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EPIGRAFE

Todo guerreiro ja ficou com medo de entrar em combate.
Todo guerreiro ja perdeu a fé no futuro.
Todo guerreiro ja trilhou um caminho que nao era dele.

Todo guerreiro j& sofreu por bobagens.

Todo guerreiro ja achou que ndo era guerreiro.

Todo guerreiro ja falhou em suas obrigacdes.

Todo guerreiro ja disse "SIM" quando queria dizer "NAO".
Todo guerreiro ja feriu alguém que amava.
Por isso ¢ um guerreiro; porque passou por estes desafios, e ndo perdeu a esperanga de ser melhor

do que era. (Paulo Coelho)
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RESUMO

A brucelose ¢ uma doenca infectocontagiosa, ocasionada por bactérias, gram-negativas, do
género Brucella responsaveis por ocasionar perdas produtivas nos animais domésticos e
seres humanos, além de grande morbidade. Com a execugao do presente trabalho, objetivou-
se estudar a brucelose humana, sua correlacio com doengas articulares, bem como
identificar os principais fatores de risco associados a brucelose no Brasil, tendo como base
um banco de dados do Ministério da Saude, via sistema eletronico do Servico de Informacao
ao Cidadao (e-SIC). Para tanto, foram adquiridas 38 amostras de soro e sangue de um banco
de amostras biologicas, provenientes de pacientes atendidos no centro de reumatologia em
Campo Grande-MS. Essas amostras foram submetidas a técnica soroldgica do antigeno
tamponado acidificado em placa (PABA) e a técnica molecular de reagdo em cadeia da
polimerase (PCR). Das 38 amostras de soro submetidas ao PABA, 65,78% (25/38) foram
positivas, sendo 44,73% (17/38) desses provenientes de individuos do sexo feminino e 21,05%
(08/38) do masculino. Na PCR 55,26% (21/38) das amostras de sangue testadas foram positivas,
sendo que 36,84% (14/38) provieram de individuos do sexo feminino e 18,42% (7/38) do
masculino. Os produtos de PCR foram clonados, sequenciados, e apresentaram 100% de
identidade para o género Brucella. Em relagdo aos fatores de risco associados a brucelose, foi
possivel avaliar que 28,94% (11/38) residem em area rural, e 18,42% (7/38) exercem fungdo em
area rural e os dois grupos somados, representaram 47,36% do total (18/38); tais individuos
apresentaram também convivio com animais. A analise dos fatores de risco a brucelose, realizada
com base no banco de dados do Ministério da Saude (coletados de 2012 a 2017) via sistema
eletronico do Servico de Informacao ao Cidadao (e-SIC) indicaram que, individuos que habitam
area urbana apresentaram maior prevaléncia da doenca (33,71%) em detrimento dos que vivem
em area rural (28,29%) (p = 0,007), fato que pode estar relacionado a ocupacao laboral em que
aqueles que exercem atividade de risco a infec¢do apresentaram maior prevaléncia (94,5%) da
doenca quando comparados com trabalhadores que ndo exercem atividade de risco (82, 15%) (p
< 0,001), muitos individuos trabalham em areas rurais exercendo atividade de risco onde se
infectam, porém residem nas cidades. Aparentemente a atividade laboral representa o maior fator
de risco a infeccao por Brucella, pois os dados demonstraram também que jovens e adultos sdo
as faixas etarias de maior prevaléncia de brucelose (35-36% de prevaléncia vs. 8-26% em
criangas, adolescentes e idosos; p < 0,001) por ser a época de ativa de trabalho, as regides do
pais onde as atividades ligadas a pecuaria s3o mais intensas apresentam maiores indices da
doenga (Centro Oeste com prevaléncia de 77,1% vs. 23,5-44,5% nas outras regides; p < 0,001)
e o sexo masculino ¢ mais infectados que o sexo feminino (prevaléncia de 34,81% e 23,86%,
respectivamente; p < 0,001) devido ao fato que maioria dos trabalhadores nesses setores sdo do
sexo masculino. Com a realizacao desse trabalho foi possivel constatar a presenca de anticorpos
e DNA de Brucella nas amostras biologicas estudadas e com as andlises dos dados e-SIC, que
ha necessidade de maiores estudos sobre a epidemiologia ¢ os impactos da prevaléncia da
brucelose humana no Brasil, principalmente porque a doenga causa grande impacto na qualidade
de vida do individuo e, atualmente muitas informacdes sao lacunares, sobretudo o acesso da
populacdo as mesmas.

PALAVRAS-CHAVE: Saude Publica, Diagnostico Molecular, Doencgas Articulares.



ABSTRACT

Brucelosis is an infectious disease caused by gram-negative bacteria from the genus
Brucella, which are responsible for causing productive losses in domestic animals and great
morbidity in humans. The aim of the present study was to study human brucellosis, its
relations with joint diseases, as well as identify the main risk factors associated with
brucellosis prevalence based on a dataset of the ‘Ministério da Saude do Brasil’, obtained
from the ‘Servigo de Informacdo ao Cidadao (e-SIC). Thirty eight samples of serum and
blood were acquired from a biological sample bank of patients attended in the center of
rheumatology in Campo Grande. These samples were submitted to the serological essay of
the plate buffered acidified antigen (PABA) and the molecular essay of the polymerase
chain reaction (PCR). Of the 38 serum samples, 65.78% (25/38) were positive according to
the PABA essay, 44.73% (17/38) of which from females and e 21,05% (08/38) males. The PCR
indicated 55.26% of positivity, of which 36.84% (14/38) from females and 18.42% (7/38) from
males. PCR products were clonned and sequenced, showing 100% of identity with the genus
Brucella. Regarding the risk factors related to brucelosis infection, 28.94% (11/38) of the
individuals live in rural areas and 18.42% (7/38) exercises some activity in rural areas, both
groups representing 47,36% from the total (18/38); these individuals live together with animals
as well. The risk factors linked to brucelosis analysis, performed based on the dataset obatained
from the ‘Ministério da Satude’ (coletados de 2012 a 2017), in the electronic system ‘Servigo de
Informagdo ao Cidadao’ (e-SIC) indicated that, individuals inhabiting urban areas showed higher
prevalences of the disease (33.71%), when compared with those living in rural areas (28.29%)
(p = 0.007). This fact may be related to job activities of such individuals, because those that
exercise some activity representing risk from brucelosis infection showed higher prevalence
(94,5%) than those that do not (82, 15%) (p < 0,001). Much of sampling individuals work in
rural areas where, most likely, they acquire the infections, but live in city areas. Suggestively,
the job activity represents higher risk to infections by Brucella, since data demonstrated that
youg people and adults have higher prevalences of brucelosis (35-36% of prevalence vs. 8-26%
in children, teenagers and aged; p < 0,001), which represents the most active labor period in life,
the regions where livestock and liked activities are more intense exhibited higher prevalence of
the disease (Center-West with prevalence of 77.1% vs. 23.5-44.5% in other regions; p < 0,001)
and mans showed higher infection rates than womans (prevalénces of 34.81% and 23.86%,
respectively; p < 0,001), beacause most of the individuals working on livestock and related
activities are mans. A temporal analysis regarding the prevalence of brucelosis between 2013
and 2017, regarding the national scenario, suggested fragility and inneficiency on the current
system of diagnosis and notification of brucelosis in Brazil. The present work revealed the
presence of antibodies and DNA of Brucella in the biological samples analysed and, along with
database gathered from e-SIC, was possible to conclude that more studies on the epidemiology
of human brucelosis in Brazil are needed, mainly because the disease has great impact on
individual life quality and, current information are scarce as well is the access to it.

Keywords: Public Health, molecular diagnosis, Joint Diseases.
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1. INTRODUCAO

A brucelose ¢ uma zoonose infecciosa, que acomete os seres humanos, animais
domésticos e silvestres. A incidéncia anual estimada da doenca, em humanos ¢é de
aproximadamente 500 mil casos (PAPAS et al., 2006), entretanto, segundo a Organizagao
Mundial da Saude, este nimero pode ser cinco ou mais vezes superiores, mesmo nos paises
desenvolvidos, devido aos subdiagnoésticos e as subnotifica¢des (OIE, 2013).

