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Avaliacao da taxa de infeccao por Brucella spp. na interface
bubalinos e animais silvestres na Amazodnia

Bufalos sdao bovideos que apresentam grande
capacidade produtiva para carne e leite de qualidade
diferenciada quanto a sua composicao nutricional
quando comparada com bovinos e, adaptam
facilmente a diferentes situacdes edafoclimaticas e
topografias, o que os torna uma boa opcdo pecuéria,
especialmente em paises tropicais.

Embora ainda timida, a bubalinocultura esta se
desenvolvendo no pais como uma alternativa
rentavel pelo reconhecimento do potencial
nutricional de seus principais produtos, o leite e a
carne. A producao e o consumo de leite de bufala
vem crescendo em funcdo da demanda por seus
derivados lacteos, principalmente os queijos e a
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manteiga. Os elevados teores de gordura e sélidos
totais no leite de bufala aumentam o rendimento

na fabricacao de derivados quando comparado ao
rendimento industrial do leite de vaca (JORGE et al.,
2011). A carne desses animais também é apreciada
por conter menores indices de gordura, colesterol,
calorias e possui mais proteina e minerais que a dos
bovinos (SAMARA et al., 1993). O rebanho bubalino
brasileiro estd estimado em torno de 1,15 milhdo

de cabecas, sendo a Regido Norte, com 720 mil
animais, a maior produtora do Pais, com destaque
para o Para, que detém 39% do rebanho nacional,
seguida das Regioes Nordeste e Sudeste, com 135 e
104 mil cabecas, respectivamente (BRASIL, 2016).
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O contato de bufalos com bovinos ou outros
animais de vida selvagem, consequéncia do padrao
extensivo da bubalinocultura que promove o acesso
de bubalinos a diversos ecossistemas, aliado ao
habito dos bufalos de banharem-se em colecdes

de dguas em busca da termorregulacao propiciam
maior exposicao dos animais a diferentes agentes
etiolégicos patogénicos, inclusive a Brucella spp.
(PAULIN; FERREIRA NETO, 2008). A brucelose
continua sendo uma das zoonoses mais comuns

em todo o mundo (ACHA; SZYFRES, 2003). Além
de se tratar de um problema de saude publica, a
brucelose em animais de producao determina perdas
econdmicas significativas aos rebanhos, uma vez
que causam problemas reprodutivos, reducdo na
producédo de leite (SELEEM et al., 2010) e, restricoes
de transito animal e comerciais, impostas por
regulamentacdes nacionais e internacionais (BRASIL,
2006 ; GODFROID et al., 2010).

A brucelose em bufalos é causada por Brucella
abortus e a sintomatologia clinica indicativa de
uma possivel infeccao envolve a ocorréncia de
aborto predominantemente no terceiro trimestre de
gestacao, o nascimento de bezerros nao viaveis,

a infertilidade e a reducdo na producao de leite
(NIELSEN; DUNCAN, 1990). No Brasil, a brucelose
em bovideos é endémica em varios estados e
regioes, sendo que a ocorréncia de abortos no terco
final da gestacdo é considerada uma importante
evidéncia da presenca da infeccao nos rebanhos
(MEGID et al., 2005; POESTER et al., 2009).

Doencas de animais silvestres sdao preocupacoes
crescentes em todo o mundo, uma vez que,
representam uma ameaca as proprias populacdes
selvagens e, afetam também animais domésticos
e populacoes humanas. Dado ao novo contexto da
globalizacao, observa-se uma intensa movimentagcao
de animais e produtos de origem animal via
comércio internacional. O aumento da populacao
humana estreitamente associado a intensificacao
do desflorestamento e a antropizacao de areas
silvestres, aliados as alteracdes climaticas e novos
héabitos sociais e de exploracdo econémica como

a presenca de animais exéticos como animais de
companhia ou de produgcdo acabam por viabilizar

um maior contato entre animais silvestres,
animais domésticos e humanos (VALLAT, 2008).
Para a World Organisation for Animal Health/

OIE (TRAINING..., 2010) a vigilancia das doencas
animais selvagens é tao importante quanto a
vigilancia e controle de doencas em animais
domésticos, pois as espécies da vida selvagem,
muitas vezes agem como sentinelas.

