DOSSIER TECNICO

Controlo laboratorial da brucelose
em ruminantes e suideos

A brucelose é uma zoonose endémica em varias areas do globo,
incluindo Portugal, que acarreta grandes prejuizos na saude
publica. Um diagnéstico laboratorial preciso e especifico é
fundamental para um controlo eficaz e erradicacao desta

doenca.

A Brucelose e o género Brucella

A Brucelose é uma doencga zoondtica dis-
seminada a nivel mundial, sendo respon-
savel por consideraveis perdas econdmicas
e elevada morbilidade humana nas areas
endémicas.

Os agentes etioldgicos desta zoonose sao
bactérias do género Brucella, parasitas in-
tracelulares facultativos aerdbios que in-
fetam uma larga variedade de mamiferos
domésticos, selvagens (incluindo mami-
feros marinhos) e o0 Homem. Esta zoonose
caracteriza-se pela ocorréncia de aborto e
infertilidade em animais e doenca sistémica
febril em humanos. Atualmente, sdo reco-
nhecidas doze espécies distintas agrupadas
de acordo com o seu hospedeiro preferen-
cial e outras caracteristicas fenotipicas e/ou
genotipicas (Tabela 1).

De todas as espécies, B. melitensis, B. abortus
e B. suis s30 as que tém uma maior dissemi-
nacio e as que acarretam maiores implica-
¢Oes ao nivel da satide publica. Com base em
diferentes caracteristicas culturais, metabo-
licas e antigénicas, estas espécies estdo ain-
da subdivididas em biovares: B. melitensis
(biovares 1, 2 € 3), B. abortus (biovares 1, 2, 3,
4,5, 6,7 e 9) e B.suis (biovares 1, 2, 3, 4 € 5),
sendo que nos paises da Bacia do Mediterra-
neo, nomeadamente em Portugal, os biova-
res predominantes sdo os biovares 1 e 3 de B.
melitensis e de B. abortus, e B. suis biovar 2.

Epidemiologia e patogenia

Embora tenha sido erradicada em diversos
paises da regido norte e central da Europa,
Australia, Japao e Nova Zelandia, a brucelo-
se é uma doenca re-emergente, apresentan-
do-se como um grave problema sanitario e
econdémico, sobretudo nos paises da Bacia
do Mediterraneo, América do Sul, Africa,
Médio Oriente e Asia. Em Portugal, a bru-
celose é endémica, apresentando, contudo,
diferentes percentagens de prevaléncia em
funcio da regiio.

Em 1938, foram dados os primeiros passos
no controlo desta zoonose em Portugal, mas
apenas no inicio dos anos 70 os Servicos
Veterinarios Oficiais desenvolveram esfor-
cos para erradicar a doencga, controlando a
maioria dos efetivos bovinos e rebanhos de
pequenos ruminantes. Em 1986, ap6s a ade-
sdo de Portugal a UE, as politicas sanitarias
foram alteradas e adaptadas as diretrizes
comunitarias. Assim, foram criadas as As-
sociacoes de Produtores de Gado “Agru-
pamentos de Defesa Sanitiria (ADS)” que,
em conjunto com as Autoridades Oficiais,
criaram novas regras para controlar esta
infecio em bovinos e pequenos ruminan-
tes. A classificacdo sanitaria dos rebanhos/
/efetivos foi implementada e, atualmente,
o estatuto sanitario de uma exploracido é
atribuido pelos Servicos Oficiais, de acordo
com as Diretivas da Uniao Europeia.

Os programas de controlo e erradicacido em
Portugal abrangem apenas bovinos e pe-
quenos ruminantes (ovinos e caprinos). Em
suinos, apesar da existéncia de legislacao,
0 programa nao estd implementado. Nesta
espécie animal, o controlo sanitirio é efe-
tuado apenas nos reprodutores destinados
a inseminacao artificial e nos animais para

Ana Cristina Ferreira, Ana Sofia Simdes . INIAV, L.P.

=

~niav

Instituto Nacional de
Investigagdo Agréria e
Veterindrio, LR

exportacdo. Esporadicamente ocorrem sur-
tos em exploragdes, com isolamento de B.
suis biovar 2 confirmando a infecio, espe-
cialmente no caso de ragas autoctones cria-
das em sistemas extensivos de producao,
uma vez que este biovar tem uma estreita
relacdo epidemioldgica com a fauna silves-
tre, nomeadamente o javali e a lebre. De
facto, num estudo bacteriolégico realizado
em Portugal, em javalis, demonstrou-se que
ainfecdo por B. suis biovar 2 encontra-se di-
fundida nesta espécie animal.