No Brasil, as informagdes sobre a brucelose humana ainda s3o escassas, fato que pode
estar correlacionado a estrutura de diagndstico inicial. Contudo, grandes esfor¢os tém sido
realizados para implementagio de diagndsticos mais efetivos. E importante destacar que a
ocorréncia da doenga varia nas diversas partes do pais e em diferentes grupos ocupacionais,
uma vez que profissionais que trabalham em contato direto com animais, geralmente bovinos,
caprinos e caes t€ém maior risco de infectar-se com o agente etioldogico da brucelose
(SANTOS-NETO et al., 1999; SANTOS et al., 2007; RAMOS et al., 2008; TENORIO et al.,
2008).

As espécies de Brucella sdo transmitidas aos seres humanos principalmente pela
manipulacdo de material de aborto, parto e de carcagas de animais infectados, bem como de
fomites contaminados. Dentre outras fontes importantes de infec¢do ao homem, destacam-se
a ingestao de produtos lacteos, normalmente ndo pasteurizados e contaminados pela bactéria,
inalagdo de aerossdis e em casos excepcionais, a transmissdo também pode ocorre
interpessoalmente (sexual e parental) (SZYFRES, 2003).

Os médicos veterinarios, criadores e vacinadores estao sujeitos a exposi¢cao por material
resultante de abortos e secre¢des de animais infectados, sendo essas as formas mais comuns
de infecgdo para os grupos de risco de acordo com Mahajan (1986). Além disso, infecgdes
acidentais podem ocorrer através de amostras de vacinais (BERKELMAN, 2003).
Funcionéarios de abatedouros também sao classificados como grupo de risco, pois trabalham
em contato direto com as carcagas. (BRASIL, 2006)

O periodo de incubagdo da bactéria estd associado ao aparecimento dos sinais e sintomas
que podem levar até dois meses na fase aguda, entre dois a 12 meses na fase subaguda e até
12 meses para evolucao de um quadro cronico. O quadro clinico da doenca varia de acordo
com a fase da doenca. Na fase aguda, ocorre inicialmente febre continua, calafrios, sudorese
noturna e elevagdo vespertina da temperatura. Enquanto nas fases, subaguda e cronica os
sinais e sintomas podem ser: insonia, impoténcia sexual, constipacdo, anorexia, artralgia e
dores generalizadas. Quando ha quadros com complicagdes, destacam-se alteracdes como:

encefalite, meningite, orquite, infec¢ao de vesicula seminal e da préstata. O diagndstico da
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doenca ¢ feito pelo critério clinico-epidemiolédgico e pelo critério laboratorial (BRASIL,
2010).

Como a sintomatologia da brucelose pode ser altamente difusa, o método de diagnostico
reconhecido como teste de triagem pela rede do Sistema Unico de Satde (SUS) é o teste
sorolégico do anfigeno de Brucella acidificado em placa (PABA), sendo utilizado como
diagnosticos confirmatérios o ensaio de imunoadsor¢ao enzimatica (ELISA) e ou reagao em

cadeia da polimerase (PCR).

2. OBJETIVO GERAL

Investigar a presenca de anticorpos anti-Brucella ¢ DNA em amostras de soro e sangue
proveniente de um banco de amostras bioldgicas pertencentes a individuos com doencas
ostemusculares, ¢ analisar os dados do Ministério da Saude relativo as notificagdes de

brucelose em humanos no Brasil.

2.1 Objetivos especificos

e Triar soros contra antigenos de Brucella abortus pacientes com doengas
ostemusculares pela técnica de ATT;

e Amplificar e sequenciar fragmentos de DNA do gene que codifica a proteina
periplasmatica imunogénica BCSP31 especifica de bactérias do género Brucella,

e Avaliar fatores de riscos que possam estar associados a brucelose, com base nas
informagdes associadas as amostras biologicas obtidas;

e Identificar e analisar os fatores de risco a brucelose, com base nos dados do
Ministério da Saude (coletados de 2012 a 2017) obtidos via sistema eletronico do

Servigo de Informacao ao Cidadao (e-SIC).

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Historico do agente etiologico causador de brucelose

O agente infeccioso Micrococcus melitensis foi isolado em 1887, por Sir David Bruce,
como causador da febre de malta em soldados britdnicos mortos por consequéncia dessa
enfermidade na Ilha de Malta, localizada no mar Mediterraneo. Em 1895, o patologista
veterinario dinamarqués L. F. Bernhard Bang isolou uma bactéria de fetos abortados de
bovinos, e denominou de Bacillus abortus, identificando assim um dos agentes etiologicos do

aborto enzootico em bovinos (NICOLETTI, 2002; POESTER et al., 2009).

9



15

No Brasil, o primeiro registro dessa bactéria foi em 1914, quando o médico Carlos
Danton Seixas diagnosticou a febre de Malta no estado do Rio Grande do Sul no Ceara, trés
anos depois, Thomaz Pompeu Sobrinho observou abortamento constante, porém nao
epidémico, em ovinos, equinos e bovinos (SELEGATO, 2013).

Historicamente, a classificacdo taxonomica das espécies do género Brucella foi
estabelecido em 1920 por Meyer and Shaw, baseado na relagdo da preferéncia por espécies
hospedeiras e caracterisiticas bioquimicas e fenotipicas, baseado na existéncia de
caracteristicas como: exigéncia de CO2, producao de H2S, sensibilidade ao corante, lise por
bacteriofago especifico de Brucella e aglutinacdo com soros monoespecificos (CORBEL et
al., 1975).

Entretanto, apesar da fenotipagem ainda ser amplamente utilizada, em laboratorios de
referéncia, suas limitagdes sdo cada vez mais reconhecidas, € os o surgimento de novas
espécies estd erodindo ainda mais o seu valor. Descri¢cdes recentes se basearam em dados
adicionais de abordagens moleculares, e um processo de atualizacdo dos padrdes para
descrever novas espécies de o género Brucella, tem sido refletido, essa abordagem esta em
andamento no atual Subcomité do ICSP sobre Taxonomia de Brucella (WHATMORE et al.,
2014).

O género Brucella compreende atualmente 12 espécies, B. melitensis (caprinos e
ovinos) B. abortus (bovinos), B. suis (suinos), B. canis (canideos), B. ovis (ovinos), B.
neotomae (rato-do-deserto); B. microti (camundongo-do-campo), B.ceti (golfinhos e baleias);
B. pinnipedialis (focas), B. inopinata (humano) e B. papionis (babuinos) B. vulpis (raposa)
(WHATMORE, 2009; CARVALHO et al., 2010; WHATMORE et al., 2014; SCHOLZ et al.,
2013). Vale destacar que as seis primeiras espécies listadas compreendem as espécies
denominadas de cléssicas e as seis espécies restantes s foram descritas na tltima década, ap6s
um longo periodo de estabilidade na taxonomia do género Brucella e refletem uma continua
compreensao de hospedeiros de Brucella (GODFROID et al., 2011).

Devido a alta relacio do material genético (DNA-DNA) entre as seis espécies
denominadas de classicas foi sugerido que o género deveria ser monoespecifico e consistir em
somente uma espécie B. melitensis, com seis biovares, Melitensis, Abortus, Suis, Ovis,
Neotomae e Canis (VERGER et al., 1985). Contudo, em 2003, o Subcomité do ICSP sobre
Taxonomia de Brucella concordou por unanimidade o retorno da taxonomia com as seis
espécies e mais os biovares de B. suis, B. abortus e B. melitensis (OSTERMAN &
MORIYON, 2006).

