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RESUMO

Brucella spp. € uma bactéria intracelular facultativa que possui a capacidade de
infectar diferentes espécies de animais domésticos e selvagens e possui grande
importancia na economia rural e na saude publica, por provocar abortos em animais
de criacdo e uma doenca debilitante em seres humanos. Diferentemente de outros
hospedeiros ungulados, equinos infectados ndo apresentam doenca reprodutiva, ndo
apresentando um papel importante na cadeia epidemioldgica. Objetivou-se neste
estudo avaliar se equinos encontram-se infectados por Brucella spp. no Pantanal sul-
mato-grossense, uma regido endémica para a brucelose bovina. Ainda, objetivou-se
discutir a enzootia da Brucella spp. no Pantanal com enfoque no papel de diferentes
espécies de mamiferos hospedeiros. Foram coletadas, inicialmente, amostras de
sangue total e soro de 179 equinos, jovens e adultos, de ambos 0s sexos, e, a partir
dos animais positivos aos testes soroldgico e molecular, foram coletadas amostras de
liquido sinovial e puncdo esplénica de. Os soros foram testados pelo teste Rosa
Bengala e a ocorréncia de anticorpos anti-Brucella foi de 26,3% (40/152). A partir do
teste molecular (bcsp31), foi possivel detectar DNA de Brucella spp. no sangue total
de 1,7% (3/179) dos animais amostrados. Nao houve positividade no teste molecular
a partir de amostras de liquido sinovial e puncéo esplénica, bem como no isolamento
bacteriano. A sorologia indicou que os machos jovens se encontram mais expostos a
Brucella spp. do que as outras categorias. Seis espécies de animais silvestres e duas
espécies de animais domésticos sdo reportadas na literatura infectadas por Brucella
spp. no Pantanal, uma delas assumindo grande importancia na enzootia de Brucella
spp. na regido devido as suas grandes popula¢cdes, ao compartilhamento de habitats
com bovinos e aos habitos alimentares associados a necrofagia. Os cavalos ndo
apresentam importancia epidemioldgica na transmisséo de Brucella spp., mas podem
atuar como sentinelas da infecgéo na regidao de estudo.

Palavras-chave: (1) Brucella spp.; (2) Equinos; (3) Pantanal; (4) Diagnéstico; (5)

Enzootia; (6) Animais silvestres.



ABSTRACT

Brucella spp. is a facultative intracellular bacteria that has the ability to infect
different species of domestic and wild animals and have great importance to the rural
economy and public health, because it cause abortions in livestock and a debilitating
disease in humans. Differently from other ungulate hosts, infected equines do not
present reproductive disease, not having an important role in the epidemiological
chain. The aim of the present study was to evaluate if horses are infected by Brucella
spp. in the Pantanal of Mato Grosso do Sul, an endemic region for bovine brucellosis.
Also, it was aimed to discuss the enzooty of Brucella spp. in Pantanal with focus on
the role of different species of mammalian hosts. Initially, samples of whole blood and
serum were collected from 179 young and adult horses of both gender, and, from
positive animals at serological and molecular tests, it was collected samples of synovial
fluid and splenic puncture. Sera was tested by the Rose Bengal test and the
occurrence of anti-Brucella antibodies was 26.3% (40/152). The molecular test
(bcsp31) detected Brucella-DNA in the whole blood of 1.7% (3/179) of sampled
animals. There was no positivity in the molecular test from synovial fluid and splenic
puncture samples, as well as bacterial isolation. Serology indicated that young males
are more exposed to Brucella spp. than the other categories. Six species of wild
animals and two species of domestic animals are reported in the literature infected by
Brucella spp. in Pantanal. The feral pig assume great importance in the enzooty of
Brucella spp. in the region due to its large populations, the sharing of habitats with
cattle and feed habits associated to necrophagy. Horses do not present
epidemiological importance in the transmission of Brucella spp., but they can act as
sentinels of the infection in the studied region.

Key-words: (1) Brucella spp.; (2) Enzootic dynamics; (3) Equines; (4) Pantanal;

(5) Rose Bengal; (6) Molecular tests;



1. INTRODUCAO

A brucelose é uma doenga infecciosa mundialmente conhecida pelos prejuizos
econdmicos provenientes da debilitacdo dos animais enfermos e danos reprodutivos
em bovinos infectados, diminuindo a produtividade e impedindo a exportacdo de
produtos carneos e lacteos. Ainda, por se tratar de uma zoonose transmitida por
alimentos de origem animal contaminados, a brucelose tem grande importancia na
saude publica (QUINN et al., 1994). Mesmo com a formulacdo de um programa de
controle e erradicacdo da brucelose no inicio do século XXI, a doenca ainda é
endémica em territério brasileiro (BRASIL, 2006). Um dos obstaculos no controle
dessa importante zoonose diz respeito a biologia de seu agente etiol6gico: um
microrganismo intracelular facultativo multi-hospedeiro, capaz de infectar dezenas de
espécies de mamiferos domésticos e silvestres (NICOLETTI, 1989). Neste cenario,
por coabitar com outros animais de producdo, o equino se torna um hospedeiro
acidental nos ciclos de transmissdo das espécies de Brucella, apresentando uma
doenca subclinica e crénica (LOPES et al., 1999; THOMASSIAN, 2005).

A grande preocupacdo com a brucelose bovina no Brasil desvia a atencdo a
presenca da infeccdo em outras espécies de hospedeiros, principalmente naquelas
gue nao sao preferenciais a Brucella spp., como o equino. O esclarecimento da
epidemiologia da infeccéo por Brucella spp. nos equinos, bem como o conhecimento
das espécies que circulam nos equinos do Pantanal sul-mato-grossense podem
subsidiar agbes de controle e prevencdo da infecgdo. Além disso, a maioria dos
estudos acerca da brucelose equina é descrita sob a forma de relatos de caso ou
levantamentos soro-epidemiologicos. Ainda, 0os mecanismos de transmissdo, a
perpetuacdo do agente nas populacdes hospedeiras e a predominancia dos diferentes
biotipos circulantes em determinada area ou regido carecem de estudos detalhados.

Atualmente, o Brasil possui 0 maior rebanho de equideos da América Latina (oito
milhdes de cabegas, somando-se cavalos, muares e asininos), sendo o terceiro maior
do mundo (MAPA, 2015). No Pantanal a populacéo equina € de aproximadamente 49

mil animais (SEIDL et al., 1998), compartilhando o0 mesmo ambiente com diferentes



espécies de animais domésticos e selvagens. Nesse sentido, mesmo que o0 equino
seja considerado resistente a infeccdo e ndo assuma importancia na transmissao
(ACOSTA-GONZALEZ et al., 2006), seu papel como espécie mantenedora do agente

no contexto da enzootia no ambiente natural tem sido negligenciado.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar o papel de equinos na enzootia da Brucella spp. no Pantanal sul-mato-

grossense.

2.2 Objetivos Especificos
Detectar anticorpos e DNA de Brucella spp. em equinos do Pantanal sul-mato-

grossense;

Comparar as ocorréncias de Brucella spp. em diferentes grupos de equinos de

acordo com o sexo e faixa etaria,;
Isolar Brucella spp. de equinos amostrados no Pantanal sul-mato-grossense;

Avaliar o papel de diferentes espécies de hospedeiros reportados na literatura,

incluindo o equino, na enzootia da Brucella spp. no Pantanal sul-mato-grossense.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Agente etioldgico

A brucelose é causada por bactérias do género Brucella que fenotipicamente sao
classificadas como cocobacilo curto, gram-negativo, aerébico imével e ndo formador
de esporos, medindo de 0,5 a 0,7 um de diametro e de 0,6 a 1,5 um de comprimento
(CORBEL e BRINLEY-MORGAN, 1984). Morfologicamente, as colénias podem se
apresentar de forma lisa ou rugosa, e isto esta relacionado a composicao da parede
celular e a viruléncia de cada espécie. Segundo Nielsen (2002) esta diferenca se da
pelo fato de que em espécies formadoras de colbnias lisas, em sua cadeia de
lipopolissacarideos, hd a presenca da cadeia “O”, a0 passo que as espécies
formadoras de colénia rugosa ndo a possuem.

A classificacdo taxonémica do género Brucella compreende, com o isolamento
de Brucella papionis a partir de babuinos em 2014, 11 diferentes espécies (Tabela 1).
Deve-se ressaltar que embora as espécies de Brucella spp. possuam uma forte
preferéncia por determinados hospedeiros, quase todas as espécies deste género
podem infectar outras espécies de hospedeiros além daqueles pelos quais possuem
preferéncia (GLYNN e LYNN, 2008).

Filogeneticamente e taxonomicamente o género Brucella esté inserido na classe
Alphaproteobacteria, a qual comporta também bactérias dos géneros Rhizobium spp.,
Rhodobacterium spp., Rickettsia spp. e Agrobacterium spp. (MORENO et al., 1990).
Analises moleculares demonstram que 0 genoma da maioria das espécies do género
possui dois cromossomos circulares codificando aproximadamente 3,2 Mb (OLSEN e
PALMER, 2014). No caso de Brucella abortus, por exemplo, os dois cromossomos
(Chr) possuem 2.124.242 pares de bases (pb) e 1.162.780 pb (Chr I e Chr I
respectivamente), apresentando uma alta similaridade com o genoma de Brucella
melitensis e Brucella suis (HALLING et al., 2005). De fato, sequéncias gendmicas de
seis diferentes espécies de Brucella (B. abortus, B. suis, B. neotomae, B. melitensis,

B. ovis e B. canis) apresentam uma homologia de mais de 94% em sua composi¢ao



nucleotidica, o que fez com que alguns autores reclassificassem género Brucella para
uma Unica espécie e biovares de acordo com os hospedeiros (VERGER et al., 1985;
VIZCAINO et al., 2000; CHAIN et al, 2005). Entretanto alguns fatores
epidemioldgicos, e caracteristicas fenotipicas e fatores de viruléncia devem ser
considerados em relacédo a classificacdo das espécies de Brucella spp. (OLSEN e
PALMER, 2014).

Tabela 1. Espécies e biovares de Brucella spp., morfologia e hospedeiros

preferenciais.

