INVESTIGACAO DE ANTICORPOS ANTI Brucella abortus EM MAMIFEROS
SILVESTRES Leopardus geoffroyi e Cerdocyon thous
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INTRODUCAO

A brucelose € uma doenca infecto-contagiosa de evolugéo
preferencialmente crénica provocada por bactérias do género Brucella, € uma
antropozoonose de carater ocupacional, de forma que tratadores e veterinarios
ao manipular restos placentérios, fetos abortados e carcacas provenientes de
animais infectados, expdem-se ao risco de infeccédo. O risco em saude publica
se da principalmente quando ocorre ingestao de leite ou derivados, oriundos de
animais infectados, que n&o sofreram tratamento térmico, portanto, a
ocorréncia da doenca em humanos € dependente da brucelose em
reservatorios animais, incluindo espécies silvestres [1,5,7,8]. A brucelose
possui distribuicAo cosmopolita e mesmo o agente ndo sendo capaz de
esporular apresenta grande resisténcia no ambiente comparada com outras
bactérias patogénicas e € caracterizada patologicamente pela infeccdo das
células do sistema mononuclear fagocitério [7]. As vias de penetragdo sao as
mucosas do trato digestivo, genital ou nasal, conjuntiva ocular ou por solucdes
de continuidade da pele [1,7]

As brucelas sao intracelulares facultativas e podem ser divididas em
dois grupos com morfologia de colonias distintos: as lisas - B. abortus,
B.melitensis e B. suis, e as rugosas - B. ovis e B. canis. Nao ha especificidade
quanto ao hospedeiro que infectam, mas existe uma predilecdo por
determinada espécie animal. Assim, a B. abortus acomete preferencialmente
bovinos e bubalinos, aB. suis suinos, a B. melitensis caprinos, a B. ovis ovinos,
B. canis canideos e B. neotomae rato-do-deserto (Neotoma lepida) [7]. Em
alguns paises tem sido isolado, a partir diversos mamiferos marinhos, um
grupo de brucelas distinto das espécies conhecidas denominadas
provisoriamente como B.maris e posteriormente, devido as analises
moleculares, sugeriu-se ainda sua subdivisdo em B. pinnipediae e B. cetacea
[2,3].

Os felideos silvestres ndo sao considerados como potencias fontes de
infeccdo e diversas espécies de canideos pode ter sorologia positiva, pois se
considera que estes podem se alimentar de restos placentarios ou fetos
abortados de rebanhos bovinos infectados [4,6].

Véarias outras espécies silvestres sao suscetiveis a infeccdo por B.
abortus, entretanto sdo consideradas hospedeiras finais da infecgcéo, pois se
considera que nado transmitem o0 agente aos bovinos [4]. As principais
manifestacbes nos animais sdo abortos, nascimentos prematuros e
esterilidade, pois os 6rgaos de predilecdo sdo testiculos e Utero gravidico que
possuem eritritol, um alcool polihidrico necesséario ao seu metabolismo [1,7].
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Com o intuito de realizar diagnostico e um estudo preliminar de
reservatorios silvestres, amostras sorolégicas de quatro espécimes de
carnivoros silvestres — 2 gatos-do-mato-grande (Leopardus geoffroyi) e 2
graxains-do-campo (Cerdocyon thous) - atendidas no Nucleo de Reabilitacdo
da Fauna Sivestre/Centro de Triagem de Animais Silvestres da Universidade
Federal de Pelotas, foram submetidas ao teste de triagem e confirmatérios para
Brucella abortus , cujos resultados estao descritos neste presente trabalho.

MATERIAL E METODOS
Animais Silvestres

Espécimes de carnivoros silvestres da regido sul do Rio Grande do Sul,
atendidos no Nucleo de Reabilitacdo da Fauna Silvestre/Centro de Triagem de
Animais Silvestres da Universidade Federal de Pelotas, foram submetidos as
contengdes fisica e quimica para avaliagdo clinica e coleta de amostras de
sangue total para realizacdo de hemograma completo e diagndéstico soroldgico.

Amostras de soros

Foram utilizadas amostras de soro de 2 gatos-do-mato-grande e 2
graxains-do-campo contra 0 antigeno Brucella abortus. As amostras de sangue
coletadas foram centrifugadas a 3.000 rpm e o soro sobrenadante estocado a -
20 °C. O diagnostico sorolégico para ambos os testes foi realizado na
Faculdade de Veterinaria — Centro de Controle Zoonoses da Universidade
Federal de Pelotas — UFPel.