As espécies descritas recentemente B. ceti, B. pinnipedialis, B. microti, ¢ B. vulpis

atendem ao padrao existente de alta homogeneidade genética, e de compartilhando de

9
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sequéncias do gene 16S rRNA idénticas (WALTMORE, et al. 2014; SCHOLZ et al., 2010).
No entanto, as espécies de B. inopinata e B. papionis, mostram algumas diferencas de 2-3
nucleotideos, embora essas espécies estejam muito mais proximas de Brucella do que ao

género vizinho Ochrobactrum (DE et al., 2008).

3.2 Caracteristicas bioldgicas e morfologicas de Brucella

As bactérias causadoras de brucelose sdo gram-negativas, intracelulares facultativas,
imoveis, nao esporuladas, que se apresentam em cultivo primdrio como coldnias lisas ou
rugosas. Essas bactérias possuem como temperatura 6tima de multiplicagao a faixa entre 20 a
40°C, com temperatura ideal em torno de 37°C, e o pH 6timo de crescimento varia de 6,6 a
7,4 (PAJUABA, 2006; OIE, 2009; SOLA et al., 2014).

As bactérias do género Brucella tém capacidade de sobreviver no meio ambiente em
condi¢des naturais diversas, sendo sua resisténcia diminuida em locais com baixa umidade,
auséncia de luz ou aumento da temperatura (SELEGATO, 2013).

A morfologia das colonias bacterianas estd diretamente associada a composi¢@o
bioquimica do lipopolissacarideo (LPS) da membrana celular, que esta relacionada ao fator
de viruléncia e ativacao da resposta imunologica (CARDOSO et al., 2006). As colonias lisas
possuem lipideo, nticleo oligossacarideo e cadeia O, enquanto as coldnias rugosas apresentam
a cadeia O incompleta. (SANTOS, 2011). Vale destacar que B. abortus € aos sete biovares (1,
2,3,4,5, 6 e9) que normalmente apresentam morfologia lisa, ao sofrerem mutagdes para
formas rugosas ou mucdides, perdem sua patogenicidade (ALTON et al., 1988; PAJUABA,
2006; OIE, 2009; SOLA et al., 2014)

As bactérias pertencentem ao género Brucella possuem caracteristicas peculiares de
resisténcia ao hospedeiro, gerando infec¢des cronicas e persistentes, sendo essas habilidades
determinadas pelos fatores de viruléncia apresentados por estes microorganismos. O sistema
de secrecdo do tipo IV (T4SS) ¢ um dos capazes de exportar moléculas relacionadas a
viruléncia através da membrana da bactéria gram-negativa (BASTOS et al., 2012).

O T4SS ¢ um mecanismo de varios componentes codificado pelo operon virB,
responsavel pela inser¢ao das proteinas na célula hospedeira. Em Brucella este sistema ¢
composto por 12 genes que codificam proteinas denominadas de VIRB1 at¢ VIRB12 e VIRD4
(HASHEMIFAR et al., 2017). Cabe destacar que o sistema VIRB ¢ essencial para a
sobrevivéncia de bactérias, do género Agrobacterium, Bartonella, Legionella, Anaplasma e

Brucella.
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As proteinas denominadas VIRB1 e VIRBS desempenham papel critico, se ligando aos
receptores de superficie celular, resultando na translocagao dos efetores na célula hospedeira
(YEO et al., 2003; BASTOS et al., 2012; HASHEMIFAR et al., 2017). As VIRB9 de varias
espécies de organismos sdo proteinas homologas com 300 residuos apresentando nivel
moderado de sequéncias peptidicas conservadas e, juntamente com as VIRB7, formam uma
estrutura responsavel pela estabilizacao das outras VIRB, formando canais que conectam as
membranas externa e interna (YEO; WAKSMAN, 2004; ELISEI et al., 2009).

Conforme apresentado por Elisei et al. (2009), ainda existem muitas questdes acerca do
funcionamento completo do sistema IV de transporte VIRB e suas implicagdes na viruléncia
de Brucella, como por exemplo, em relacao as moléculas efetoras secretadas por este sistema
que ainda ndo foram identificadas. Outra importante contribuicdo seria o estudo das proteinas
deste sistema de transporte de maneira a apresentar caracteristicas potenciais de

imunoprote¢do, que possam ser utilizadas como vacinas recombinantes.

3.3 Caracteristicas de patogenicidade

De acordo com Sola et al. (2014), estas bactérias t€m como 6rgaos de predilecao aqueles
que oferecem elementos necessarios para o seu metabolismo, como o eritritol presente no
utero gravidico, tecidos mamarios, osteoarticulares e 6rgaos do sistema reprodutor masculino.

O eritritol presente no utero gravidico de animais ungulados tem as concentragdes
aumentam gradativamente conforme o periodo gestacional, atingindo niveis maximos nos
periodos proximos ao parto, ocasionando abortos no ter¢o final da gestacdo (LAGE et al.,
2008; SOLA et al., 2014). Pellegrin et al. (2006) apontam a ocorréncia de um processo
denominado placentite necrotica, causada pela infeccdo dos placentomas, que, diminuindo a
passagem de nutrientes e oxigénio, leva a morte fetal. Porém, sabe-se que ha o
desenvolvimento de imunidade celular animal apds o primeiro aborto, reduzindo as chances
de perda da cria nas futuras gestagdes, porém apresentam outros sintomas, tais como reten¢ao
de placenta, natimortalidade ou o nascimento de bezerros fracos, infertilidade ou esterilidade
(LAGE et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008; SOLA et al., 2014).

No caso dos animais domésticos machos, Brucella spp. se instalam principalmente nos
orgdos acessorios do sistema reprodutor como a vesicula seminal, podendo ser eliminada pelo
sémen (JUNIOR et al., 2012).

O tempo de incubagdao definido como o tempo entre a exposicdo a bactéria e o

aparecimento de sintomas, varia de semanas até meses ou anos (SELEGATO, 2013).

9
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3.4 Correlacido com doencas articulares em seres humanos

Nos seres humanos a sintomatologia da brucelose ¢ muitas vezes inespecifica, portanto
¢ importante obter um historico detalhado, que inclua a ocupagdo, o contato com animais,
viagens a areas endémicas € a ingestao de alimentos de risco, bem como ter em mente que
qualquer 6rgdo ou tecido do corpo pode ser virtualmente acometido pela bactéria causadora
da doenca (LAWINSKY et al., 2010).

O envolvimento de ossos e articulagdes € bastante frequente na brucelose, ocorrendo em
aproximadamente 40% dos casos. A sacrolite causada por Brucella ¢ muito comum,
geralmente os individuos também apresentam febre e dor nas costas, que frequentemente
irradiam para as pernas. (Protocolo de Manejo Clinico e Vigilancia em Satde para Brucelose
Humana no estado do Parana, 2015).

Além disso, ainda que algumas queixas algicas importantes devem ser destacadas como
sendo as principais, artralgias de pequenas e grandes articulagdes, mialgias e cefaléias, outros
sintomas também sdo observados como anorexia, astenia, obstipagdo, nauseas, vomitos, tosse
seca, alteragdes comportamentais, humor depressivo e alteragdes do sono.

Criangas podem se recusar a andar e apoiam o peso do corpo em uma das pernas. Ainda
na fase aguda, radiografias e cintilografias podem se mostrar normais, mas com o passar do
tempo, uma tomografia computadorizada ou ressonancia magnética podem demonstrar
estreitamento no espaco entre os discos intervertebrais (CORBEL, 2006) afirma que a
osteomielite vertebral ¢ visivelmente aparente quando os exames mostram a destruicao dos
corpos vertebrais, sendo que as vértebras lombares sao mais acometidas do que as toracicas e

cervicais; ja abcessos para vertebrais s3o0 menos comuns na brucelose.

3.5 Transmissao de Brucella sp. para humanos

A transmissdo para humanos ocorre por contato direto ou indireto com animais
infectados, anexos fetais ou abortos, bem como através da ingestdo de produtos de origem
animal contaminados, e manipulagdo de carcacgas e visceras durante abates sanitarios (SOLA
etal., 2014).