Espécie Biovares Morfologia da colénia Hospedeiros preferenciais
B. melitensis 1-3 Lisa Ovinos e caprinos
B. abortus 1-6,9 Lisa Bovinos
B. suis 1,3 Lisa Suinos
2 Lisa Lebres, javalis selvagens
4 Lisa Renas e caribus
5 Lisa Roedores
B. neotomae - Lisa Ratos do deserto
B. ovis - Rugosa Carneiros
B. canis - Rugosa Caes
B. pinnipedialis - Lisa Focas
B. ceti - Lisa Cetaceos
B. microti - Lisa Solo, ratazanas e raposas
B. inopinata - Lisa Humanos
B. papionis - Lisa Primatas

3.2 Enzootia

Diversas formas de transmissao de Brucella spp. em animais e em humanos sao
relatadas, e ha uma variagdo na importancia e ocorréncia de acordo com as espécies
de hospedeiros. Por exemplo, em biungulados a principal fonte de infeccdo séo as
fémeas gestantes infectadas, que ao abortar ou parir, eliminam grandes quantidades
de Brucella abortus no ambiente, contaminando pastagens, agua e solo, e, dessa
forma, contaminando outros animais pela via digestiva (BRASIL, 2006). A transmissao

pelo coito, embora muito investigada, € incomum. Quando ha a monta natural, o

sémen é depositado na vagina, onde existem mecanismos de defesa que dificultam o



estabelecimento da infec¢cdo. Ao contrario, na inseminagéo artificial o sémen é
depositado diretamente no utero, o que facilita o processo de infec¢do (LAGE et al.,
2008).

Com relagdo as espécies rugosas de Brucella spp., a transmisséo venérea entre
ovinos e entre caes parece apresentar maior importancia. Embora ovelhas se
apresentem resistentes a infeccdo em alguns casos, elas podem carrear o patégeno
na vagina por pelo menos dois meses, atuando como fonte de infeccdo. Os carneiros
geralmente apresentam infec¢des crénicas persistentes, e a maioria destes animais
eliminam B. ovis no sémen por pelo menos dois anos. Em cées, foi reportado que o
sémen constitui uma importante fonte de eliminacdo devido ao alto nidmero de
bactérias presentes, principalmente entre trés e 11 semanas pés-infeccéo, sendo que
apos este periodo a eliminacdo do patdgeno via sémen se torna intermitente. 1sso
ocorre porqgue em cdaes infectados cronicamente, B. canis permanece durante varios
meses na prostata e epididimo apds a bacteremia (CARMICHAEL e GREEN, 1990;
CARMICHAEL e SHIN, 1996; IICAB, 2007).

A transmisséo para o0s seres humanos ocorre principalmente pela via digestiva,
a partir do consumo de leite e seus derivados ndo pasteurizados, nos quais as
espécies de Brucella spp. podem permanecer viaveis por duas semanas a trés meses
(CARVALHO et al., 1995). O contato direto das mucosas oral, respiratéria ou
conjuntiva e da pele escarificada com o ambiente contaminado ou com as secrecdes
de animais infectados permite a entrada da bactéria no corpo humano. Neste sentido,
a brucelose tem grande importancia como uma doenca ocupacional para médicos
veterinarios, tratadores e trabalhadores de centros de abate (YOUNG e
SUVANNOPARRAT, 1975).

3.3 Biologia e Patogenia de Brucella spp.

As espécies de Brucella spp. apresentam caracteristicas peculiares de
resisténcia ao hospedeiro, induzindo infecgdes crbnicas e persistentes, sobrevivendo
e se multiplicando dentro de células fagociticas (OLIVEIRA et al., 2002; SEXTON e
VOGEL, 2002). Uma das mais importantes caracteristicas bioldgicas da bactéria é sua
capacidade de se evadir da resposta celular e humoral do hospedeiro (GORVEL e

MORENO, 2002). O fato de ser uma bactéria intracelular facultativa contribui para a



dificuldade tanto no diagnostico quanto na conduta terapéutica (GLYNN e LYNN,
2008).

Exceto pela producédo de lipopolissacarideos contendo a cadeia poli N-formil
perosamine-O, estas bactérias ndo apresentam fatores de viruléncia, como capsulas,
fimbrias, flagelos, exotoxinas, exoproteases ou outras exoenzimas, citolisinas,
variagcdo antigénica, plasmideos ou fagos lisogénicos (CORBEL, 1997; DELVECCHIO
etal., 2002; MORENO et al., 2002). A sobrevivéncia no interior das células fagocitarias
ocorre devido ao bloqueio da fusdo fagossoma-lisossoma, de modo que elas sejam
encontradas em um compartimento semelhante a um auto-fagossoma, multiplicando-
se e se mantendo viaveis e protegidas da resposta imune humoral (JAHANS et al.,
1997; GOLDING et al., 2001; OLIVEIRA e SPLITTER, 1996).

Apoés a infeccdo do hospedeiro, quer seja pela mucosa oral, nasofaringea,
conjuntival ou genital, ou até mesmo pelo contato direto com a pele, as bactérias
replicam-se preferencialmente em fagocitos do sistema reticulo-endotelial, sendo
transportadas para os linfonodos regionais e posteriormente para outros 6rgados como
baco e figado. Em fémeas prenhes, a bactéria invade células presentes na placenta e
nas glandulas mamadrias, e ali se replica extensivamente, causando um dos principais
sintomas, o aborto (ROUX, 1989; MORENO, 2014).

A bactéria tem predilecao por tecidos que apresentam maior disponibilidade de
elementos que estimulam a sua multiplicacdo. No caso dos animais biungulados
destacam-se os produtos da degradacéo do eritritol, um poli alcool formado por quatro
carbonos que estd presente nos tecidos osteoarticulares, mamarios e 6rgaos
reprodutores femininos e masculinos, atingindo altas concentra¢des no Utero gravidico
e placenta (KEPPIE et al., 1965; MEYER, 1967; SPERRY e ROBERTSON, 1975;
QUINN et al., 1994;).

3.4 Importancia de Brucella spp. na saude publica

A epidemiologia da brucelose humana mudou drasticamente nas ultimas
décadas, em funcdo de mudancas socioeconémicas, politicas e sanitarias, e também
da globalizacdo. Paises que antes eram considerados endémicos conseguiram
controlar a doencga (Franca e Israel, por exemplo), havendo também a emergéncia de

novos focos (na Asia, por exemplo), e, embora constitua uma das zoonoses mais



importantes, a brucelose humana é, em algumas regides, uma doenca negligenciada
(PAPPAS et al., 2006) (Figura 1).

Figura 1. Incidéncia de brucelose humana no mundo.

Incidéncia Anual de Brucelose por um
milh&o de habitantes

Vermelho: > 500 casos
Rosa: 50 — 500 casos

Verde escuro: 10 — 50 casos
Verde: 2-10 casos

Azul: <2 casos

Amarelo: area possivelmente
endémica/sem dados

Branco: area ndo endémica/sem Fonte: PAPPAS et al. (2006)

dados

Atualmente, aproximadamente meio milhdo de casos sdo reportados
anualmente no mundo, e embora este niumero seja alto, o numero de casos nao
reportados, por diversos motivos (sintomas inespecificos da doenca, falhas nos
métodos de diagnostico ou subnotificagdes), pode ser ainda maior (CARVALHO et al.,
1995; GODFROID et al, 2013a). Atualmente, a brucelose humana ¢é
reconhecidamente endémica na regido do Mediterraneo, oeste asiatico, Africa e
América do Sul, além de ser considerada uma doenca ocupacional em individuos que
trabalham diretamente em contato com animais (PAPPAS et al., 2006; BISLIMOVSKA
et al., 2010).

Diferentes espécies como Brucella abortus, Brucella melitensis, Brucella suis,
Brucella canis e espécies que infectam mamiferos marinhos sdo consideradas
zoonoses (PAPPAS, 2010). Em areas endémicas para B. abortus no gado, a
soroprevaléncia em humanos ocorre entre 1 e 5%, ao passo que em areas endémicas
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para B. melitensis a soroprevalencia é maior (PAPPAS et al., 2006; SWAI e



SCHOONMAN, 2009). Devido a grande maioria de casos subclinicos, a infecgdo por
B. canis tem sido sub-diagnosticada no homem (LUCERO et al., 2010; NOMURA et
al., 2010). As infeccdes por espécies marinhas de Brucella sdo raramente reportadas
(BREW et al., 1999; SOHN et al., 2003; MCDONALD et al., 2006;), e ainda néo se
sabe qual a importancia clinica de B. inopinata nos seres humanos (SCHOLZ et al.,
2010).

No Brasil, os dados sobre a situacédo epidemioldgica da brucelose humana sao
escassos. Com excecdo de alguns relatos pontuais (GONCALVES et al., 2006;
RAMOS et al., 2008; ANGEL et al.,, 2012; MEIRELLES-BARTOLI et al.,, 2012;
RODRIGUES et al.,, 2013), ndo existem estudos recentes que contextualizem a

situacdo no pais, reflexo da sub-notificacdo de casos humanos em territério nacional.

3.5 Infeccao por Brucella spp. em animais domésticos

Dentre as espécies de Brucella spp. que infectam os animais domésticos,
considera-se que B. abortus € a de maior importancia, principalmente devido ao fator
econdmico: é reportada em quase todos as regifes onde existe a criagdo de gado,
com excec¢do de alguns paises da Europa, a Australia, o Canada, o Japao e a Nova
Zelandia. Bovinos sdo considerados os hospedeiros preferenciais, mas bubalinos,
camelideos, cervideos e pequenos ruminantes também sdo susceptiveis,
apresentando os mesmos sinais clinicos que bovinos (aborto, infertilidade, doenca
reprodutiva), e, tendo um importante papel na transmissao e persisténcia do patdgeno
no ambiente (DIAZ APARICIO, 2013).

A ocorréncia da brucelose bovina, causada por B. abortus, no territorio brasileiro,
pode variar enormemente, de 0,3% a 41,5% (POESTER et al., 2002; CHATE et al.,
2009; SIKUSAWA et al., 2009). De acordo com publicacdes oficiais, a prevaléncia da
brucelose no Brasil permaneceu entre 4% e 5% no periodo de 1989 a 1998 (BRASIL,
2006). A regido sudeste apresenta a maior prevaléncia (7,5%), seguido das regides
centro-oeste (6,8%), norte (4,1%), sul (4,0%) e nordeste (2,5%) (BRASIL, 1977).

