterior detecgdo por PCR em amostras de leite de vacas soronegativas em Bangladesh
também mostrou que a prevaléncia quase dobra em vacas prenhas versus vacas vazias
(ISLAM et al., 2018).
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5. CONCLUSAO

Os ensaios de PCR podem ser usados sem isolamento do organismo para
complementar os resultados obtidos nos testes sorologicos. Este estudo demonstrou que é
possivel a recuperacdo de Brucella-DNA de sangue bovino total e considerou o sangue uma
amostra clinica de qualidade para detec¢do do gene que codifica para a proteina BCSP31.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram a importancia de escolher um
método de extracdo de DNA adequado e considerar seu impacto na amplificacdo, uma vez
que a apropriada metodologia da extracdo é estendida ao diagnostico molecular e, se esses
fatores ndo sdo considerados, os resultados podem ser errados. Também foi destacado o papel
complementar das técnicas de PCR na deteccdo da doenca, proporcionando um teste
molecular altamente sensivel.

Varios aspectos epidemioldgicos obtidos a partir da prevaléncia molecular evidenciada
neste estudo estdo em concordancia com outros estudos de soroprevaléncia. No entanto, esta
pesquisa destaca associagdes ndo consideradas, como o papel do touro na transmissdo da
brucelose. Sugere também a necessidade de estudos espaciais e modelos de transmissdo em
diferentes ambientes. A pesquisa também destaca que as praticas de manejo, principalmente
associadas a reproducdo, podem favorecer a propagacdo da infeccdo por Brucella spp. dentro
e fora dos rebanhos.

Brucella abortus ainda é a cepa prevalente no pais. Todas as amostras analisadas
foram identificadas como cepas de campo de B. abortus, descartando a presenca de particulas
vacinais da cepa RB51 na situacdo epidemioldgica apresentada na regido. Dada a prevaléncia
flutuante da brucelose em é&reas endémicas, estudos epidemiolégicos atualizados sdo
necessarios para avaliar a dindmica da doenca. Além disso, as medidas estabelecidas de
controle e prevencdo da doenca também devem ser revisadas para verificar sua eficacia e

eventuais ajustes necessarios.
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CONCLUSAO GERAL

A brucelose pode ter um impacto severo na salde humana e, por isso € vital o
desenvolvimento de estratégias eficazes para prevenir e erradicar a infeccdo no gado.
Programas de vacinagdo adequados, implementacdo de medidas preventivas para gerenciar
fatores de risco, vigilancia permanente com estudos epidemiologicos e o diagnostico correto
de casos suspeitos melhorardo a seguranca alimentar e a saide publica. Fatores proibitivos sdo
provavelmente os custos envolvidos, mas em comparacdo com as perdas econdmicas

potenciais causadas por animais com brucelose, esses custos sdo despreziveis.

Estudos epidemiologicos requerem um diagndstico precoce e preciso como base para
0 sucesso da prevencdo e controle da brucelose bovina. O diagndstico baseado apenas em
testes soroldgicos, combinado com préticas inadequadas de manejo, permite que a brucelose
permaneca nos rebanhos. Nossos resultados mostraram uma gPCR é capaz de detectar
infeccdo por Brucella spp. em diferentes estagios, incluindo a possibilidade de recuperar o

DNA deste patdgeno em amostras de sangue total bovino.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Senhor (a) participante,

Vocé estd sendo convidado (a) para participar da pesquisa intitulada “Estudo
epidemioldgico de Brucella abortus em uma sub-regido do Norte de Antioquia, Colombia”,
sob a responsabilidade da discente de doutorado Olga Lucia Herran Ramirez, realizada sob
orientacé@o da docente Isabele da Costa Angelo e coorientagdo de docente Huarrisson Azevedo
Santos, do curso de Pés-graduacdo em Ciéncias Veterinérias da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Brasil.