A infeccdo natural se inicia através das mucosas oral, nasofaringea e conjuntival, porém
a principal porta de entrada de B. abortus ¢ a mucosa orofaringeana (RIBEIRO et al., 2008).
ApOs penetrar na mucosa, as bactérias sao fagocitadas, carreadas até os linfonodos e nestes se

multiplicam. Os microorganismos podem se disseminar livremente ou no interior de
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macréfagos, pelas vias hepatica e linfatica tendo como principal destino 6rgaos como bago e

figado, ou outros linfonodos espalhados pelo corpo (LAGE et al., 2008; SOLA et al., 2014).

3.6 Diagnostico sorologico empregado na deteccio de anticorpo anti-Brucella em

humanos.

O diagnostico da brucelose € realizado pelo critério clinico-epidemiologico e pelo
critério laboratorial. O método laboratorial utilizado na rede do Sistema Unico de Satude
(SUS) ¢ o teste sorologico por reagao de aglutinacdo rapida com antigenos de Brucella
abortus, conhecido como rosa de Bengalae auantigeno de Brucella acidificado em placa
(PABA) BRASIL, 2005).

Quando se trata de diagndstico soroldgico o antigeno acidificado tamponado (AAT) ¢
preconizado pelo Programa Nacional de Controle e Erradicacdo de Brucelose e Tuberculose
animal (PNCEBT), e pela Organizacao Mundial da Saude Animal (OIE) como teste padrao
para triagem de B. abortus, no Brasil. Sendo esse teste preparado com o antigeno na
concentracdo de 8%, tamponado em pH 4acido (3,65) e corado com o corante rosa de Bengala.
Essa prova ¢ qualitativa, pois ndo indica o titulo de anticorpos no soro testado. Essa leitura
revela a presenga ou a auséncia de IgG1. Entretanto, nas provas classicas de aglutinagao,
reagem tanto anticorpos IgM como IgG total, enquanto que, nessa prova reagem somente 0s
isotipos da classe IgG1, pois o pH acidificado inibe a aglutinagdo dos anticorpos inespecificos
IgG2 e IgM.(POESTER, 2013; CHOTHE; SAXENA, 2014).

Outra técnica importante € o teste ELISA (Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay)
(indireto e competitivo) que permite o processamento de um grande numero de amostras
simultaneamente e, quando h4a hemolise na amostra, ndo afeta a viabilidade do soro (NOZAKI,
2004). O teste baseia-se em reagdes antigeno anticorpo detectaveis por meio de reacdes
enzimaticas (teste imunoenzimatico). A enzima mais comumente usada nesta prova ¢ a
peroxidase, responsavel por catalisar a reacao de desdobramento da dgua oxigenada (H20»)
em H>O mais Oo.

No I-ELISA (indireto) empregado na detec¢do do anticorpo contra Brucella em bovino
utiliza-se como antigeno o LPS de B. abortus e como conjugado utiliza-se anticorpo
monoclonal anti-IgG1 bovino conjugado a peroxidase, podendo conter adjuvantes quelantes
como EDTA/EGTA para minimizar reagdes inespecificas. O teste ¢ de alta sensibilidade e
especificidade semelhante a do AAT (CHOTHE; SAXENA, 2014). No teste de C-Elisa
(competitivo), também ¢ utilizado como antigeno imobilizado na fase sélida o LPS de B.

abortus.
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O soro ¢ misturado com anticorpo monoclonal especifico contra a cadeia “O” de B.
abortus. Para detectar o anticorpo monoclonal ligado ao antigeno imobilizado na fase sélida
do teste, utiliza-se um conjugado de peroxidase-anti-IgG. Quanto maior a quantidade anti-
cadeia “O” de Brucella spp. no soro testado, maior serd a competicdo com o anticorpo
monoclonal. O teste ¢ muito sensivel e especifico e recomendado pela OIE como teste
confirmatorio para o diagndstico, assim como a fixacdo de complemento (FC) (BRASIL,

2006; CHOTHE; SAXENA, 2014).

3.7 Diagnostico por PCR

Diversos ensaios de PCR tém sido desenvolvidos para diferenciacdo das espécies e
biovares de Brucella, baseado no tamanho dos fragmentos amplificados (BRICKER;
HALLING, 1994), associados as analises do polimorfismo dos fragmentos por enzimas de
restricao (RFLP) (DA COSTA et al, 1996).

As regioes alvo utilizadas codificam proteinas externas de membrana (omp 2b, omp2a,
omp31 e besp 31) (BAILY et al., 1992; GUARINO et al., 2000), 16S rRNA (HERMAN;
RIDDER, 1992), regido inter-génica ITS aos genes 16S e 23S (DA COSTA, et al, 1996), gene
ligado ao metabolismo do eritritol (BRICKER; HALLING, 1994) e sequéncias de intersegdes
IS711 (IS313/1S639), (BRICKER; HALLING, 1994; REDKAR et al., 2001).

Outro alvo utilizado para deteccdo de bactérias do género Brucella ¢ o elemento de
insercao multipla IS711, que se baseia nas repeti¢des in tanden no elemento de insergado 711
(IS711), que ¢ uma regiao exclusiva de Brucella spp., a qual pode variar em nimero de copias
de acordo com as diferentes espécies e biovares (BRICKER; HALLING, 1994;
VEMULAPALLI et al., 1999.; MORENO, 2002).

As técnicas moleculares, como a de PCR, tém sido empregadas para deteccao de varios
agentes infecciosos, contudo ainda nao foram preconizadas pelo Ministério da Saude para
diagnosticar os agentes etiologicos da brucelose. Os primeiros ensaios utilizando a PCR para
diagndstico de brucelose no Brasil utilizaram oligonucleotideos género-especifico, capazes de
identificar as bactérias a nivel genérico. Um dos pares de oligonucleotideos utilizados ¢
B4/B5, que amplifica um fragmento de aproximadamente 223 pb. Sabe-se que este fragmento
corresponde ao gene que codifica uma proteina periplasmatica imunogénica (BCSP31)
especifica de bactérias do género Brucella. Esses marcadores genéticos vém sendo
empregados por outros autores com o objetivo de detectar Brucella spp. em uma extensa gama
de substratos de origem biologica, como visceras, leite e sangue, devido a sua alta

especificidade e sensibilidade (BAILY et al., 1992).
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3.8 Doenca ocupacional

Por se tratar de uma doenca ocupacional, a brucelose ocupa lugar importante neste
quesito, pois afeta geralmente grupos profissionais da area de pecudria, ou os que lidam com
animais, principalmente os de producao leiteira. Porém, sabe-se que pode acometer, ainda, os
funcionarios que participam diretamente do abate de animais e que estao expostos ao sangue,
carcagas e visceras (CARDOSO et al., 2011).

Os médicos veterindrios estdo sujeitos aos mesmos riscos, durante exercicio das
atividades de assisténcia as criagdes ou inspecao sanitaria de produtos de origem animal nos
abatedouros (GERMANO et al., 2003). Esta enfermidade faz parte da lista de doencas
infecciosas e parasitarias relacionadas ao trabalho, sendo classificada no Grupo I do Coédigo
Internacional de Doengas - CID 10 e mesmo em locais considerados livres de brucelose
animal, podem ocorrer casos importados devido a circulagdo de pessoas de areas endémicas
para as livres (BRASIL,1999).

Algumas areas chegam a apresentar prevaléncia de dez casos por 100.000 habitantes e,
embora seja raramente fatal nos seres humanos (letalidade de 0,1%), compromete o
desempenho profissional, podendo manifestar quadros clinicos severos em que as sequelas
podem diminuir a qualidade de vida do individuo, sendo o tratamento bastante longo (DIVE,

2012).