Em relac&o a B. suis, séo reconhecidos cinco biovares, sendo os biovares 1, 2 e
3 responsaveis por causar infertilidade, aborto, doengas reprodutivas e articulares em
suinos. Os biovares 1 e 3 sao distribuidos mundialmente, principalmente em areas
onde existem criacdes de suinos, respeitando uma certa distribuicdo: o biovar 1 é mais

frequente nos continentes americanos e na Asia, enquanto que o biovar 3 tem sido
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reportado com maior frequéncia na China, Estados Unidos e continente europeu, e
ambos apresentam prevaléncias baixas, exceto na América do Sul e sudeste da Asia
(OIE, 2010). Ainda, suinos podem se infectar por B. abortus e B. melitensis,
principalmente em regides endémicas para essas espécies em ruminantes (EFSA,
2009).

A espécie considerada mais virulenta do género € a Brucella melitensis, sendo
os biovares 1 e 3 os mais frequentemente isolados em pequenos ruminantes na
Ameérica Latina, Oriente Médio e regido do Mediterraneo (no Brasil ndo existem
relatos). Caprinos e ovinos sao considerados os hospedeiros naturais, preferenciais.
Em termos epidemioldgicos e patoldgicos, a infeccdo por B. melitensis em pequenos
ruminantes se equipara a infeccao por B. abortus no gado, e a principal manifestacéo
clinica € o aborto e 0 nascimento de natimortos, normalmente no terco final da
gestacdo (BLASCO e MOLINA-FLORES, 2011).

Membros da familia Canidae sado os hospedeiros reservatorios preferenciais de
B. canis. Historicamente, os primeiros relatos de infeccdo em cées na década de 70
foram associados a raca Beagle, provavelmente por conta da popularidade e do uso
desta raca como cobaias (POLLOCK, 1979). Hoje em dia jA se sabe que
independentemente da raca, qualquer cdo reprodutivamente ativo é susceptivel a
infeccdo, e surtos ja foram documentados em diversas regiées no mundo (YAMAUCHI
etal., 1974; FLORES-CASTRO et al., 1977; TAYLOR, 1980; SEBEK et al., 1983; JIAN,
1992; MAIA et al.,, 1999). Embora amplamente distribuida, considera-se que a
brucelose canina por B. canis possua importancia apenas em locais destinados a
producado e reproducéo de animais puros (canis) (HOLLETT, 2006), diferentemente
da brucelose canina causada por B. abortus, a qual mostrou ser de maior importancia
epidemioldgica em ambientes rurais (BAEK et al., 2003; OLIVEIRA, 2015).

3.6 Reservatorios silvestres para Brucella spp.

Diversas espécies de mamiferos selvagens podem constituir fonte de infeccao
para Brucella spp., principalmente para animais de producao que vivem em simpatria.
Isso ocorre porque entre o gado e alguns animais silvestres, principalmente ungulados
selvagens como cervideos e suideos, pode ocorrer compartilhamento de habitats,
agua e alimentos. E o caso, por exemplo, do processo historico de transmissdo de

Brucella spp. entre o gado e os cervos que habitam o Parque Yellowstone nos Estados
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Unidos (KAMATH et al., 2016). Em situacdes como esta, é dificil distinguir se houve a
disseminagéo do agente a partir do gado, ou se sempre existiu uma enzootia natural
mantida por mamiferos silvestres (GODFROID et al.,, 2013b). O fato € que a
modificacdo ambiental de origem antropogénica resulata, a médio e longo prazo,
modificacdes genéticas dos hospedeiros silvestres, provocando mudancas na
susceptibilidade dos mesmos aos agentes infecciosos, modificando as formas de
transmissdo (MORENO, 2014).

Diferentes espécies de Brucella spp. ja foram isoladas de uma grande variedade
de mamiferos silvestres, incluindo o bisdo (Bison bison), o boi-almiscarado (Ovibos
moschatus), o cervo (Cervus elaphus canadenses), o alce (Alces alces), a rena
(Rangifer tarandus tarandus), o caribu (Rangifer tarandus groenlandicus), o cariacu
(Odocoileus virginianus), a corga (Capreolus capreolus), o “chamois” (Rupicapra
rupicapra), o bufalo-africano (Syncerus caffer), a impala (Aepyceros melampus), a
piva (Kobus elipsiprymnus), a raposa vermelha (Vulpes vulpes), o graxaim-do-campo
(Dusicyon gymnocercus), a raposa-cinzenta-argentina (Dusicyon griséus), o guaxinim
(Procyon lotor), o gamba (Didelphis virginiana), a lebre-europeia (Lepus europaeus),
o porco feral (Sus scrofa) e a capivara (Hydrochoerus hydrochaeris) (DAVIS, 1990;
GODFROID, 2004).

A variedade de hospedeiros de Brucella spp. ndo se restringe apenas a
mamiferos terrestres. Desde a primeira descricdo de um caso de aborto devido a
Brucella spp. em um golfinho cativo na Califérnia, diversos estudos descreveram e
caracterizaram novas espécies do género a partir de uma grande variedade de
mamiferos marinhos. Existem relatos de isolamento de Brucella spp. a partir de lebes
marinhos, focas, golfinhos e baleias (FOSTER et al., 1996; MUNOZ et al., 2006;
TRYLAND et al., 1999), e embora haja uma certa variedade de espécies de
hospedeiros marinhos, as duas Unicas espécies isoladas sao Brucella ceti e Brucella
pinnipedialis.

Assim como acontece na vida silvestre terrestre, acdes humanas como a caca,
a contaminacao de mares e a constante exploracdo de fontes naturais de recursos
alteram os ciclos de transmisséo e taxas de infec¢do Brucella spp. em mamiferos
marinhos. Essas atividades promovem o agrupamento de diferentes mamiferos
marinhos infectados em areas onde o0s recursos ainda sdo disponiveis, causando
estresse, subnutricdo, imunossupressdo e, consequentemente, favorecendo a

selecao de organismos do género Brucella, com altas taxas de transmissao (OHISHI



12

et al., 2008; MAQUART et al., 2009; VAN BRESSEM et al., 2009; GUZMAN-VERRI et
al., 2012).

3.7 Infeccao por Brucella spp. nos equideos

A brucelose em equideos se caracteriza como uma doenca crénica,
infectocontagiosa e zoondtica (ACHA e SZYFRES, 2003). Diferentemente do que
ocorre em outras espécies infectadas por Brucella spp., os transtornos reprodutivos
s&o raros no equino, e, por isto, 0s prejuizos econdmicos ndo sdo considerados, em
comparacao a outras espécies de interesse zootécnico (RIBEIRO et al., 2003). Nesta
espécie, 0 prejuizo provém de lesdes debilitantes, do sacrificio dos animais
acometidos e do fato de que podem atuar como fontes de infeccéo para outros animais
(RADOSTITS et al., 2000).

Apesar do pouco conhecimento sobre a fonte de infeccdo e o modo de
transmissdo da brucelose equina, considera-se que a infeccdo seja resultado da
coabitacdo de equinos com outras espécies como 0s bovinos e suinos, visto que 0s
equinos compartilham da infeccéo apenas por B. abortus e B. suis. Equinos estariam
se infectando através da ingestdo de &gua e alimentos contaminados pelo
microrganismo proveniente de descargas vaginais, produtos de abortos e restos
placentarios de vacas e porcas infectadas (LANGENEGGER e SZECHY, 1961; COOK
e KINGSTON, 1988; ACHA e SZYFRES, 2003; CASTRO et al., 2005;).

Equinos possuem auséncia ou baixa producdo de eritritol, o que justifica o
reduzido impacto da brucelose como doenca reprodutiva e rotula esta espécie como
“hospedeiro acidental” (RIBEIRO et al., 2008). As lesdes mais sugestivas em equinos
sdo representadas por inflamacGes de carater purulento em bolsas sinoviais,
ligamentos, tenddes e articulacdes, preferencialmente no local de juncdo das duas
escapulas (cernelha) (Figura 2) (VASCONCELLOS et al., 1987; PAULIN, 2003;). A
palpacdo, a area lesionada mostra-se distendida, endurecida, hiperémica e com
pontos de flutuacdo, que tendem a abscedacdo de um liquido seropurulento
amarelado, o qual contém bactérias viaveis (PAULIN, 2003; CASTRO et al., 2005;
THOMASSIAN, 2005). Raramente sao observados quadros de infeccdo generalizada
nos animais, 0s quais se manifestam por febre intermitente, rigidez, letargia,
inapeténcia e dificuldade de locomocéao, geralmente secundario ao desenvolvimento
de bursite cervical (RIET-CORREA et al., 2003).



13

Diversos estudos utilizando diferentes métodos de diagnostico sorologico
demonstram que Brucella spp. estd mundialmente distribuida em populacdes de
equideos (Tabela 2).

Figura 2. Equino apresentando fistula na regido da cernelha, lesdo caracteristica
de infecgao por Brucella spp.

. N7

Fonte: Arquivo pessoal
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Tabela 2. Diferentes testes de diagndéstico sorolégico de Brucella spp. em

equideos de diferentes regides do mundo.