Teste do antigeno acidificado tamponado para diagnéstico de brucelose (AAT)

Para a realizacdo do teste as amostras de soro previamente coletadas
foram retiradas do estoque, descongeladas a temperatura de 20 °C,
homogeneizadas e de cada amostra utilizado 30 pL de soro para reagdo com
30 pL de antigeno para AAT, constituido de suspensédo do antigeno de B.
abortus amostra 1119-3. O homogeneizado de soro em teste e antigeno foi
agitado a 30 rpm durante 4 min. O mesmo volume de soro e antigenos foram
utilizados para os soros controle negativo e positivo incluidos no teste. A leitura
foi realizada em caixa de luz com fundo escuro e foi considerado positivo o
soro capaz de aglutinar o antigeno.

Teste de aglutinacdo lenta em tubos (SAT) e 2-Mercaptoetanol (2-ME)

Para a realizacdo do teste as amostras de soro previamente coletadas
foram retiradas do estoque e descongeladas a temperatura de 20 °C e diluidas
em solucdes de antigeno de B. abortus amostra 1119-3 na concentragdo de
0,045 % nas diluicdes 1:25, 1:50, 1:100 e 1:200 para o SAT. Paralelamente as
mesmas diluicbes do SAT foram realizadas em 0,1M de 2-ME e apés 30 min
adicionadas de uma suspensao de antigeno B. abortus amostra 1119-3 na
concentracao de 0,09 %. Soros controles, negativo e positivo, com titulos alto,
médio e baixo foram incluidos para controle do teste. As amostras foram



incubadas a 37 °C por 48 h e a leitura realizada utilizando luz indireta.
Considerou-se resultado positivo para o teste do SAT e 2-ME, todo o soro com
capacidade aglutinante a partir da diluicAo de 1:25. As interpretacoes
basearam-se na firmeza dos grumos e no grau de aglutinacdo apds suave
agitacdo dos tubos, sendo que os resultados possiveis sao: aglutinacao
completa, incompleta ou negativa e os resultados finais foram obtidos utilizando
uma tabela padréo de interpretacao.

RESULTADO E DISCUSSAO

No teste de triagem (AAT), obtiveram-se resultados distintos para as
diferentes familias. Para os dois canideos silvestres (graxains-do-campo) nao
houve aglutinacdo em nenhuma amostra, indicando auséncia de anticorpos nos
soros testados. Para os dois felinos silvestres testados, uma amostra foi
reagente e outra nao reagente. Seguindo o protocolo recomendado pelo
PNCEBT para o diagnéstico de certeza de B. abortus, realizouse o teste
confirmatdrio do 2-ME para o gato-do-mato-grande cujo teste soroldgico obteve
resultado positivo no teste de triagem. Para uma investigagdo mais completa,
optou-se testar na prova do 2-ME também nas amostras negativas no AAT. As
reacoes negativas no teste AAT para as amostras dos dois graxains-do-campo
foram interpretadas como suficientes para fins de diagnostico e vigilancia
epidemiolégica [5].

Ambas as amostras dos gatos-do-mato-grande ndo reagiram em todas
as diluigbes, tanto na prova lenta como na prova do 2-ME indicando auséncia
de 1gG e IgM.

Analisando-se o0s resultados obtidos nos testes de triagem e
confirmatérios, um dos gatos-do-mato-grande com resultado positivo no AAT
guando testado na prova confirmatéria do 2-ME, obteve resultado negativo.
Considerando o teste do 2-ME de alta sensibilidade, interpretou-se que o soro
desse animal reagiu negativamente quando enfrentado contra o antigeno B.
abortus.

Reac0bes falso-positivas no teste do AAT sdo possiveis e este fato foi
considerado no caso da amostra do gato-do-mato-grande, pois pode ocorrer a
presenca de imunoglobulinas ndo especificas presente em infeccbes por
diversas bactérias tais como: Pseudomonas spp., Yersinia enterocolitica O:9,
Salmonella spp ou Escherichia coli O:157 [7].

CONCLUSAO

Comparando-se os resultados nos testes de triagem e confirmatorios,
conclui-se que o teste do AAT apresenta alta sensibilidade e moderada
especificidade, pois se deve considerar a possibilidade de um resultado falso
positivo.

Recomenda-se a prova do AAT para diagnéstico e para a investigacdo
epidemioldgica de reservatérios silvestres, os resultados negativos nesta prova
podem ser interpretados como suficientes, porém caso os resultados sejam
positivos, as amostras devem ser testadas na prova do 2-ME, que oferece um
diagnostico de certeza.



Sugere-se, portanto, que 0s soros de carnivoros silvestres que forem

enfrentados com o antigeno B. abortus sejam submetidos ao protocolo
diagnostico estabelecido pelo PNCEBT e realizados em laboratorios
credenciados.
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