3.9 Situacido epidemioldgica da brucelose humana no mundo e Brasil e as

implicacdes em saude publica

Sobre a distribuicdo mundial da doenga, Pessegueiro e Correia (2003) relatam que a
doenga ocorre com maior incidéncia na bacia do Mediterraneo, na peninsula ardbica, no
subcontinente indiano, partes do México, da América Central e do Sul. E que ainda existe alta
incidéncia na regido norte da Africa e no Oriente Médio, com uma média de 67,76 pessoas
infectadas a cada 100.000 pessoas. Na regiio da Africa subsaariana a incidéncia é de
34,86/100.000 pessoas, na Europa Ocidental 6,56/100.000 pessoas, na Asia Central
88,00/100.000 pessoas, na América Central e América Latina 19,26/100.000 pessoas € nos
Estados Unidos da América ¢ de 0,055/100.000 pessoas, (SCHMITT et al., 2017;
PESSEGUEIRO; CORREIA, 2003).

Schmitt et al. (2017) e Pessegueiro e Correia (2003) relatam que o México se apresenta
como um grande potencial transmissor do agente causador da brucelose para os estados

localizados no sul dos EUA, devido as fronteiras entre esses paises.

9
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Foi realizada na China, nos anos 2004 e¢ 2010, uma avaliacdo epidemioldgica que
evidenciou, através de um sistema de notificacao de doengas, um registro de 162.329 casos de
brucelose humana em 1.201 de 2.922 municipios analisados, respectivamente, observando-se
um pico de casos na primavera e verao, predominantemente em individuos do sexo masculino.
Na China, a brucelose ¢ de notificacdo compulsoria, tanto em humanos como em animais
(MCDONALD et al., 2006).

No Brasil, existem diagnosticos que tratam sobre a situacdo da brucelose bovina
nacional, sendo estimada a porcentagem de animais soropositivos em 4% na regiao Sul, 7,5%
na regido Sudeste, 6,8% na regido Centro-Oeste, 2,5% na regido Nordeste e 4,1% na regido
Norte, sendo esses dados refletidos na saide humana (BRASIL, 2006).

Ciente de que a brucelose em humanos tem como principal fonte de infec¢ao os animais,
os dados apresentados anteriormente, se tornam muito relevantes para discussdo, pois a
brucelose esta representada entre as zoonoses infecciosas, como um risco de satide publica de
carater persistente, dificil tratamento, controle e erradicacao (NOCITT et al., 2008).

E importante ressaltar que, no Brasil nio existem dados epidemioldgicos sobre a
brucelose humana, mesmo este sendo um pais que abriga a maior populacdo comercial de
bovinos do mundo. Este ¢ um fator de risco evidente para o aumento da prevaléncia da doenga
em humanos causada principalmente por B. abortus.

Segundo Mendes et al (2005), a prevaléncia real da brucelose ¢ ainda amplamente
desconhecida no Brasil, e sdo poucos os laboratorios da rede publica que disponibilizam os
meios diagnosticos, fato que ¢ agravado pela ndo obrigatoriedade de notificagdo da doenga.

A brucelose ¢ uma das zoonoses mais importantes do mundo, ao lado da tuberculose
bovina e raiva (ROTH et al., 2003). Sendo que o isolamento de Brucella nos seres humanos
reflete a sua presenca na populacao animal (LUCERO et al., 2006). A doenga tem um impacto
importante no mundo inteiro sobre a saide humana e na industria animal. Na maioria dos
paises, a brucelose ¢ uma doenca de notificagdo obrigatoria ao contrario do que ocorre no
Brasil (PAHO, 2000). Além disso, ¢ uma doenca de pouca visibilidade pela complexidade do
diagndstico, por isso pouco se sabe sobre a sua real situacdo no pais (CARDOSO; COSTA,
2011).

Algumas pesquisas relevantes sobre brucelose humana foram realizadas no Brasil ainda
na década de 90, em que foi feita uma investigacao soroldgica da doenca em trabalhadores de
frigorifico que estavam em contato direto com animais, numa area de abate em Salvador, BA.
Nessa ocasido, foram examinadas amostras sorologicas de 85 pessoas com positividade de
66,4%, e realizado questionario epidemiologico, em que nenhum dos trabalhadores

apresentava sinais clinicos da enfermidade (MAURELIO et al., 2016). Isso leva a entender
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que mesmo nao havendo manifestacao clinica evidente, individuos podem estar acometidos
com a doenga e sujeitos a adquirirem doengas correlacionadas.

Em outro momento realizou-se uma busca epidemiologico na regido Norte do Parana,
através de questiondrio e realizagdo de exames sorologicos em 150 trabalhadores de um
frigorifico, buscando determinar a prevaléncia de brucelose e identificar o risco ocupacional.
Os resultados demonstraram prevaléncia total de 0,66%, nao sendo considerada enfermidade
predominantemente ocupacional na regido em questdo (GONCALVES et al., 2006).

No estado do Parana na cidade de Jataizinho, foi realizado um levantamento sorologico
de brucelose avaliando-se desta vez, 63 propriedades rurais. Foram colhidas amostras de soro
de 270 pessoas, das quais 25 (12,1%) mostraram-se positivas aos testes sorologicos
(GONCALVES et al., 2013).

Em maio de 2012, no estado de Minas Gerais, em um laboratorio foi detectado um surto
de brucelose entre seus funciondrios ap6s falhas mecanicas em importantes equipamentos de
segurancga laboratoriais (na capela de fluxo laminar e na capela de seguranga). Neste caso, 11
individuos foram expostos, trés deles apresentaram soroconversdo ¢ manifestagdes clinicas
(RODRIGUES et al., 2013), demonstrando os riscos na manipulacio do agente
potencialmente patogénico durante execucao de atividades profissionais.

Segundo boletim eletronico emitido pelo Ministério da Saude e pela Secretaria de
Vigilancia em Saude durante o ano de 2008 no Estado do Tocantins, a equipe médica do
Hospital de Doengas Tropicais (HDT) recebeu uma notificagdo de 12 funcionérios com
sorologia positiva para brucelose. Foi realizada também uma notificagao dessa ocorréncia
a Vigilancia Epidemiologica do Municipio de Araguaina, que dessa forma, notificou o
Centro de Informacgdes Estratégica de Respostas de Vigilancia em Saude do Estado do
Tocantins, por solicitacdo da Secretaria de Satde do Estado do Tocantins (SES-TO). Com
isso, uma equipe de técnicos da Secretaria de Vigilancia em Saude se deslocou ao
municipio para realizar estudos mais elaborados. A base desse estudo se originou a partir
de uma clinica apresentada no periodo de 1° de janeiro de 2006 a 14 de junho de 2008,
apresentado dois ou mais dos seguintes sinais e sintomas: febre persistente (>15 dias),
cefaléia, mal estar, fraqueza, cansago, dor e edema testicular, sudorese noturna,
esplenomegalia e perda de peso. O caso do paciente suspeito foi confirmado através de
sorologia reagente para brucelose. Ao final concluiu-se que eram 28 pacientes entendidos
como caso suspeito, sendo 23 efetivamente confirmados por diagnostico laboratorial
sorologico.

No Estado do Tocantins, como ja mencionado, essa prevaléncia em animais segundo o

Programa Nacional de Controle e Erradicacdao da Brucelose e da Tuberculose variou entre 11
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a 38% no ano de 2002, enquanto a prevaléncia da doenga envolvendo grupos ocupacionais de
trabalhadores rurais, estudantes de veterindria e médicos veterinarios com atuagdo no campo
no municipio de Araguaina, nos anos de 2005 e 2006 foi de 4%.

O registro da doenga ¢ relatado em estudos por amostragem no Brasil, realizados em
grupos de animais relacionados a cadeia produtiva como também em grupos populacionais.
Fonseca et al. (1999) demonstraram que a prevaléncia da doengca em humanos se encontra
relacionada a prevaléncia da doenca que ocorre nos animais.

O trabalho a seguir referente ao Capitulo 1, foi elaborado segundo as normas da revista
Transboundary and Emerging Diseases e em relagdao ao Capitulo 2 foi elaborado a partir das

normas da Revista Acta Tropica.
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5. CAPITULO 1

“O artigo a seguir foi elaborado a partir das normas da Revista Transboundary and Emerging

Diseases”.