A infecdo por Brucella, tal como outras
infecGes, depende da viruléncia e da dose
bacteriana a que o hospedeiro animal é su-
jeito, bem como da sua resisténcia/susceti-
bilidade e estado imunitario. Tipicamente, a
infecdo por Brucella é encarada como uma
infecdo crénica que permanece durante
toda a vida do animal. O periodo de incu-
bacio é relativamente longo. Os sinais n3o
sdo percetiveis nos animais jovens e o seu
aparecimento depende, sobretudo, da idade,
do sexo e do estado fisiol6gico do animal no
momento da infe¢do. Os animais infetados
no primeiro terco da gestacdo, normalmen-
te, abortam 30 a 45 dias ap6s a infecdo, mas
os animais infetados no final da gestacio

TABELA 1 - ESPECIES DE BRUCELLA, HOSPEDEIROS PREFERENCIAIS E PATOGENICIDADE PARA O HOMEM

Espécies Biovares Hospedeiro preferencial Patogenicidade para o Homem
B. melitensis 1-3 Ovinos; caprinos Alta
B. abortus 1-7.9 Bovinos Alta
B. suis 1,3 Suinos
777777777777777777777777777777777777 2 Javali; lebre
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, i
777777777777777777777777777777777777 5 Roedores Nao patogénica
B. neotomae - Roedores Nao patogénica
B. ovis = Carneiro Nao patogénica
B. canis = Canideos Moderada
B. ceti = Cetéceos Desconhecido
B. pinnipedialis - Pinipedes Desconhecido
B. microti = Solo; rato; raposa Desconhecido
B. inopinata - Desconhecido Alta
B. papionis = Babuinos Desconhecido
B. vulpis - Raposa Desconhecido
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nio abortam. No caso dos suinos, a infe¢ido pode alastrar-se numa
vara sem evidentes sinais clinicos, podendo passar despercebida
durante bastante tempo, o que facilita a sua disseminagio.

Diagnéstico laboratorial

O diagnéstico da doenca é fundamental para se estabelecer a ocor-
réncia, a distribuicao e a caracterizacdo do agente. Nesse contexto,
a brucelose animal pode ser diagnosticada através de diferentes
métodos. O diagnéstico definitivo depende nio s6 da indicacio dos
sinais clinicos (aborto, nascimento de animais débeis, retencgio pla-
centdria e esterilidade de machos e fémeas) e epidemioldgicos (ava-
liacdo do histérico dos rebanhos nas exploragdes), como também
do resultado das provas laboratoriais.

O diagnéstico laboratorial da brucelose inclui: (i) o isolamento e
identificacdo do agente etiolégico (diagnostico bacterioldgico); (ii)
a detecdo de DNA dos microrganismos (diagnéstico molecular) e
(iii) a presenca de anticorpos no sangue/soro e/ou leite (diagnoés-
tico seroldgico).

Os métodos de diagndstico para a brucelose suina sdo similares
aos utilizados no diagnostico da brucelose dos ruminantes, estan-
do descritos no “Manual das Provas de Diagndstico e Vacinas para
os animais terrestres”, um manual internacional de referéncia da
“World Organisation for Animal Health” (OIE).

Diagnéstico bacteriologico

O diagnostico bacteriolégico baseia-se no isolamento e classifica-
¢do da bactéria, o que permite identificar a doenca de um modo ine-
quivoco, sendo por isso considerado o “gold standard”. Os métodos
bacterioldgicos possuem uma elevada especificidade e capacidade
de diferenciagio entre espécies e biovares.

O tipo de amostras colhidas, o método de colheita e o acondicio-
namento adequado para o envio ao laboratdrio, sio fundamentais
para aumentar a sensibilidade do isolamento. Nos animais vivos, as
zaragatoas vaginais de fémeas abortadas sdo, do ponto de vista cli-
nico, as amostras mais recomendaveis e faceis de obter. A placenta,
os fetos e o leite/colostro sio também amostras adequadas, assim
como o sémen nos machos. A autépsia, as amostras preferenciais
a colher s3o os linfonodos da cabeca (retrofaringeos, parotideos e
mandibulares), os pré-escapulares (zona dos membros anteriores),
pré-femorais (zona dos membros posteriores), os retromamarios
e escrotais (zona do aparelho reprodutor), baco, figado, glandula
mamaria, utero gravido, testiculos, cauda do epididimo, vesiculas
seminais e glandulas acessorias.

O diagnéstico direto da brucelose é realizado a partir do isolamen-
to do microrganismo nas amostras biologicas colhidas, com poste-
rior identificacdo e tipificacdo (caracterizacio dos biovares). Em
animais vacinados, é ainda necesséario proceder a um conjunto de
provas complementares para diferenciar entre estirpe de campo e
vacinal.

O diagndstico bacteriolégico é complexo, demorado e tem um custo
elevado. Acresce, que B. abortus, B. melitensis e B. suis constituem
um agente de alto risco bioldgico, sendo necessarios laboratdrios
com funcionérios qualificados e instalagdes e equipamentos de
protecao de nivel 3.

Diagnoéstico molecular

A acessibilidade dos dados da sequéncia do genoma completo de
estirpes de Brucella sp. abriu caminho para analises moleculares
mais abrangentes e subsequente desenvolvimento de ferramentas
de tipificagcdo molecular que permitem a identificacio e diferen-
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ciacdo de brucellae a nivel da espécie e do
biovar.