Buscando contribuir com o Programa Nacional de
Controle e Erradicacao da Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT) com informacdes que possam auxiliar

no estabelecimento de diretrizes que auxiliem no
controle e na erradicacao da brucelose nos rebanhos
bovideos, avaliou-se a taxa de infeccao de Brucella
spp. na interface bubalinos e animais silvestres
estabelecidos no bioma Amazénia, o que podera
permitir uma gestao eficaz e maior controle da
brucelose nos rebanhos bovideos domésticos.

Obtencdo de amostras para pesquisa
de Brucella spp.

Amostras de sangue foram colhidas de bufalos
estabelecidos em areas que permitem um

estreito convivio desses animais com espécies
silvestres nos estados de Ronddnia (n=82) e Para
(n=88). Amostras de sangue, tecido e fluidos
foram colhidas de diferentes espécies silvestres
capturadas nos estados de Ronddnia (n=34), Para
(n=06) e Roraima (n=13) (Tabela 1). Todas as
amostras podem ser consideradas de conveniéncia,
uma vez que foram obtidas a partir de animais
resgatados na area de influéncia de reservatdrios
de usinas hidroelétricas. Todas as amostras foram
colhidas a partir da emissdo da Autorizacao para
atividades com finalidade cientifica (Nimeros
43144 e 49138) pelo Sistema de Autorizacao e
Informacao em Biodiversidade — SISBIO, Instituto
Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade
(ICMBio) do Ministério do Meio Ambiente (MMA) e
anuéncia da Diretoria de Licenciamento Ambiental
da Coordenacao de Energia Hidrelétrica do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis.
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@ Estados onde foram realizadas as colheitas de amostras para pesquisa de Brucelose

Fonte: Nova Escola (2016), adaptado pelos autores.

Figura 1. Estados onde foram realizadas as colheitas de amostras biolégicas para pesquisa de Brucella spp. na
Amazbnia.

Tabela 1. Amostras bioldgicas utilizadas na pesquisa de Brucella spp. em animais silvestres.

Choloepus didactylus Preguica-real Soro 5 RO
Choloepus didactylus Preguica-real Sangue total 4 RO
Choloepus didactylus Preguica-real Urina 1 RO
Choloepus didactylus Preguica-real Rim 1 RO
Pithecia irrorata Macaco-velho Sangue total 2 RO
Pithecia irrorata Macaco-velho Soro 2 RO
Pithecia irrorata Macaco-velho Urina 1 RO
Pithecia irrorata Macaco-velho Linfonodo 1 RO
Pithecia irrorata Macaco-velho Baco 1 RO
Pithecia irrorata Macaco-velho Rim 1 RO
Tayassu pecari Queixada Soro 7 RO
Tayassu pecari Queixada Sangue total 8 RO
Total Rondodnia 34
Tayassu pecari Queixada Soro 3 PA
Tayassu pecari Queixada Sangue total 3 PA
Total Para 6
Myrmecophaga tridactyla Tamandua-bandeira 5)';‘:" obtido de sangue 13 RR
Total Roraima 13



4

Avaliacdo da taxa de infeccdo por Brucella spp. na interface bubalinos e animais silvestres na Amazdnia

Desenvolvimento da prova molecular
em tempo real (QRT-PCR) para o
diagndstico de Brucella spp.

Para a padronizacao do diagnéstico de Brucella spp.
por meio da reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real (QRT-PCR), foi utilizada amostra inativada
de B. abortus proveniente de cultura celular fornecida
pelo Laboratério Nacional Agropecudrio em Minas
Gerais - LANAGRO/MG. Apés a padronizacao da
prova diagnéstica em gRT-PCR, utilizou-se como
amostra controle interno positivo em cada uma das
provas diagndsticas uma amostra comercial de B.
abortus (cepa vacinal B19) obtidas a partir da vacina
liofilizada (Labovet Produtos Veterinarios Ltda, Feira
de Santana, BA, Brasil).

A extracdao de DNA de sangue, fluidos corporais e
tecidos foi realizada com o kit comercial Wizard®
Genomic DNA Purification (Promega Co., cat number:

A1125) seguindo-se as recomendacdes do fabricante.
A pesquisa de Brucella spp. foi realizada utilizando-se
os primers B4 (5" -TGGCTCGGTTGCCAATATCAA-3)
e B5 (6'-CGCGCTTGCCTTTCAGGTCTG-3), descritos
por BAILY et al. (1992) que amplifica um fragmento
de 223 pares de base do gene que codifica a proteina
antigénica BCSP31 de B. abortus de 31 KDa.