DETECCAO MOLECULAR E SOROLOGICA DE BRUCELLA SP. EM
AMOSTRAS BIOLOGICAS DE INDIVIDUOS COM SINTOMAS DE DOENCAS
REUMATOLOGICAS.
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MOLECULAR AND SEROLOGICAL DETECTION OF BRUCELLA SP. IN
BIOLOGICAL SAMPLES OF INDIVIDUALS WITH SYMPTOMS OF
RHEUMATOLOGICAL DISEASES.

Resumo: Brucelose ¢ uma doenca infecto-contagiosa, ocasionada por bactérias, gram-
negativas, do género Brucella, que ocasionam doengas reprodutivas nos animais, €
humanos, febre ondulantes e doengas reumatologicas, representando possivel risco para a
saude publica. O presente trabalho teve como principal objetivo detectar Brucella ssp. em
amostras biologicas por meio dos ensaios: soroldgico e da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Amostras biologicas de sangue e soro foram obtidas do banco de amostras de
pacientes atendidos no Ambulatério do Servigo de Reumatologia do Hospital Universitario
Maria Aparecida Pedrossian, da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (HUMAP-
UFMS). Um total de 38 amostras de soro e sangue foram analisadas, pelo teste de sorologico
de aglutinacao do antigeno acidificado tamponado em placa (PABA) e pela técnica da
PCR com os marcadores B4/B5 para a amplificagao de um fragmento de 224 pb do gene
besp31. Das 38 amostras de soro 65,7% (25/38) foram positivas no PABA, sendo 44,73%
(17/38) desse provenientes de individuos do sexo feminino e 21,05% (08/38) do sexo
masculino. No ensaio da PCR 55,26% (21/38) das amostras de sangue foram positivas, sendo
(7/38) 18,42% do sexo masculino e 36,84% (14/38) do sexo feminino. Os fragmentos 224 pb
amplificados (amostras testes € os controles positivos com DNA de B. aboturs e B. canis
isoladas) foram clonados em pGEMT easy e seqeenciados. As amostras testes sequenciadas
apresentaram similaridade genética > 98,8% quando comparadas com outras espécies de
Brucella, sendo possivel observar polimorfismo em quatro nucleotideos em algumas das
sequéncias. Associando os resultados obtidos nos ensaios laboratoriais com a ficha clinica dos
individuos, foi possivel estabelecer fatores de risco associados a brucelose em que 28,94%
(11/38) dos individuos indicaram habitar em 4area rural e 18,42% (7/38) indicaram exercem
funcdes em 4rea rural; os dois grupos somados representaram 47,36% do total (18/40), sendo
que todos esses individuos estdo expostos ao convivio com animais. Com base nos presentes
resultados, foi possivel evidenciar a presenga de Brucella sp. nas amostras estudas e que ha
uma grande necessidade de novas pesquisas voltadas ao diagndstico da brucelose humana
associada a clinica reumatologia.

Palavras-chave: Satude publica, diagnostico sorolégico e molecular, doengas articulares.

Summary: Brucellosis is an infectious and contagious disease caused by gram-negative
bacteria belonging to the genus Brucella, which may cause severe injuries to animals and
humans, representing public health risk. The present work aimed the detection of Brucella in
biological samples using serological and polymerase chain reaction (PCR) assays. Biological
samples (blood and serum) were obtained from the sample database of patients treated at the
Ambulatory of the Rheumatology Service of the Maria Aparecida Pedrossian University
Hospital, Federal University of Mato Grosso do Sul (HUMAP-UFMS). A total of 38 serum
and blood samples were analyzed by the agglutination test PABA and the PCR, respectively.
The genetic markers B4 / B5 that amplify a 224 bp fragment of the besp31 gene specific to
the genus Brucella were used in PCR essays. Of the 38 serum samples, 65.7% (25/38) were
positive, 44.73% (17/38) of which from female individuals and 21.05% (08/38) of males. PCR
indicated 55.26% (21/38) of positivity among the blood samples, being 18.42% (7/38) from
males and 36.84% (14/38) from females. The 224 bp fragments amplified (test samples and
positive controls from isolates of B. abortus and B. canis) were cloned with pGEMT easy and
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sequenced. Sequences showed genetic similarity > 98.8% with other species of Brucella, and
polymorphism in four nucleotides according to some samples. By associating the present
results with the clinical record of the individuals, it was possible to establish risk factors
associated with brucellosis, as well as verify that 28.94% (11/38) of the individuals live in
rural areas and 18.42% (7 / 38) exercise work activities in rural areas, the two groups togheter
represented 47.36% (18/40) of the total; all individulas live togheter with animals. The present
results confirmed the presence of Brucella sp. in the samples studied. Therefore, there is a
great need for further research regarding the diagnosis of brucellosis in humans associated
with clinical rheumatology.

Keywords: Public health, molecular and serological diagnosis, joint diseases.

5.1 INTRODUCAO

A brucelose ¢ uma zoonose altamente infecciosa, que acomete os seres humanos,
animais domésticos e silvestres. A incidéncia anual estimada da brucelose em humanos
mundial ¢ de aproximadamente 500 mil casos (Pappas et al., 2006).

No Brasil, as informagdes sobre esta doenca, embora sejam escassas, podem estar
correlacionadas a estrutura de diagnostico, a qual ¢ introdutoria. Entretanto, os esfor¢os sao
intensos na implantagio e implementagao de técnicas diagnosticas. E importante destacar que,
a brucelose amplamente distribuida no Brasil e em diferentes grupos ocupacionais, uma vez
que profissionais que trabalham em contato direto com animais t€m maior risco de contrair o
patogeno (Ramos et al., 2006; Tendrio & Paulo., 2008; Santos, 2013).

As espécies de Brucella sdo transmitidas aos seres humanos principalmente pela
manipulagdo de carcagas de animais infectados, material de aborto ou parto, ou pela ingestao
de derivados do leite contaminados (Szyfres, 2003).

No Brasil, o primeiro registro de Brucella foi em 1914, quando o médico Carlos Danton
Seixas diagnosticou a febre de Malta (= brucelose) na cidade de Porto Alegre, estado do Rio
Grande do Sul. No Ceard, trés anos depois, Thomaz Pompeu Sobrinho observou abortos
constantes, porém nao epidémicos, em ovinos, equinos e bovinos. (Selegato, 2013).

Atualmente, doze espécies de Brucella sao conhecidas e distribuidas entre grupos
preferenciais de hospedeiros, sendo elas B. melitensis (caprinos e ovinos), B. abortus
(bovinos), B. suis (suinos), B. canis (canideos), B. ovis (ovinos), B. neotomae (rato-do-
deserto), B. microti (camundongo-do-campo), B.ceti (golfinhos e baleias), B. pinnipedialis
(focas), B. inopinata (humano), B. papionis (babuinos) e B. vulpis (raposa) (Whatmore, 2009;
Carvalho et al., 2010; Whatmore et al., 2014; Scholz et al., 2016).

Nos humanos, a sintomatologia da brucelose ¢ muitas vezes inespecifica, portanto ¢
importante obter um historico detalhado, que inclua a ocupagdo, o contato com animais,

viagens a areas endémicas e a ingestdo de alimentos de risco, bem como saber que qualquer
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orgao ou tecido do corpo pode ser virtualmente acometido pelo agente etioldgico da doenca
(Maria et al., 2010).

Ciente de que a brucelose em humanos tem como principal fonte de infec¢@o os animais
reservatdrios, ¢ importante ressaltar que, dentre as zoonozes, esta representa um risco a saude
publica com carater persistente, de dificil tratamento, controle e erradicacao, fato que ¢
complicado ainda mais pela forma como se realiza o diagndstico (Notici et al., 2008).