As abordagens atuais para o estudo da diver-
sidade e filogenia de Brucella spp. incluem
métodos como o Multilocus Variable Num-
ber Tandem Repeat Analysis (MLVA), Mul-
tilocus Sequence Typing (MLST), a analise
de polimorfismos tinicos (SNPs), bem como
sequenciacio de todo o genoma, que serve
como um método robusto e imparcial para
resolver relacdes intraespecificas em espé-
cies com elevada homologia como é o caso
das espécies de Brucella. Estas metodolo-
gias, sobretudo o MLVA, tém mostrado ser
muito eficientes na confirmacio laborato-
rial de infe¢Ges, na distin¢do entre recidiva
e reinfecio em humanos, na caracterizacio
de surtos, na identificacao de diferentes ge-
nétipos com diferentes potenciais patogé-
nicos e na avaliacdo da estabilidade entre
lotes de vacinas.

Diagnéstico serolégico

O diagnostico serologico da brucelose dos
ruminantes e suinos baseia-se na detecio
de anticorpos especificos de B. abortus,
B. melitensis e B. suis, sobretudo em amos-
tras de leite e sangue (soro). Estes métodos
sdo utilizados rotineiramente para a dete-
¢io da infecdo devido nio s6 a sua facil exe-
quibilidade mas, também, porque permitem
o diagnostico rapido de um grande nimero
de amostras.

Os programas de controlo, erradicacio e
vigilancia da brucelose assentam, sobretu-
do, na avaliacdo dos testes imunoldgicos.
Contudo, a interpretacdo dos resultados e
as posteriores decisdes sanitarias sdo efe-
tuadas sempre tendo em conta os dados epi-
demiolégicos e bacteriolégicos.

Apds um primeiro contacto com um agen-
te externo, o sistema imunoldgico produz
proteinas  (imunoglobulinas/anticorpos)
especificas de uma célula ou particula in-
vasiva (antigénio). A resposta primaria
caracteriza-se pela producido de imunoglo-
bulinas do tipo IgM, embora as IgG ocor-
ram rapidamente, com predominincia das
IgGi sobre as IgG2. A presenca de IgM no
soro a testar indica, geralmente, uma in-
fecdo recente, no entanto, a concentragao
destas tende a diminuir progressivamente
pelo que num estado avancado da doenca
a principal imunoglobulina detetada é do
tipo IgG. Quando estes anticorpos especi-
ficos estdo presentes na amostra animal,
vao ligar-se aos antigénios com a formacio
de complexos imunes (complexo antigénio-
-anticorpo) que serdo detetados nas técni-
cas imunolégicas.

Existem véirias técnicas seroldgicas, com
principios diferentes, que podem ser utiliza-
dos no diagnéstico da brucelose. Contudo,
as convencionais sdo o teste de aglutinagio
rapida com o antigénio rosa de Bengala (RB),
o teste de Fixacao do Complemento (FC) e
os ensaios imunoenzimaticos (ELISA).

O teste de RB é considerado um teste de ras-
treio adequado para o controlo da brucelose
a nivel nacional, dado a sua simplicidade de
execucao (leitura visual), baixo custo e per-
mite uma utilizacao em larga escala. O an-
tigénio utilizado consiste numa suspensao
de células de B. abortus coradas pelo coran-
te Rosa de Bengala. A reacdo do antigénio
com os anticorpos especificos presentes na
amostra de soro, origina a formacio e a vi-
sualizacdo macroscdpica da aglutinacao.

O teste de FC é um teste sensivel e mais
especifico, sendo utilizado como um teste
confirmatdrio das reagGes positivas ao teste
de RB e utiliza, também, uma suspensao de
células inativadas de B. abortus como an-
tigénio. Este teste deteta maioritariamente
imunoglobulinas do tipo IgG, uma vez que
durante a inativagdo do complemento resi-
dual do soro as imunoglobulinas tipo IgM
sdo inativadas pelo calor. E uma técnica
muito laboriosa e exigente, sendo funda-
mental a sua execug¢io por técnicos de labo-
ratério qualificados.

Os ensaios de ELISA sao métodos muito sen-
siveis e especificos, atualmente utilizados
para a pesquisa de anticorpos em leite de ru-
minantes e na testagem de soros de suinos.

Outros métodos de diagnéstico

Além das técnicas ja mencionadas, exis-
tem outros métodos complementares de
diagnostico, tais como as técnicas de pre-
cipitacdo em gel e as de hipersensibilidade
retardada.

A prova de Imunodifusio em gel (IDG ou
AGID) é uma técnica de precipitacao, de fa-
cil execucio e de baixo custo. Relativamente
ao diagnodstico da brucelose por B. abortus
ou B. melitensis, este teste apresenta uma
especificidade de 100%. Um resultado posi-
tivo esté relacionado com a presencga efetiva
de brucellae.

O teste intradérmico, “Skin test”, utilizado
apenas em bovinos e suinos, consiste na
inoculacao intradérmica de um extrato anti-
génico purificado de B. abortus (brucelina).
A leitura da reacio faz-se 48 horas depois
da inoculacdo. Esta prova nio da reacdes
falsas positivas, sendo atualmente conside-
rada, tal como o diagnéstico bacteriologico,
uma prova de exceléncia para confirmagio
da infecdo a nivel individual. ©
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