Brasil e América

Teste soroldgico

Soroprevaléncias

Referéncias

Brasil (Para) RB 5,8% Pinho et al., 2014
Brasil (Rondodnia) RB; SAT; 2ME 3,4% Aguiar et al., 2008
Brasil (Rio Grande do
Norte) RB; SAT; 2ME 1,8% Dorneles et al., 2013
Brasil (Paraiba) RB; 2ME; FC 3,7%; 0,7%; 0,6% Arruda et al., 2012
Brasil (Minas Gerais) RB; 2ME; SAT 8,18%; 0%; 2,9% Aradjo et al., 2009
Brasil (Minas Gerais) RB; SAT 1,4% Junqueira Jr et al., 2015
Brasil (Minas Gerais) RB; 2ME 40%; 4,67% Furquim et al., 2012
SAP; SAT; 2ME; 18,4%; 18,1%; 0,7%;
Brasil (Sdo Paulo) EDTA 10% Bueno et al., 2002
Brasil (Sao Paulo) SAP; SAT; 2ME; RB Estudo de caso Ribeiro et al., 2003
Brasil (Parana) RB; SAT; 2ME 6,5%; 0,8% Antunes et al., 2013
Acosta-Gonzélez et al.,
México RB; RIV 0,4%; 0,2% 2006
Europa Teste soroldgico Soroprevaléncias Referéncias
Inglaterra FC; RB 5,7%:; 4,3% Rankin, 1973
Croécia RB; FC; cELISA 0,03% Cvetnic et al., 2005
Turquia RB; SAT 9,1%; 0,35% Tel etal., 2011
Turquia (Hakkari) SAT 9,5% GoOz et al., 2007
Sudao (Darfur) RB; SAT; FC 4,8% Musa, 2004
Nigeria RB; SAT Estudo de caso Ocholi et al., 2004
Nigeria (Taraba) RB; SAT 16%; 6% Ardo e Abubakar, 2016
Nigeria (Borno e Yobe) RB; SAM 5,5% Sadiq et al., 2013a
Nigeria (Borno e Yobe) RB; SAM; cELISA 5%; 5%; 3% Sadiq et al., 2013b
Nigeria (Kaduna e Plateau) RB 14,70% Ehizibolo et al., 2011
Africa Teste sorolégico Soroprevaléncias Referéncias
Jordania RB; FC 0,27%; 0,22% Abo-Shebada, 2009
Ird (Masshad) RB; SAT 2,5% Tahamtan et al., 2010
Ird (Shiraz) RB; 2ME 0-10% Tahamtan et al., 2008
Paquistao (Faisalabad) RB; SAT 20,7%; 17,7% Wadood, et al., 2009
india SAT 3,5% Senetal., 1974
Oceania Teste sorolégico Soroprevaléncias Referéncias
Australia SAT; FC; RB Estudo de caso Carrigan e Cockram, 1987
Austrdlia (Queensland) RB; FC 3,4% Cook e Kingston, 1988

Legenda: 2ME: 2-Mercaptoetanol; EDTA: Soroaglutinacdo em tubo com EDTA; cELISA: Ensaio

competitivo imunossorvente ligado a enzima; FC: Fixacdo do complemento; RB: Rosa Bengala; RIV:

Rivanol; SAM: Soroaglutinacdo de microtitulo; SAP: Soroaglutinacdo em placa; SAT: Soroaglutinagcédo

em tubo;
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Existem divergéncias entre autores quanto a capacidade ou incapacidade de
transmissao de Brucella spp. a partir de um equino. De acordo com Acosta-Gonzalez
et al. (2006) e Moreno (2014) ndo existem evidéncias que sugerem que 0S equinos
sejam uma importante fonte de infeccdo para outros animais, de modo que estes
animais s&o considerados hospedeiros terminais ou “dead end” (Figura 3). Em
contrapartida alguns autores afirmam que, em animais sintomaticos, o contetdo do
exsudato presente nas lesGes é altamente rico em bactérias viaveis, e isso deve ser
encarado como um fator de contaminagéo ambiental para outras espécies domésticas
que coabitam com o equino, até mesmo para o homem (DENNY, 1973; RADOSTITS
et al., 2000; RIBEIRO et al., 2003).

Figura 3. Ciclo de transmisséo de Brucella spp. entre diferentes espécies de
mamiferos.
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Fonte: MORENO, 2014

3.8 Métodos de diagndstico
Animais infectados por Brucella spp. podem ser identificados utilizando-se de

meios diretos e/ou indiretos (NIELSEN et al., 1998). O exame bacteriolégico pode ser
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realizado a partir de material proveniente do leite, de swabs vaginais, de fetos
abortados, linfonodos mamarios, retrofaringeos e iliacos, abscessos presentes em
orgaos reprodutivos, baco, figado e, eventualmente, a partir de amostras de sangue.
As bactérias podem ser isoladas em meios convencionais como 0 agar-sangue ovino
(5%) desfibrinado, em condi¢des de microaerofilia, a 37° C, entre trés a cinco dias. O
meio Farrel € recomendado para materiais com suspeita de contaminacao por outros
microrganismos porque contém varios agentes antimicrobianos. As col6nias
normalmente sdo pequenas, translicidas, opacas, convexas, com bordos
arredondados, ap06s quatro a cinco dias de incubacéo (QUINN et al., 1994; LUCERO
et al., 2008).

Outra forma de diagnéstico direto € a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
gue pode identificar, com alta sensibilidade e especificidade, sequéncias de DNA de
Brucella spp. (NIELSEN et al., 1998). A PCR pode superar 0s métodos convencionais
de diagndstico por ser mais rapida, ter maior sensibilidade, alta especificidade e baixo
custo (MILLER et al., 1998; NEWBY et al., 2003; ELFAKI et al., 2005). Comparando
com outros métodos, a deteccdo de Brucella spp. pela PCR é mais sensivel do que a
cultura sanguinea e mais especifica do que os testes sorologicos (ZERVA et al., 2001).
Entretanto, este método de diagndstico pode apresentar desvantagens, relacionadas
a presenca de resultados falso positivos, relacionados a presenca de contaminantes
e a utilizacdo de um primers direcionados a regibes compartilhadas por outros
organismos. Ainda, o diagnostico molecular pode apresentar resultados falso
negativos, associados principalmente a presenca de agentes inibidores nas amostras
(como urina, sangue e escarro), e o0 alto custo, tanto de reagentes quanto de
equipamentos utilizados (FREDRICKS e RELMAN, 1999). No caso da Brucella spp.,
como a bacteremia é intermitente, comumente encontrada nas fases iniciais da
infeccdo, animais infectados podem apresentar resultados negativos na PCR, quando
realizada a partir de sangue total.

A caracterizacdo a nivel de género vem sendo realizada utilizando primers
direcionados a regides altamente conservadas, tais como Bcsp31 (BAILY etal., 1992),
16s-rRNA (ROMERO et al., 1995), proteinas externas de membrana (OMPSs) (BAILY
et al., 1992; GUARINO et al.,, 2000), regido intergénica e genes funcionais (DA
COSTA, 1996), e o gene ligado a sintese do eritritol (BRICKER e HALLING, 1994).
Devido a alta homologia observada no género Brucella, diversas técnicas tém sido

empregadas objetivando encontrar um polimorfismo do DNA, o que poderia permitir a
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identificacdo molecular das diferentes espécies e biovares de Brucella spp.
(ALLARDET-SERVENT et al., 1988). Verificou-se que 0s genes que codificam as
principais OMPs (omp25, omp31, omp2a e omp2b) séo ideais para este objetivo, visto
qgue apresentam polimorfismo suficiente para permitir a diferenciacao entre espécies
e biovares de Brucella spp. (FICHT et al., 1990; CLOECKAERT et al., 1995;
CLOECKAERT et al., 1996; FICHT et al., 1996; VIZCAINO et al., 1997; VIZCAINO et
al., 2000).

A dificuldade no isolamento de Brucella spp. associada a contaminagédo por
microrganismos oportunistas, bem como a inconsisténcia observada nos resultados
dos PCRs, tem dificultado os estudos epidemiolégicos. Frente a isso, tem sido
recomendado o uso de métodos indiretos, através da sorologia, a qual apresenta
simplicidade na execucédo, custo acessivel, boa sensibilidade e especificidade, e foi
desenvolvida com base na dindmica de formacdo de anticorpos em resposta a
infeccdo (ALTON et al., 1975; NIELSEN, 1995).

A producdo de imunoglobulinas em animais apés a infeccdo por espécies de
Brucella spp. caracteriza-se pelo aparecimento de quatro isotipos: IgM, 1gG, 1gG2 e
IgA (NIELSEN et al., 2004). Estas imunoglobulinas séo dirigidas, em sua grande
maioria, contra a cadeia de LPS. A resposta de IgM aparece poucos dias pos-infeccao,
tendo um rapido aumento, atinge o seu pico préximo a segunda semana e logo
declina, permanecendo em niveis detectaveis (NIELSEN et al., 2001). A resposta de
IgG segue um padrao parecido, porém com picos mais tardios que IgM (por volta da
4° semana), permanecendo detectavel por longos periodos (NIELSEN et al., 2004).
Ja a resposta de IgG2 e IgA surge em torno da 2° semana pos-infeccdo, apresenta
um pequeno aumento, mas permanece em niveis baixos, € como consequéncia,
oferece baixa sensibilidade (CARTER e CHENGAPPA, 1991).

Existe um numero consideravel de microrganismos que contém antigenos com
epitopos semelhantes aos do LPS encontrada em Brucella spp., e a principal resposta
humoral a estes antigenos ocorre através da producdo do IgM (CORBEL, 1985).
Baseado nestas observagdes e na grande especificidade de ligagcéo que a classe IgG
possui com os epitopos do género Brucella spp., pode-se dizer que este isotipo € o
mais importante no diagnostico soroldgico da brucelose (ALLAN et al., 1976; BUTLER
et al., 1986; LAMB et al., 1979; MACMILLAN et al., 1990; NIELSEN et al., 1984).

O primeiro relato de diagnostico sorolégico para Brucella spp. foi descrito por

Wright e Smith (1897), usando um simples teste de aglutinacdo em tubo (SAT). De la
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para cd, diversas modificacfes neste teste e varios outros testes foram surgindo afim
de aumentar a acuracia, como por exemplo os testes de aglutinacao rapida, testes de
precipitacéo, testes de fixacdo de complemento e testes de ligacdo primaria (NIELSEN
e YU, 2010). Mundialmente, diversos testes tém sido utilizados nos estudos da
soroprevaléncia da Brucella spp. em equideos, destacando-se o SAT e o0 Rosa
Bengala em Placa (RBPT) (GOZ et al., 2007; WADOOD et al., 2009; TAHAMTAN et
al., 2010; TEL et al., 2011; EHIZIBOLO et al., 2011; GHOBADI e SALEHI, 2013;
SADIQ et al., 2013). No Brasil, de acordo com Ribeiro et al. (2003), os testes mais
utilizados nas ultimas décadas para a deteccdo de anticorpos anti-Brucella em

equinos sao o SAT e o 2ME.

3.9 Consideracdes finais

Embora diversos estudos tenham confirmado a ocorréncia de Brucella spp. em
equideos de diferentes regides do mundo, os mesmos, ndo discutem a participacéo
destes animais nos ciclos de transmissao. Na regido do Pantanal, o conhecimento
acerca da brucelose equina se torna relevante visto que (i) essa espécie €
fundamental e determinante no transporte e no trabalho, e (ii) por compartilharem o
ambiente com diferentes espécies com comprovada relevancia epidemiolodgica,
como os biungulados domésticos e silvestres, e comprovadamente sdo hospedeiros
acidentais, equinos podem atuar como sentinelas da infec¢cdo por Brucella spp. na

regiao.