O método de diagnostico laboratorial para brucelose utilizado atualmente na rede do
Sistema Unico de Saude (SUS) ¢ apenas o teste sorolégico por reagdo de aglutinagdo rapida
com antigenos de Brucella abortus acidificado tamponado, (Ministério da Satude, 2005)

Entretanto, essa metodologia ndo ¢ a ideal devido reagdes cruzadas que pode ocorrer
com outros antigenos bacterianos, e a baixa sensibilidade no fase subclinica da brucelose.
Portanto, devido as limitagdes no diagndstico de Brucella spp., a reagdo em PCR pode ser
util, e varios estudos estdo sendo realizados para o aprimoramento de ensaios no diagnostico
da brucelose. Além disso, a PCR possuem alta sensibilidade e especificidade para a deteccao
de Brucella spp. de sangue, tecidos e outras amostras clinicas .

De acordo com a problematica discutida anteriormente, o presente trabalho teve como
objetivo realizar os ensaios sorologicos e moleculares para detec¢ao de Brucella em amostras
de soro e sangue em pacientes com historicos de doengas reumatoldgicas, bem como avaliar
possiveis fatores de risco a doenga de acordo com as informacgdes disponiveis, relativas ao

banco de dados disponivel.

5.2 MATERIAIS E METODOS
5.2.1 Obtenciao e descricao das amostras biolégicas

Para realizag¢do do trabalho foram obtidas 38 amostras biologicas (sangue e soro dos
mesmos individuos) de um banco de pacientes atendidos no Ambulatério de Servico de
Reumatologia do Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul (HUMAP-UFMS), criado em 2016; para durante a estudo do agente
etiolégico da Sindrome de Baggio-Yoshinari (Doenga de Lyme-Simile brasileira) em
pacientes com doengas reumatologicas. Para acessar o banco de amostras biologicas e os
dados clinicos dos pacientes, o projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa (CEP)
da Universidade Catolica Dom Bosco (CAAE 90821118.5.0000.5162, numero 2.805.170).

As 38 amostras foram provenientes de individuos de ambos os sexos, com idade
superior a 18 anos, sendo 68,42% (26/38) do sexo feminino e 31,57% (12/38) do sexo
masculino. Apds os resultados dos testes diagnosticos, com a finalidade de se avaliar possiveis

diferencas na prevaléncia de brucelose entre o sexo dos individuos e o historico clinico de
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doenca reumatoldgica, uma analise de regressao logistica ((p <0,05) e arazao da chance (odds
ratio [OR]) foi calculada em que 0 < OR < 1 indica relagdao negativa entre as variaveis (fator
de protecdo), OR = 1 indica auséncia de relagdo entre as varidveis e OR > 1 indica relacao
positiva entre as variaveis (fator de risco), além disso, o intervalo de confianca (95%) do
modelo também foi estimado, sendo que se o valor 1 estiver incluido no intervalo o modelo ¢

considerado nulo (Dohoo et al., 2003).

5.2.2 Teste de Sorologia

O ensaio do antigeno acidificado tamponado em placa (PABA) foi realizado com
antigenos adquirido no Servigo de Sanidade Animal da Delegacia Federal de Agricultura
(SSA/DFA)/ MAPA, produzido pelo Instituto de Tecnologia do Parand (TEC PAR)
obedecendo aos padrdes internacionais. O teste soroldgico foi realizado com antigeno na
concentracao de 8%, tamponado em pH écido (3,65) e corado com o corante rosa de bengala
(RB). As 38 amostras de soros testes foram submetidas ao protocolo padronizado para o ensaio
do PABA: 30 uL de soro teste adicioando a 30 uL do antigeno, homogeneizados com ponteira
por um minuto e aguardado a formagdo de grumos, indicando assim resultados positivos

(Jardim et al., 2006).

5.2.3 Extracio de DNA

A extragdo do DNA foi realizada a partir das amostras biologicas de sangue total com o
KIT DNeasy Blood and Tissue kit (QIAGEN), segundo instru¢des do fabricante.

A qualidade e quantidade do DNA extraido foram verificadas por eletroforese em gel
de agarose (1,0%), corado com Brometo de etideo e visualizado por transiluminador com fonte

de luz ultra violeta Gel Doc XR e o software Image Lab ™.

5.2.4 Deteccao de Brucella por meio da reacao em cadeia da polimerase (PCR)
Foram utilizados 0s oligonucleotideos iniciadores B4F (5'-
TGGCTCGGTTGCCAATATCAA-3") e B5R (5'-CGCGCTTGCCTTTCAGGTCTG-3")
(Baily,1992), que amplificam uma sequéncia de aproximadamente 223 pares de base (pb) do
gene que codifica a proteina periplasmatica imunogénica BCSP31 especifica de bactérias do
género Brucella (Fernandes et al., 2011). As reacdes em cadeia da polimerase (PCR) foram
realizadas com volume final de 12,5uL. O ensaio consistiu-se de 1,25uL de tampao 10X,
0,75uL de MgCl> (50mM), 0,25 uM de dNTPs (10mM), 0,25uL. de cada oligonucleotideo
iniciador (10uM), 0,1uL de tag DNA polimerase recombinante Invitrogen® (5U), 8,025uL de
H>O ultrapura e IpnL. de DNA molde (aproximadamente 50ng). As condi¢des de ciclagem da
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PCR foram as seguintes: desnaturagado inicial a 95°C por 5Smin, seguida de 35 ciclos de 95°C
por 30s, anelamento a 49,9°C por 30s e extensdo a 72°C por 30s, seguidos de extensdo final
a 72°C por 7min.

Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose (1,2%) submetidos a
eletroforese por 55 minutos a 75V e corados com brometo de etidio na concentragdao de 5
mg/ml. Para avaliar o tamanho dos fragmentos amplificados foi utilizado o marcador
molecular 1Kb plus (Invitrogen®). As bandas foram visualizadas em aparelho transiluminador

com fonte de luz ultravioleta Gel Doc XR controlado pelo software Image Lab™.

5.2.5 Clonagem e sequenciamento

Os produtos de PCR amplificados foram submetidos a reacdo de ligacdo com o
plasmideo pGEMT easy. A reacdo de cloangem foi realizada com SuL da reacdo de ligacao
transformados em células quimicamente competentes TOP10 F° de Escherichia coli e
plaqueados em placa de petri contendo meio de cultura Luria Bertani (LB). Apds esse periodo,
o material foi plaqueado em meio LB-agar contendo o antibidtico ampicilina na concentragao
de 100 pg/ul, X-Gal 25pug/ul e IPTG 100mM.

As coldnias crescidas, as quais foram selecionadas pelo método colorimétrico (branco
e azul) e as coldnias brancas foram selecionadas. Duas colonias de cada amostra foram
expandidas em 10 ml de meio LB com 10uL de ampicilina na concentragdo final de 100pug/puLlL
sob agitacdo de 200rpm a 37°C por 16 horas. Ap6s o crescimento das colonias em meio liquido
foi realizada a extragdo do DNA plasmidial pelo Kit MiniPrep Promega®.

Apo6s confirmacao da presenca do inserto pela PCR, os plasmideos foram enviados
para sequenciamento na empresa ACTGene Analises Moleculares LTDA (Rio Grande do Sul,
Brasil), com os oligonucleotideos iniciadores universais M 13 forward e reverse. Os contiguos
das sequencias dos plasmideos foram entdo obtidos, as sequéncias do gene clonado foram
identificadas através de seus oligonucleotideos iniciadores nos flancos, extraidas para analise
e comparadas com a base de dados através da ferramenta Megablast, utilizando o programa
Geneoius (Biomatters, versao 9.0). Os controles positivos da PCR DNA de B. abortus e B.

canis também foram clonados e sequenciados.