Esta pesquisa tem como objetivo geral caracterizar epidemiologicamente e
molecularmente os gendtipos de Brucella abortus que circulam na populacdo de bovinos no
Norte de Antioquia e como objetivo especifico identificar os fatores de risco que contribuem
para a prevaléncia de B. abortus em fazendas do Norte de Antioquia. Portanto, o estudo
envolve a aplicacdo de questionarios impressos aos proprietarios de fazendas de gado leiteiro
do Norte de Antioquia, associados a Coorpogansa del Norte.

Na sua participacdo vocé sera submetido a um questionario fechado, que contém
perguntas, cada uma com trés opcBes de resposta: SIM, NAO, NAO SEI. As perguntas
indagam informacGes de gestdo dos animais e da fazenda. Com a realizacdo do questionario,
vocé estara contribuindo para aportar informacao necessaria para a compreensdo do fenémeno
da situacéo epidemiolodgica de Bruceloses bovina na regido do estudo.

Os resultados da pesquisa serdo publicados, mas sua identidade ndo sera divulgada em
nenhuma circunstancia durante o desenvolvimento ou publicacdo da pesquisa. Sua
participacdo ndo desenvolve risco fisico ou emocional previsiveis ou passiveis de prevencao.
Vocé € livre para retirar o consentimento para participar da pesquisa em qualquer momento,
sem nenhum prejuizo pessoal, institucional ou cooperativo. Assim também vocé nédo terad
nenhum custo, bem como ndo tera compensacao financeira pela participacao.

Duvidas em relacdo a pesquisa poderdo ser esclarecidas pelo e-mail do pesquisador
responsavel:  Olga Lucia Herran  Ramirez, fone. (+57)3142399453  e-mail
luciaherranmvz@gmail.com.

Local, , Data de de 20

Eu, aceito participar do projeto citado acima,
voluntariamente, apds ter sido devidamente esclarecido.

Assinatura Participante da pesquisa
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ANEXO B - QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

Nome Proprietario: Telefone:

Nome da Fazenda:

Municipio: Vereda:

No. De quadras no uso pecuario:

Bovinos Totais (#): Vacas em Producéo (#): Vacas secas (#):

Certificacao por ICA como Livre de Brucelose bovina. Sim____

Nido

Resultado da prova de Elisa en tanque. Positivo negativo
o Categoria Resposta
Variaveis SI NO N&o se
1. Aborto
Suas vacas apresentaram: Retengéo placentaria
Criangas fracas
2. vocé compra animais
3. Transferéncia de animais de outras fazendas
4. Gado
Realizar ou exigir um teste de brucelose Cavalos
negativo para animais que entram em sua
fazenda: Cabras e ovelhas
Caninos
5. Realize toda a criacdo e sua fazenda.
6. Bufalos
Suas vacas compartilham pastagem com: Cavalos
Caprinos / ovelhas
7. Fontes de 4gua sdo compartilhadas com propriedades vizinhas.
8. Dias abertos
Intervalo entre nascimentos
# Servicos por concepgao
Maneja 0s seguintes registros reprodutivos: NGmero de nascimentos
Dias de lactacdo
Producéo de leite por vaca
9. Séo coletados e descartados como
residuos de risco biolégico
Destino de placentas, fetos abortados e - 90 pel b p
natimortos E comido pelos urubus ou cies
Séo enterrados
10. Os urubus ou cdes tém acesso as placentas das vacas.
11. Cées tém acesso a piquetes.
12. Usa touro
13. Usa inseminacéo artificial
14. Destino do leite no tratamento ou com Fossa séptica

mastite:

Va4 para as pastagens

Para bezerros
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15. Tipo de ordenha: Piquete, ordenha manual
Piquete, ordenha mecénica
Sala, ordenha mecénica
16. Sua propriedade é completamente encerrada.
17. Entram animais estranhos a sua fazenda Caninos
Gatos
Gado
Ovelhas ou cabras
18. Presenca de animais silvestres urubus
Gambas
Outro
19. Que estirpe foi utilizada na Ultima vacinacdo | Cepa 19
contra a brucelose (vacinagdo semestral Cepa RB51
obrigatoria):
20. Faz adubacdo de prados com fezes do gado
21. Em qual das seguintes atividades use Vacinacéo da brucelose e aftosa
agulhas descartaveis e individuais e seringas _
por animal: Tratamentos para animais
Desparasita¢do e vacinacgao
22. As principais causas pelas quais vocé N&o engravide
descarta suas vacas de producéo séo: i
Problemas na glandula mamaria
Problemas podais
Abortos
Baixa producdo de leite
Mastite
Retencdo placentaria
23. Tem assisténcia veterinaria Assisténcia prestada por
fornecedores
Assisténcia privada
24, Reserve uma area exclusiva para 0 nascimento dos bezerros (Baia de maternidade)

ANEXO C - Questionario individual

Identificagdo
em fazenda

Idade
No. Escore em
Amostra Raca | corporal
meses

Antecedentes
de aborto,
Tempo ~
de retepgoes,
estacio nascimento
gestag de filhos
fracos

NUmero
de
filhos

Procedéncia
(nascido,
comprado,
transferido).
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ANEXO D - Aprovacao CEP n° 1.243/18 da Universidade Federal Rural de Rio
de Janeiro




ANEXO E - Autorizagéo de importagdo MAPA.

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
SERVICO DE INSPECAO E SAUDE ANIMAL-SFA-RJ
Av Rodrigues Alves 11) ANDAR 129, - Bairro Centro, Rio de Janeiro/RJ, CEP 20081250
Telefone: 021 22339122, - hitp:/fwww.agricultura.gov.br

NGmero: MP 02/2019-RJ
Rio de Janeiro, 20 de margo de 2019

AUTORIZAGAO DE IMPORTAGCAO
(para animais vivos, material de multiplicagao animal, micro-organismos e produtos de
origem animal e material biolégico de origem animal ndo destinados a alimentagao
humana ou animal)
IMPORT PERMIT
(for fiving animals, animal genetic matenal, microorganisms and animal products or biological
materials of animal orngin non destined to human or animal consumption)

Licenciamento de Importacdo: ——

IMPORTADOR / IMPORTER/CONSIGNEE

[Nome / Name: Dra. Isabele da Costa Angelo - UFRRJ

[Endereco / Address: BR 465, Km 7, s/n° — Bairro Ecologia — Dept® de Epidemiologia e Satde
Pablica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro — UFRRJ

Cidade / City: Seropédica Unidade Federativa / State: RJ

Telefone/ Phone: (21) 985111369

CARACTERIZACAO DA MERCADORIA A SER IMPORTADA
DESCRIPTION OF THE COMMODITY TO BE IMPORTED

[Espécies / Species. Bovina

Mercadoria / Commodities: Amostras de DNA bovino

[Finalidade / Purpose: Pesquisa cientifica

Quantidade / Quantity: 768 microtubos com 50 pl de DNA bovino cada, em 8 suportes

lidentificagao / /dentification. DNA bovino purificado com o Kit Wizard Genomico DNA
Purificacdo Promega

PROCEDENCIA / ORIGIN

[Pais de origem / Country of origin: Colémbia

[Pais exportador / Exporting country: Colémbia

[Pais de transito / Country of transit: Peru

[Exportador / Exparter/Consignor: Olga Lucia Herran Ramirez / TESTLAB

[Endereco / Address: Calle 74 Sur n°46e-78 — Sabaneta, Antioquia / Carrera 45D n® 60-16
Prado Centro — Medellin

DESTINO / DESTINATION:

lecimento / Establishment: Laboratorio de Sanidade Avicola e Multiuso do DESP
asave) - UFRRJ

[Endereco / Address: BR 465, Km 7, s/n° — Bairro Ecologia — Universidade Federal Rural do Rio
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ANEXO F — Autorizacdo de exportacédo ICA