Os capitulos a seguir foram elaborados segundo as normas da seguinte revista

cientifica: Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical.
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ABSTRACT

Introduction: Unlike most of the hosts of Brucella spp., equines do not presents
reproductive failures, and therefore, do not have epidemiological role in the transmission. The
aim of the study was to detect Brucella spp. in equines of Brazilian Pantanal and evaluate the
role of these animals in the transmission cycle. Methods: Initially, whole blood and serum were
collected from 179 horses (categorized according to age and gender), and from positive animals
at serological and molecular tests, synovial fluid and splenic puncture samples were collected.
Sera were tested by Rose Bengal. Using the gene bcsp31, molecular test was made from blood,
and from synovial fluid and splenic puncture from positive animals in serological and molecular
assays. Microbiological diagnosis of positive animals on serological and molecular diagnosis
was performed from whole blood, synovial fluid and splenic puncture samples. In order to
compare the occurrence in the different groups, we apply statistical analysis using the Chi-
square and Yates correction tests. Results: The positivity in serological and molecular tests
were, respectively, 26.3% (40/152) and 1.7% (3/179). Molecular tests from synovial fluids and
splenic punctures were negative and there was no bacterial growth in none of the performed
cultures. The occurrence of antibodies against Brucella spp. differed statistically, mainly when
compared the young males (presented the highest occurrence) with other groups. Conclusions:
In spite of some authors considered horses as dead end, without epidemiological relevance, in
endemic areas, horses may play a role as sentinel hosts, indicating that Brucella spp. occur in
some species of wild and domestic biungulates.

Keywords: Brucella spp. Equines. Pantanal. Dead end. Sentinel host.
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INTRODUCTION

Brucellosis is a zoonosis of global distribution, caused by gram-negative, intracellular
facultative bacteria that can affect a wide range of domestic and wild animals. Economically, it
IS a major problem for cattle-producing countries, because it results in the discard of infected
animals, the fall in the food-animal-products trade and the prohibition of export. In addition, it
is one of the biggest public health problems, especially in developing countries, where the
prevalence rates exceed ten cases per 100,000 population, despite the underdiagnosed and
under-reported cases®.

Some researchers have reported the occurrence of Brucella spp. in equines, a specie
considered an accidental host for some autors, which unlike other species does not present the
reproductive disease, and, therefore, does not have an epidemiological role in the
transmission®. In these animals, Brucella spp. usually causes a chronic disease, and rarely
results in clinical signs, such as fistulous withers, a chronic inflammatory disease of the
supraspinatus bursa and associated tissues that include singular or multiple draining tracts or
diffuse swelling of the withers without drainage®®.

Despite the lack of knowledge about the source of infection and the mode of transmission
in equines, the cohabitation with cattle and domestic pigs is considered a risk factor, as far, the
only isolated species from equines are B. abortus and B. suis®®™. Horses would be infecting
through ingestion of water and food contaminated from vaginal discharges, abortion and
placental remnants of infected cows and swines®®©)0),

The reproductive disease in most of the infected animals occurs due to the large and
extensive replication of Brucella spp. in placenta, and this is related to the presence of a four-
carbon sugar (erythritol) which serves as growth-stimulatory factor and triggers the expression
of virulence traits of these bacteria®®. In mares, the absence or low production of erythritol
justifies the non-occurrence of reproductive injury, and explains, theoretically, the “dead end”
role®. However, some authors have described the isolation of Brucella spp. from joint tissues
and fistulous withers, which suggest that there is another source of contamination related to the
horses((12)(13)(14)

Few scientific studies have attempted to equine brucellosis in Brazil, most of them as
serological surveys»(ONA8AN0) There js no molecular diagnosis, and with exception of
Ribeiro®), no author has attempted to bacterial isolation. In this sense, the present work aims
to detect Brucella spp. in equines of the southern Pantanal, an endemic area for bovine

brucellosis@b@),



32

MATERIAL AND METHODS

Study area and sampling method

The collection of biological samples was carried out in a particular farm located at the
central region of Pantanal, Mato Grosso do Sul (Nhecolandia sub-region) (18° 59 '15' 'S, 56°
37' 03 ") during the second half of 2015. The sampling size was determined by a non-

probabilistic convenience method@?),

Collection of biological samples

Blood samples were obtained from 179 horses ranging from six months to ten years old,
born and raised on the property and classified in four different categories according to sex and
age: adult males (41), adult females (94), young males (24) and young females (20). All animals
had good body condition and had no suggestive clinical signs of brucellosis.

From each animal, through jugular veinpuncture, it was collected 5 ml of whole blood
and 5 ml of sera, conditioned in Ethylene Diamino Tetra Acetate anticoagulant (EDTA) tubes
and tubes without anticoagulant, respectively. From positive animals on serological and
molecular tests, synovial fluid was collected from radiocarpal joint®®, and splenic puncture
from the seventeenth intercostal space at the left antimer®®. To collect these biological samples,
sedation with detomidine hydrochloride (0.03 mg/kg) by intravenous route was required, and
at the site of each collection were previously performed trichotomy and asepsis with povidone-
iodine and ethanol. These collected materials were subject to DNA extraction through the
Phenol-chloroform®@® and subsequent molecular analysis, and to microbiological culture. All
these procedures were approved by the Ethics Committee for the Use of Animals from
Universidade Catolica Dom Bosco (UCDB), according to protocol no. 021/2015, with

permission of the owner.

Serological method

In order to estimate the exposure of horses to Brucella spp., the Rosa Bengal test was
performed using an inactivated suspension of Brucella abortus 1119-3 strain (Tecpar®), stained
in rose bengal dye, diluted at 8% in buffer solution and pH at 3.63. The technique was
performed according to World Health Organization @7
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Molecular method

In order to detect Brucella-DNA in the sampled horses, the Polymerase Chain Reaction
(PCR) was used as the molecular diagnostic method. Initially it was performed from whole
blood samples as a screening. The PCR was also performed from synovial fluid and splenic
puncture samples of animals that display positivity in whole blood PCR. The target gene used
was a 31-kDa Brucella cell surface protein (bcsp31), a screening method that identifies the
bacteria at the genus level and amplifies a 223 bp product®®®@®, and as positive control it was
used the genomic DNA of B. abortus strain 2308.

The PCR reaction was performed in a 30 pl reaction volume containing 0,8 pL of each
primer at 0,3 pM, 3 pL of 10X PCR reaction buffer, 1.5 uL of MgClI2 at 2,5 mM, 0.8 mM of
dNTPs at 0,2 mM, 1,5 U of Tag DNA polymerase (Invitrogen®), and 1L of template DNA at
100 ng/pL. Amplification program consisted of a denaturation step at 95°C for 3 min followed
by 35 cycles of 95°C for 30 s, 60°C for 30 s and 72°C for 1 min.

After the electrophoresis (one hour at 80/100 volts), PCR products (5 pl) were visualized
on 1.5% agarose gel. To measure the molecular weight of the fragments, the 1Kb plus molecular
mass marker of 100 to 12000 base pairs (Invitrogen ®) was used. The agarose gel was stained
by SYBR® Gold solution for 15 minutes. The bands were visualized under ultraviolet light in
transilluminator and photographed using a digital camera interconnected to the AlphaDigidoc
system (Gel Documentation & Image Analysis System - Alpha Innotech Corporation ®).

Microbiological method

In order to isolate Brucella spp. from the sampled horses, bacterial isolation was
performed from whole blood, splenic puncture and synovial fluid from positive animals at
molecular test. The biological material, soon after being collected, was seeded in Tryptic Soy
Broth (TSB) and plated in Tryptic Soy Agar (TSA) medium (SIGMA-ALDRICH ®), both
containing the selective supplement for Brucella spp. (FD0O05-5VL: Polymyxin B Sulphate
2,500 1U, Bacitracin 12,500 1U, Nystatin 50,000 IU, Cycloheximide 50.0 mg, Nalidixic Acid
2.5 mg, Vancomycin 10.0 mg) (HIMEDIA ®) and Amphotericin B at a dose of 0.025 mg / ml.
The plates were kept at 37°C in CO? atmosphere (10%) and inspected for 45 days.

Statistical analysis
The associations between the positivity in the different diagnostic tests and the different

groups of animals were analyzed using univariable analysis by the Chi-square test. In order to
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compare the groups to each other, a Yates correction test was performed. Both tests were
performed through the R software ®®%, assuming a confidence interval of 95%.

RESULTS

An overall occurrence of 26.3% (40/152) and 1.7% (3/179) was observed for serological
and molecular tests respectively. There were no amplifications in the PCRs made from synovial
fluids and splenic punctures. None of the seropositive animals were PCR-positive and vice-
versa. Because of loss of samples during procedures, only 152 serum samples were analyzed.

When animals were divided into categories, it was observed that there was a significant
difference between the occurrence of antibodies anti-Brucella in different groups (Table 1).
Regarding the molecular results of whole blood, the analysis also showed a significant

difference, but the software warned to an incorrect approximation of the Chi-square test.

Table 1: Occurrence of antibodies anti-Brucella and detection of DNA of Brucella spp.
in sampled horses born and bred at Brazilian Pantanal, categorized by groups according to age

and gender.

N° of positive animals (%0)

G
roups Rose bengal bcsp 31

Chi-square test ~ df p-value

Adult males 5/26 - 19,2% 2/41 - 4,9%

Adult females  19/82 —23,2% 1/94 -23,2% a*
° °  1105-150s0 3 Q043

Young males  11/24 —45.8% 0/24 - 0% 0,001773

Young females 5/20 - 25% 0/20 - 0%

Legend: (a) Serology; (b) Molecular; *: The software warned to an incorrect approximation of the Chi-square
test.

When we compared two groups to each other through Yates correction test, we found
significant differences in serological values of young males in relation to the other groups,
(Table 2).

Table 2: Statistical differences between antibodies anti-Brucella ocurrences in sampled

horses born and bred at Brazilian Pantanal, categorized by groups according to age and sex.