Os ensaios em tempo real foram otimizados em
reacoes de PCR singleplex utilizando-se o corante de
ligacdo de DNA Eva-Green™ (SoFast EvaGreen kit,
BioRad). Para a avaliacao da especificidade da reacao
quantitativa de PCR em tempo real (QPCR), foram
consideradas as menores concentracoes de primers
e cloreto de magnésio (MgCl2) capazes de gerar os
maiores picos de fluorescéncia e os menores ciclos
liminares de amplificacao (threshold cycle — Ct) e
andlise da resolucao dos picos das curvas de melting
(Figura 2).
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Figura 2. Avaliacao da especificidade do ensaio PCR singlep/ex em tempo real para o diagnéstico de Brucella

spp. utilizando a amostra controle de Brucella abortus’ .

! Amostra proveniente de cultura celular mantida pelo Laboratério Nacional Agropecuéario (LANAGRO) de Minas Gerais.
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Cada ensaio singlep/ex-PCR em tempo real foi
realizado em um volume de reacao de 20 ul
contendo: 2X SsoFast ™ EvaGreen® Supermix (Bio-
Rad Laboratories Inc., EUA), 100 ng de DNA e 0,5
uM de cada um dos primers. A amplificacao foi
realizada utilizando o sistema de deteccao CFX 96
(Bio Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, EUA), e a
reacao consistiu de uma desnaturacao inicial a 95°C
durante 90 segundos e 39 ciclos com 95°C durante
5 segundos, 56°C durante 20 segundos, seguida de
um arrefecimento final a 4°C durante um minuto.
Uma curva de fusao (melting curve) foi padronizada
a partir de uma rampa de temperatura de anelamento
varidvel de 55°C a 65°C com aumento de 2°C/
segundo. As amostras obtidas de bubalinos e
animais silvestres foram avaliadas em triplicata.

Em todas as baterias de andlise, foi utilizada agua

ultrapura em igual volume de DNA como controle
negativo e DNA obtido a partir da cepa vacinal B19
como controle positivo.

Infeccao por Brucella spp. em
bubalinos e animais silvestres na
Amazonia

A anélise por qRT-PCR para a pesquisa de
Brucella spp. nas amostras bioldgicas de bubalinos
e animais silvestres colhidas na Amazoénia utilizando
os primers B4/B5 possibilitou a identificacdo de
uma amostra infectada, correspondente ao soro
de Choloepus didactylus (preguica-real) colhida
no Estado de Rondénia (Figura 3). Nenhuma das
amostras biolégicas de bufalos avaliadas foi positiva
para Brucella spp.
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Figura 3. Diagnéstico molecular em reacdo da cadeia da polimerase em tempo real (QRT-PCR) para o diagndsti-

co de Brucella spp. em amostras de animais silvestres colhidas no Estado de Rondénia.
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Em virtude da natureza das amostras obtidas de
animais silvestres, que por se tratarem de amostras
por conveniéncia nao permitem a generalizacao dos
resultados, mas evidenciam uma baixa infeccao

por Brucella spp. nas populacoes silvestres
amazonicas. A nao identificacdo por qRT-PCR de
bubalinos infectados por Brucella spp. demostra que
a fauna silvestre amazo6nica nao representa risco

a dispersao do agente infeccioso aos bubalinos.

A baixa prevaléncia de infeccao por Brucella

spp. nas populacdes silvestres que compartilham
ecossistemas com rebanhos bovideos na Amazénia
demonstra uma participacao nao significativa
dessas populacoes na epidemiologia da doenca

na Amazonia. Maiores esforcos de pesquisa sao
necessarios para que se ampliem as colheitas de
amostras biolégicas, assim como as espécies da
fauna silvestre brasileira envolvidas na manutencao
da infeccdao com o propdsito de apoiar e subsidiar

o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e Tuberculose com dados epidemiolégicos
que possibilitem a tomada de decisbes e o progresso
do Programa no pais.
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