Groups Yates test df p-value
Adult females — Young males 6.76 0.009313
Young females — Young males 5.53 1 0.01862

Adult males — Young males 10.08 0.001497
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Regarding the microbiological diagnostic, after 45 days of incubation at 37°C with CO2
atmosphere (10%), there was no bacterial growth in none of the performed cultures.

DISCUSSION

The present study showed a high exposure rate of equines to Brucella spp. in Pantanal
(26.3%), if compared to other regions in Brazil*®(108) This results can be explained by their
cohabitation, not only with populations of domestic cattle and swines, but also with a variety
of wild mammal species, that have been reported as hosts of Brucella spp. in the studied
region®HE2E3) |n fact, due to the seasonal flooding of the plains, as well prolonged dry periods,
Pantanal offers conditions that favor the sharing of areas between livestock and sympatric
native wildlife®, resulting in an increase of intra and interspecific contact, favoring the
pathogen transmission®. In addition, flood periods in Pantanal often interfere in the sanitary
cattle management preventing the animals from being driven to the corral and correctly
vaccinated, consequently, some bovines may be acting as a source of infection. Thus, the
enzooty of Brucella spp. in Brazilian Pantanal, involving both livestock and wild animals,
becomes a major sanitary problem.

Probably, the higher occurrence of antibodies anti-Brucella observed in foals, compared
to adult animals, would be associated with a more vigorous and long-lasting immune response
in young animals, resulting from recent and successive exposures to abortion products (fetuses
and placental remnants) of the infected cattle and swines. Vertical transfer of immunoglobulins
related to passive immunity could also be influencing the high prevalence recorded in foals,
and, as the animals grow older, the serum concentrations of immunoglobulins decreases over
time®®),

The results of the serological test reported in the present study may be overestimated due
to application of a serological screening test, without a confirmatory test. Rose Bengal detects
antigens present in the lipopolysaccharide chain (LPS) of smooth brucellas. False-positive
reactions may occur because different microorganisms share the same OPS chain, like
Escherichia coli 0157:H7®", Pseudomonas maltophilia®®, Rhizobium leguminosarum®®,
Agrobacterium tumefaciens“?, Ochrobactrum antropi and Phyllobacterium sp.“Y“2  |n
addition to these organisms, cross-reactions are often related to Yersinia enterocolitica O:9,
which, although it is morphologically and biochemically different from Brucella spp., has a
chemically and serologically indistinguishable LPS chain®®. In this sense, serological tests that
detect components of the LPS chain lack specificity and are unable to distinguish cross reactions

from truly positive reactions, and are recommended only for the screening of animals in
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surveillance actions®P“, Despite the care that must be taken in the epidemiological
interpretation of our serological results, certainly sampled horses are exposed to Brucella spp.
in the studied area.

Regarding the molecular diagnosis, the target used in the present study, correspondent to
the gene encoding a 31-kDa surface protein (bcsp 31) of the genus Brucella, has been used as
molecular marker since the end of the 80’s decade®®@, showing high values of sensitivity and
specificity®®“#148) - Alternatively, some authors use the ribosomal gene (16S) as a molecular
marker®?®%, However, Brucella spp. shows genetic similarity with some members of de
Brucellaceae family®Y, mainly with Ochrobactrum spp.#?®2) so that cross reaction can
0ccur®GAGH - Although occasionally Ochrobactrum spp. may be related to some pathologies
in humans®>©867) | these bacteria are free-living saprophytes with low virulence, do not
replicate within eukaryotic cells®?, and there are no reports of the occurrence in horses. Even
though the results of the molecular test presented here are related to animals known to be
infected, in the case of epidemiological approaches, as horses develops chronic infections with
short periods of bacteremias, results of molecular tests from whole blood samples of naturally
infected horses may be underestimated.

Indeed, the success of Brucella spp. isolation from whole blood samples is extremely
variable; positive blood cultures occur in 10 to 70% of suspected cases®®, and the lower rates
of positive blood culture are related to chronic infections, while the higher rates are found in
acute infections during the short periods of bacteremia®®. In fact, bacteremia of Brucella spp.
is an early event, followed by macrophage invasion and intracellular replication with short and
intermittently bacteremia period, and as chronicity is established, bacteremia disappears®.
Since equines tend to develop a chronic subclinical infection®, negative blood culture and PCR
results from whole blood are expected.

As Brucella spp. replicates in mononuclear phagocyte system cells and presents articular
tissue tropism®?), it is expected that positive animals at diagnostic tests present positive bacterial
culture from joints and macrophage-rich tissues, such as spleen and lymph nodes. As Brucella
spp. has the capacity to spread to different systems®?, the choice of the best material to be
collected for molecular diagnosis and bacterial isolation is a challenge, especially in horses
whose pathogenesis of infection is little known.

In natural infections, we hope to find non-agreement between some PCR and serology
results®®. In fact, the amount of detectable 1gG in the serological tests is expected to occur from
day 14 post infection. In this sense, during acute phase, characterized by bacteremias and

absence of detectable 1gG, it is expected positivity in the PCR and negativity in the serology.
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On the other hand, with the absence of bacteria in bloodstream of infected animals during
chronic phase, characteristics of infections by Brucella spp., we can expect negativity in the
PCR and positivity in the serology.

In general, domestic and wild ungulates infected by Brucella spp. develop reproductive
symptoms and eliminate bacteria through abortions and placental remnants®¥®68) ynlike,
equines do not present reproductive disease and, therefore, would not be important as a source
of infection, as described by Moreno ®. However, infected horses eventually presents intense
inflammation of the supraspinous bursa with subsequent abscessation and release of secretion
containing the great amount of bacteria®. Several authors have described the isolation of
Brucella spp. from fistulous withers, and this must be taken into account as factor of
environmental contamination®3)©ED6E7),

It is known that unusual host species may act as sentinels of some bacterial and protozoa
infections in endemic areas. Higher seroprevalences of Rickettsia ricketsii (Spotted fever agent)
in horses indicate that it may act as a sentinel for infection to humans®®. Equines are also used
as sentinels for Leishmania brasiliensis in endemic areas for teqgumentary leishmaniasis©®(%,
In addition, in the epidemiology of Chagas disease, the detection of seropositive dogs for
Trypanosoma cruzi alerts for the risk to infection in humans"Y2, In this sense, equines can
play a role of sentinel hosts for Brucella spp., mainly in endemic regions as the Brazilian
Pantanal.

CONCLUSION

According to our results, in southern Pantanal, horses are exposed and can be infected by
Brucella spp. Because we did not identify any symptomatic animal and did not isolated Brucella
spp. from positive horses, we agree with other authors, that horses do not present
epidemiological importance. However, in some circunstances, horses are able to act as sentinels

of the infection.
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ABSTRACT

Brucellosis is a worldwide disease known to infect a wide range of mammal species,
causing economic losses in cattle production and a debilitating disease in humans. The aim of
this review was to compile information about the occurrence of Brucella spp. in wild and
domestic mammals from Brazilian Pantanal, as well as discuss the importance of the infected
animal species in the enzootic scenario. For this, it was made a search in different scientific
bases: Pubmed, SciELO, Web of Science and Scholar Google. This data survey revealed the
occurrence of Brucella spp. in six wild hosts: feral pig (Sus scrofa), white-lipped peccary
(Tayassu peccary), collared peccary (T. tajacu), pampas deer (Ozotoceros bezoarticus), crab-
eating fox (Cerdocyon thous) and coati (Nasua nasua); and in two domestic hosts: bovines and
dogs. The feral pigs seems to assume great importance in the enzootia of Brucella spp. in the
region due to their large populations, sharing of habitats with cattle, acting as a hunting species
and eating habits associated with necrophagy. Due to the constant cohabitation between diferent
hosts species in the Pantanal region, it is difficult to determine the transmission routes of
Brucella spp., if from domestic to wild species or vice-versa. This situation results in a threat
for conservation of sympatric wildlife and livestock. We conclude that the holistic approach is
necessary to understand this enzootic situation. Moreover, the management of brucellosis at the
wildlife—livestock interface in endemic areas with abundant livestock and wildlife populations,
as a case of Brazilan Pantanal, is in essence much more difficult from mitigating transmission
of a given Brucella species within its preferential host species, in exclusive areas of cattle
raising for example.

Keywords: Brucella. Pantanal. Wild hosts. Cohabitation
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INTRODUCTION

Brucellosis is an infectious disease caused by bacteria of the genus Brucella. In spite of
their importance in the public health, this disease is the cause of significant economic losses in
livestock production due to reproductive disorders. The Brucella genus belongs to the
Alphaproteobacteria class and Brucelaceae family, and comprises eleven different species: B.
abortus (bovine brucellosis); B. suis (responsible for swine brucellosis); B. ovis (brucellosis in
sheep); B. melitensis (the main etiological agent of brucellosis in humans and small ruminants);
B. ceti and B. pinnipedialis (isolated from marine mammals); B. microti and B. neotomae
(isolated from wild rodents); B. canis (canine brucellosis agent); B. inopinata (isolated from a
mammary implant) and B. papionis (isolated from baboons)P@®®_There is no host specificity
and almost all Brucella species seems to have a strong host preference, evidenced by their
ability to maintain transmission and infection in populations of specific animal species®.

Different Brucella species has been isolated from a wide variety of wild mammals,
including the American bison (Bison bison); the muskox (Ovibos moschatus); the red deer
(Cervus elaphus canadenses); the moose (Alces alces); the reindeer (Rangifer tarandus
tarandus); the barren-ground caribou (Rangifer tarandus groenlandicus); the white-tailed deer
(Odocoileus virginianus); the European roe deer (Capreolus capreolus); the chamois
(Rupicapra rupicapra); the African buffalo (Syncerus caffer); the impala (Aepyceros
melampus); the waterbuck (Kobus elipsiprymnus); the red fox (Vulpes vulpes); the pampas fox
(Lycalopex gymnocercus); the South-American gray fox (Lycalopex griséus); the racoon
(Procyon lotor); the Virginia opossum (Didelphis virginiana); the European hare (Lepus
europaeus); the wild boar (Sus scrofa); and the capybara (Hydrochoerus hydrochaeris) @),

Anthropogenic actions such as hunting, environmental contamination and exploration of
natural resources interfere with the transmission cycles and infection rates of Brucella spp. in
their different species of hosts. Mainly, habitat reduction promotes increase in density of
wildlife in the remaining areas, causing stress, malnutrition, and immunosuppression,
consequently, favoring the transmission among infected and non-infected animals.

The ability to infect a wide range of mammalian hosts makes Brucella spp. a major
problem in areas shared by wildlife and livestock. In these areas, the introduction of cattle
favored the transmission of pathogens to the native fauna (spill over); posteriorly the wild
animals became a source of infection for production animals (spill back)®. This is the case, for
example, of the historical transmission cycle of Brucella spp. among the cattle, deer and bison
populations that inhabit Yellowstone Park in the United States and guarantee the maintenance

of this pathogen in this region®. Similarly, this multi-host infectious agent find in the Brazilian
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Pantanal excellent conditions for its replication and perpetuation, as the extensive livestock
activity that promotes overlap between livestock and wildlife with sharing of resources?.
Moreover, the alternation of flood and dry periods increase the contact between potential
hosts™Y. In this scenario, although several countries have implemented programs to control and
eradicate brucellosis, the presence of wild reservoirs hosts contributes to the perpetuation of the
enzootiology”. The present study aims to compile information about the occurrence of
Brucella spp. in Brazilian Pantanal and to evaluate the epidemiological status of the host

species.

OVERVIEW ON BRUCELLA spp. IN BRAZILIAN PANTANAL

To date, 13 studies, including published articles, dissertations, theses, graduation works
and conference papers brings information about the occurrence of Brucella spp. in Brazilian
Pantanal. This occurrence was detected by serological and molecular tests in different host

species, with different prevalence values (Table 1 and Table 2).

Table 1: Serological diagnostic of Brucella spp. in different mammal species in Brazilain

Pantanal, Mato Grosso do Sul.

Hosts Methods Seroprevalence References
RB/2ME 27.3% / 19% Zimmermann (2012)12)
RB 12.6% Chate et al. (2009)*®
_ RB/2ME 1.4% Pellegrin et a. (2006)™¥
Bovine RB/ACL 10.8% Tocantins et al. (2000)*®
RB/2ME 8.9% Filho (2013)1®)
RB/2ME 7.9% Negreiros et al. (2009)%"
RB/2ME 11% Furtado et al. (2015)8)
Feral pig (Sus scrofa) RB 16.6% Custodio (2013)%9
. RB/2ME 10.17%/ 3.4% | Schabib Péres (2010)?%
Pampas deer (Ozotoceros bezoarticus) -
RB/2ME 10.17% / 3.4% Zimmermann (2012)2
RB/IDGA 10.2% / 6.8% Oliveira 2015@V
Dog RB/2ME 9.1% Furtado et al. (2015)1®
Crab-eating fox (Cerdocyon thous) RB/FPA 13.2% Dorneles et al. (2014a)#?
Coati (Nasua nasua) RB/FPA 8.8% Dorneles et al. (2014a)??

Legend: RB: Rose Bengal; FPA: Fluorescence Polarization Assay; 2ME: 2-Mercaptoetanol; SLA: Smooth Layer
Antigen; AGID: Agar Gel Immunodiffusion.
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Table 2: Different target genes used in molecular assays for Brucella spp. Detection from whole

blood samples of different mammal species from Brazilian Pantanal, Mato Grosso do Sul.

Hosts Target genes | Prevalence | References

Bovine bcsp3l 15.1% Zimmermann (2012)¢?
I1S711 66.6%

Feral pig (Sus scrofa) omp31 86.6% Custodio (2013)%9)

White-lipped peccary and Collared

peccary

T. peccari e T. tajacu IS711 22.6% Real (2009)@®

Pampas deer VirB5 20.4% Elisei et al. (2010)@%

O70t0ceros bezoarticus 1S711 11% Sc_habib Péres (2010)@9)
bcsp3l 5.1% Zimmerman (2012)¢?
omp31 10.7% o 1)

Dog bospal 13.4% Oliveira (2015)

Legend: bcsp3l: “Brucella cell surface protein of 31 k-Da; IS711: Insertion region on the
genome; omp31: “Outer membrane protein”; VirB5:

Probably Brucella spp. was introduced in the Pantanal region together with cattle and
domestic swine, by the settlers in the late XVIII century. The presence of microorganisms,
originally associated with domestic animals in wild animals mainly occurs due to a
phenomenon known as "spill over", dispersion of parasites from introduced domestic animals
to local wildlife. After establishment of a pathogen in new autochthonous host-species, these
populations become a source of infection to production animals (“spill-back”)®@9(8)  This
phenomenon is highly favored by the seasonal climatic alternation present in Pantanal region,
since in the dry period the animals concentrate in a few places where water is available, while
in the flood period the animals remain in non-floodable areas. As the transmission of Brucella
spp. is density-dependent, both situations contribute significantly to the infection of susceptible
animals@?,

The occurrence of Brucella spp. in Pantanal was reported, until now, in six wild mammals
species (feral pig, white-lipped peccary, collared peccary, pampas deer, coati and crab-eating
fox) and in two species of domestic animals (bovine and dog), and, respecting the competences
of each host species, it can be predict that Brucella spp. has its permanence guaranteed in the
environment of Pantanal. However, the role and importance of each mammalian specie in the
dispersion and maintenance of a microorganism can be extremely variable®®. In addition,
different individuals may have different competence in maintenance and transmission,
depending on circumstantial factors related to individual health status, concomitant infections,

physical condition and/or stress caused by unfavorable environmental conditions®®@9_ In this
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way, different host-species responsible for maintaining a pathogen in natural environment, on
a single space-time scale, composes a reservoir system@JGb,

Within this context, the populations of bovine, feral pigs and pampas deer are of great
importance as host-maintainers of Brucella spp. enzooty in Pantanal, since (i) they have a large
population density®?G?; (ii) eliminate Brucella spp. through liquid and placental remnants
from abortion®9G%); (iii) have high serologic and molecular prevalences?¥®2(9): (jv) share the
same habitats for foraging and shelter®2@3),

Due to the large populations and their general food habits®3¢®), feral pigs acquire an
important role as an amplifier host of Brucella spp. in the Pantanal ecosystem. In fact, feral pigs
would becoming infected, besides the foraging in an infected grass and water, through the
predation of small animals and the consumption of animal carcasses, including dead cattle and
newborn calves®”. All those scenarios reflect the high serological and molecular prevalence of
Brucella spp. in this alien host species?.

The high seroprevalence of Brucella spp. recorded in coatis and crab-eating foxes is
certainly influenced by infected sympatric cattle and wild ungulates that eliminate the bacteria
in the environment. Coatis and crab-eating foxes are extremely generalist concern their diet,
including fetuses aborted by other species of animals®®?2), In addition, these two species can
use the grasslands to forage, and in the case of coatis, the lagoon borders®®, humid places with
excellent conditions for the survival of Brucella spp.“%. Although the pathogenesis of Brucella
spp. in species of wild carnivores is poorly described, the infection registered in meso-
carnivores in Pantanal can represent a danger to the conservation of free-living populations.
Moreover, predation is a confirmed route of transmission for carnivores)“2),

Domestic dogs are commonly used in Pantanal farms, dealing with cattle and in
subsistence hunting, often traveling long distances between different properties. Although it is
the natural host of B. canis, dog can be infected by B. suis, B. melitensis, and B. abortus®®. It
has been reported the environmental contamination by dogs infected with Brucella spp. through
urine, in addition to abortions*Y“®_ As these animals are often fed with raw bovine and feral
pigs meat, higher molecular and serological prevalences are expected®. Indeed, several studies
report the occurrence of Brucella spp. in farm dogs, highlighting the importance of this host in

the maintenance and dissemination of this pathogen“8)“?,

CONCLUSION
As wild mammals and livestock cohabit in the Pantanal floodplain, it is difficult to

determine which are the transmission routes of Brucella spp., if from livestock to wild hosts or
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vice versa. In this sense, control and eradication strategies directed only to livestock would not
be effective. Therefore, there is a need for a holistic approach (One Health), observing the

involving of both animal, environmental and human health.
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e o Ultimo autor podem assinar pelos outros co-autores, mediante procuracdo. ¢) Os autores
devem incluir na Cover Letter uma declaracdo de ciéncia de que o0 manuscrito, apds submetido,
ndo podera ter a ordem, nem o numero de autores alterados, sem justificativa e/ou informacéo
a Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical. d) Devem declarar que concordam,
caso 0 manuscrito seja aceito para publicacdo, transferir todos os direitos autorais para a Revista
da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical.

Contribuicéo dos autores: Os autores devem incluir, em documento separado, uma declaracao
de responsabilidade especificando a contribuicéo, de cada um, no estudo.

Edicao da Pré-Submissdo: todos os manuscritos submetidos a Revista da Sociedade Brasileira
de Medicina Tropical devem ser em inglés. E altamente recomendavel que os autores utilizem
o0s servicos de uma empresa profissional de edi¢do e/ou traducdo. A revisdo/edigdo da lingua
inglesa ndo garante que 0 manuscrito sera aceito para publicacéo.

Formatacéo do manuscrito

O manuscrito deve ser preparado usando software padréo de processamento de textos e deve
ser impresso (fonte Times New Roman tamanho 12) com espaco duplo em todo o texto,
titulo/legendas para as figuras, e referéncias, margens com pelos menos 3cm. O manuscrito
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deve ser dividido nas seguintes secdes: Cartdo de Apresentacdo (enderecada ao Editor-Chefe),
Pagina de Titulo, Titulo, Resumo, palavras-chaves, Texto do Manuscrito, Agradecimentos,
Suporte Financeiro, Declaracdo de Conflito de Interesses, Lista de Referéncias, Titulo das
Figuras/Legendas. A Carta de Apresentacdo, Pagina de Titulo, Agradecimentos e Suporte
Financeiro devem ser incluidos em documentos separados (estes dois Gltimos podem ser
incluidos junto com a Pagina de Titulo). Abrevia¢des devem ser usadas com moderagao.

Pagina de Titulo: deve incluir o nome dos autores na ordem direta e sem abreviacdes, afiliacoes
institucionais (Departamento, Instituicdo, Cidade, Estado e Pais de cada autor). O endereco
completo do autor para correspondéncia deve ser especificado, incluindo telefone, fax e e-mail.
Na péagina de titulo também podem ser incluidos agradecimentos e suporte financeiro. A
quantidade de autores por manuscrito é limitada a oito, exceto para estudos multicéntricos.

Indicacdo de potenciais revisores: Os autores sdo convidados a fornecer 0s nomes e
informacdes de contato (e-mail e telefone) por trés potenciais revisores imparciais. Favor
informar revisores de regido e instituicdo diferente dos autores.

Titulo: deve ser conciso, claro e o mais informativo possivel, ndo deve conter abreviacoes e
nédo deve exceder a 200 caracteres, incluindo espacos.

Titulo Corrente: com no maximo 50 caracteres.

Resumo Estruturado: deve condensar os resultados obtidos e as principais conclus@es de tal
forma que um leitor, ndo familiarizado com o assunto tratado no texto, consiga entender as
implicacdes do artigo. O resumo ndo deve exceder 250 palavras (100 palavras no caso de
comunicagOes breves) e abreviagdes devem ser evitadas. Deve ser subdivido em: Introdugao,
Métodos, Resultados e Conclusoes.

Palavras-chaves: 3 a 6 palavras devem ser listados em Inglés, imediatamente abaixo do resumo
estruturado.

Introducdo: deve ser curta e destacar os propositos para o qual o estudo foi realizado. Apenas
quando necessario citar estudos anteriores de relevancia.

Métodos: devem ser suficientemente detalhados para que os leitores e revisores possam
compreender precisamente o que foi feito e permitir que seja repetido por outros. Técnicas-
padrdes precisam apenas ser citadas.

Etica: em caso de experimentos em seres humanos, indicar se os procedimentos realizados
estdo em acordo com os padrbes éticos do comité de experimentagdo humana responsavel
(institucional, regional ou nacional) e com a Declaracdo de Helsinki de 1964, revisada em 1975,
1983, 1989, 1996 e 2000. Quando do relato de experimentos em animais, indicar se seguiu um
guia do conselho nacional de pesquisa, ou qualquer lei sobre o cuidado e uso de animais em
laboratdrio foram seguidas e 0 nimero de aprovacédo deve ser enviado a Revista.

Ensaios Clinicos: No caso de Ensaios Clinicos, 0 manuscrito deve ser acompanhado pelo
namero e érgdo de registro do ensaio clinico (Plataforma REBEC). Estes requisitos estdo de
acordo com a BIREME/OPAS/OMS e o Comité Internacional dos Editores de Revistas
Médicas (http://www.icmje.org) e do Workshop ICTPR.
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Resultados: devem ser um relato conciso e impessoal da nova informacdo. Evitar repetir no
texto os dados apresentados em tabelas e ilustragdes.

Discussdo: deve relacionar-se diretamente com o estudo que esta sendo relatado. N&o incluir
uma revisao geral sobre o assunto, evitando que se torne excessivamente longa.

Agradecimentos: devem ser curtos, concisos e restritos aqueles realmente necessarios, €, no
caso de orgaos de fomento ndo usar siglas.

Conflito de Interesse: todos os autores devem revelar qualquer tipo de conflito de interesse
existente durante o desenvolvimento do estudo.

Suporte Financeiro: informar todos os tipos de fomento recebidos de agéncias de fomento ou
demais 6rgdos ou instituicdes financiadoras da pesquisa.

Referéncias: devem ser numeradas consecutivamente, na medida em que aparecem no texto.
Listar todos os autores quando houver até seis. Para sete ou mais, listar 0s seis primeiros,
seguido por “et al”. Digitar a lista de referéncias com espagamento duplo em folha separada e
no final do manuscrito. Referéncias de comunicacdes pessoais, dados ndo publicados ou
manuscritos “em prepara¢ao” ou “submetidos para publicacdo” ndo devem constar da lista de
referéncia. Se essenciais, podem ser incorporados em local apropriado no texto, entre parénteses
da seguinte forma: (AB Figueiredo: Comunicacdo Pessoal, 1980); (CD Dias, EF Oliveira: dados
ndo publicados). CitacGes no texto devem ser feitas pelo respectivo nimero das referéncias,
acima da palavra correspondente, em ordem numérica crescente, separadas por parénteses, sem
virgula. [Ex.: Mundo® @ @): \/jda@0) (42) (44) (45) (46) (47) (48) (49) (50)] ~ As referéncias no fim do
manuscrito devem estar de acordo com o sistema de requisitos uniformes utilizado para

manuscritos enviados para periddicos biomédicos
(Consulte: http://www.nlm.nih.gov/citingmedicine). Os titulos dos periddicos devem ser
abreviados de acordo com 0 estilo usado no Index

Medicus (Consulte: http://ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=journals&TabCmd=limits).

Alguns exemplos de referéncias:

1. Citacdo de Artigos em Geral: autores, titulo do artigo na lingua original em que foi
publicado, nome do periédico, ano, volume, péginas inicial e final completas.
Russell FD, Coppell AL, Davenport AP. In vitro enzymatic processing of radiolabelled big ET-
1 in human kidney as a food ingredient. Biochem Pharmacol 1998; 55:697-701.

2. Capitulo de livro: autores do capitulo, titulo do capitulo, editores, nome do Livro,
edicao, cidade, editora, ano e pagina.
Porter RJ, Meldrum BS. Antiepileptic drugs. In: Katzung BG, editor. Basic and clinical
pharmacology. 6™ ed. Norwalk (CN): Appeleton and Lange; 1995. p. 361-380.

3. Livro: autores do livro, nome do livro, edicdo, cidade, editora e ano.
Blenkinsopp A, Paxton P. Symptoms in the pharmacy: a guide to the management of common
iliness. 3" ed. Oxford: Blackwell Science; 1998.

4. Dissertacdo/Tese: Autor, Titulo, Tipo (Dissertacdo ou Tese), Lugar da Publicacéo,
Nome da Instituicao, Ano, Total de paginas.
Cosendey MAE. Analise da implantacdo do programa farmacia basica: um estudo multicéntrico
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em cinco estados do Brasil. [Doctor’s Thesis]. [Rio de Janeiro]: Escola Nacional de Saude
Publica. Fundagdo Oswaldo Cruz; 2000. 358 p.

Figuras: devem ser submetidas, em arquivos separados, nomeados apenas com o humero das
figuras (exemplo: Figura 1; Figura 2). Todas as figuras devem ter numeracédo arabica, citadas
no texto, consecutivamente. Titulo e Legendas: devem ser digitadas com espacamento duplo
no final do manuscrito. Dimensdes: As dimens6es das figuras ndo devem ultrapassar o limite
de 18cm de largura por 23cm de altura. Veja abaixo a correta configuracdo para cada formato
de figura:

» Fotografias: devem ser obrigatoriamente submetidas em alta resolucéo no formato Tiff.
Certifique-se que a mesma foi capturada na resolucdo minima de 600 DPI,
preferencialmente entre 900-1200dpi, preparadas utilizando programa de Editoracédo de
Imagens (Adobe Photoshop, Corel Photo Paint, etc).

o Griéficos:criados usando Microsoft Excel, devem ser salvos com a extensdo original
(.xIs).

e Mapas e llustracgdes:devem ser vetorizadas (desenhados) profissionalmente utilizando
os softwares Corel Draw ou Illustrator em alta resolucéo.

o Imagens:produzidas em software estatistico devem ser convertidas para o
formato Excel ou se o programa permitir, em formato PDF.

llustracdes Coloridas: devem ser aprovadas pelos editores e as despesas extras para confeccao
de fotolitos coloridos serdo de responsabilidade dos autores.

Tabelas: devem ser digitadas com espacamento simples, com titulo curto e descritivo (acima
da tabela) e submetidas em arquivos separados. Legendas para cada tabela devem aparecer no
rodapé da mesma pagina que a tabela. Todas as tabelas devem ter numeracéo arabica, citadas
no texto, consecutivamente. Tabelas ndo devem ter linhas verticais, e linhas horizontais devem
ser limitadas ao minimo. Tabelas devem ter no maximo 18cm de largura por 23cm de altura,
fonte Times New Roman, tamanho 9.

Processo de Envio: os artigos submetidos a Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical deverdo utilizar apenas a via eletronica. Todos 0s manuscritos deverao ser enviados
via internet para http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-scielo, seguindo as instru¢ées no
topo de cada tela. O processo de revisao pelos pares também sera totalmente pela via eletronica.

Sobre Reenvio e Revisdes: a revista diferencia entre: a) manuscritos que foram rejeitados e b)
manuscritos que serdo re-avaliados apés a realizagdo das correcbes que foram solicitadas aos
autores.

Reenvio: caso o autor receba uma carta informando que seu trabalho foi rejeitado e queira que
os editores reconsiderem tal decisdo, o autor podera re-envia-lo. Neste caso sera gerado um
Novo nUmero para 0 manuscrito.

Revisdo: caso seja necessario refazer seu manuscrito com base nas recomendacdes e sugestdes
dos revisores, ao devolvé-lo, para uma segunda analise, por favor, encaminhe o manuscrito
revisado e informe 0 mesmo nimero do manuscrito.

Apos a Aceitagdo: Uma vez aceito para publicacdo, o processo de publicacdo inclui os passos
abaixo:
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a) Formulario de concessdo de direitos autorais, fornecido pela secretaria da revista, deve
retornar para a revista assinado pelos autores.
b) Provas: serdo enviadas ao autor responsavel, mencionado no endereco para correspondéncia,
no formato PDF, para que o texto seja cuidadosamente conferido. Nesta etapa do processo de
edicdo, ndo serdo permitidas mudancas na estrutura do manuscrito. Apos 0s autores receberem
as provas, deverdo devolvé-las corrigidas, dentro de dois quatro dias.
c) Os artigos aceitos compordo 0s numeros impressos obedecendo ao cronograma em que foram
submetidos, revisados e aceitos.
d) Os artigos aceitos remanescentes a cada ndmero da revista serdo
disponibilizados online enquanto aguardam a prioridade para publicagdo na versdo impressa.

Re-impressdes: a Revista fornece ao autor, gratuitamente, excertos do artigo em formato PDF,
via e-mail.

Custos de Publicacao: Nao havera custos de publicacéo.

A tradugdo de todo manuscrito deve ser realizada antes da submissdo do mesmo. A contratagao
e 0 pagamento dos servigos de traducdo sdo de responsabilidade dos autores. A Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical ndo fornece qualquer tipo de servigo de tradugao.
Custos de publicacdo de imagens coloridas sdo de responsabilidade dos autores.