5.2.6 Alinhamentos e comparacoes génicas

Para fins comparativos, todas as sequéncias relativas ao gene besp31 (especifico do
género Brucella) foram obtidas na base de dados do GenBank e alinhadas com aquelas obtidas
no presente estudo. Os alinhamentos génicos foram realizados utilizando o algoritmo E-INS-

1 do programa MAFFT (Katoh et al., 2002) implementado no programa Geneious (Biomatters,

9
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versdao 9.0). Apos um alinhamento preliminar, foram selecionadas sequencias com base nos
seguintes critérios: ao menos uma de cada espécie de Brucella, biovares diferentes quando
pertinente e aquelas que se apresentam /oci com polimorfismos (Tabela 1). Todas as
sequencias obtidas no presente estudo serdo depositadas na base de dados do GenBank, apds

aceite formal do artigo.

Tabela 1: Espécies de Brucella obtidas na base de dados GenBank utilizadas na

analise de similarida, associadas aos respectivos nimeros de acesso.

Espécie N° acesso Espécie N° acesso
B. abortus CP007790 B. microti CP001578
B. abortus CP007705 B. ovis CP000708
B. abortus KT592382 B. pinnipedialis CP002078
B. canis CP003174 B. suis CP007719
B. ceti CP006896 B. suis CP007717
B. inopinata ADEZ010000008 Brucella sp. CP016979
B. melitensis CP002459 Brucella sp. CP019390
B. melitensis CP007760 Brucella sp. LT599047
B. melitensis CP016983 Brucella sp. LT605585
B. melitensis CP018494




5.3 RESULTADOS

Com base nos resultados de PABA e PCR, 71,8% (28/38) das amostras foram positivas
em um ou ambos os ensaios (Tabela 2). Das amostras de soro submetidas ao PABA, 65,7%

(25/38) foram positivas, sendo 44,73% (17/38) do sexo feminino e 21,05% (08/38) do sexo

masculino. (Tabela 2).

Foi possivel observar que 28,94% (11/38) dos individuos pelos quais as amostras
bioldgicas foram originadas moram em area rural e 18,42% (7/38) exercem fungdo em area

rural, sendo que esses dois grupos somados representaram 47,36% do total (18/38), sendo que

estes individuos estdo expostos ao convivio com animais (Tabela 2).

Tabela 2: Amostras avaliadas no presente estudo relacionadas as respectivas

informacdes acerca dos fatores de risco, avaliacio clinica e patologia, e resultados dos

ensaios PABA e PCR.

Amostras* Fator de Avaliacao Sexo PABA PCR

risco Clinica
Patologia
(Q/P)**

1 Convivio Osteomuscular ~ Masculino  Negativo ~ Negativo
em area
rural e de
mata

2 Convivio Osteomuscular ~ Feminino  Positivo Negativo
em area
rural

3 convivio em Osteomuscular ~ Feminino  Negativo  Positivo
area rural

4 Exerce Osteomuscular ~ Masculino  Positivo Positivo
atividade
profissional
em area
rural

5 Osteomuscular  Feminino  Negativo  Negativo
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11
12

13

14

15

16
17

18
19

20
21

23
24

25

26
27

28

Convivio
em area
rural
Convivio
em area
rural e de
mata

Convivio
em area
rural
Convivio
em area
rural
Convivio
em area
rural

Atividade
profissional
em area
rural

Atividade
profissional
em area
rural

Convivio
em area
rural
Atividade
profissional
em area
rural

Exerce
atividade
profissional
em area
rural

Osteomuscular

Osteomuscular;
Miosite

Osteomuscular
SSA**

Osteomuscular
Osteomuscular
Osteomuscular;
Mialgia; Artrite

Osteomuscular
Osteomuscular;
Artralgia; Artrite

Osteomuscular

Osteomuscular
Osteomuscular

Osteomuscular

Osteomuscular;
Artrite;
Deformacgao

Miosite
Osteomuscular

Osteomuscular
Osteomuscular

Osteomuscular

Osteomuscular
Osteomuscular

Feminino

Masculino

Feminino
Feminino
Feminino
Masculino
Feminino

Feminino

Feminino

Feminino

Feminino
Feminino

Feminino
Feminino

Feminino
Feminino

Masculino
Masculino

Masculino

Masculino
Feminino

Feminino

Negativo

Positivo

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo

Negativo

Positivo

Positivo

Positivo
Positivo

Positivo
Positivo

Positivo
Positivo

Positivo
Positivo

Positivo

Negativo
Positivo

Negativo

Negativo

Negativo

Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo
Negativo

Positivo
Positivo

Positivo
Negativo

Positivo
Positivo

Positivo

Negativo
Positivo

Negativo

39
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29 Osteomuscular ~ Feminino  Positivo Positivo
30 Osteomuscular ~ Masculino  Positivo Positivo
31 Osteomuscular ~ Feminino  Positivo Positivo
32 SSA*** Feminino  Negativo  Negativo
33 Exerce Osteomuscular ~ Feminino  Negativo  Negativo
atividade
profissional
em area
rural
34 Refere Osteomuscular ~ Feminino  Positivo Positivo
convivio em
area rural
35 SSA*** Feminino  Positivo Negativo
36 Mialgia; Masculino  Negativo  Negativo
Artralgia
37 Exerce Osteomuscular ~ Feminino  Negativo  Negativo
atividade
profissional
em area
rural
38 Mialgia; Masculino  Negativo  Negativo
Artralgia; Artrite
39 Mialgia; Masculino  Positivo ~ Negativo
Artralgia

*As amostras 22 e 40 foram excluidas do trabalho por ndo haver correspondéncia na
numeragdo entre os frascos de soro e sangue, **Q/P = queixas principais dos pacientes,

***SJS A= Sem Sintomas Articulares.

Dos resultados obtidos a partir do ensaio de PCR, 55,26% (21/38) das amostras
apresentaram resultados positivos, sendo que 18,42% (7/38) das amostras foram provenientes
de individuos do sexo masculino e 36,84% (14/38) do feminino (Tabela 2).

As andlises estatisticas indicaram que ndo houve diferenca na prevaléncia da brucelose
entre os sexos (p= 0,980) bem como nao houve entre os individuos com clinica de doencas
reumatoldgicas e os que nao apresentaram essa clinica (p=0,955).

Cabe destacar que, em alguns casos, os resultados dos ensaios PABA e PCR nao foram
congruentes, em que as amostras 3, 12 e 13 foram positivas apenas na PCR e as amostras 2,
7,10, 17, 21, 35 e 39 positivas no PABA (Tabela 2).

Os produtos obtidos na PCR e clonados foram sequenciados (amostras testes e os
controles positivos DNA de B. canis e B. abortus) e um fragmento de 224pb correspondendo
ao gene besp31 foi obtido. A similaridade genética das amostras sequenciadas foram > 98,8%

quando confrontadas pelo Blastn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) com as outras espécies
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de Brucella. Todas as sequéncias obtidas no presente estudo, apresentaram polimorfismo de
quatro nucleotideos nos primeiros quatro pares de bases do gene, referentes a regido de
alinhamento do oligonucleotideo iniciador B4 em relagdo as sequencias de Brucella spp.
depositadas no GenBank (Figura 1).

Excetuando o polimorfismo observado nas sequencias, foi possivel observar a presenga
de dois gendtipos G1 e G2, amplificados a partir das amostras de sangue. Sendo que G1 eo
controle positivo B. canis foram 100% similares a outras sequencias de Brucella spp.,
enquanto que G2 e o controle positivo B. abortus apresentaram variagdes de um e dois
polimorfismos adicionais, respectivamente, representando genotipos tUnicos quando
confrontados com a base de dados (Figura 1). Brucella inopinata, B. melitensis, B. suis ¢ duas
espécies ndo identificadas a nivel especifico também apresentaram polimorfimos (Figura 1).

Vale destacar que os polimorfismos encontrados ndo representaram alteragdo na
sequéncia de aminodcidos, exceto nos trés primeiros das sequencias obtidas no presente
estudo que resultaram em substitui¢do de um residuo de glicina (GGC) por isoleucia (ATT),
também ocorreu um alteragdo como o residuo 31 do controle de B. abortus em que uma
treonina (ACC) foi substituida por isoleucina (ATC) (Figura 1). As similaridades genéticas
entre todas as amostras estdo representadas na Figura 2, e mostra que as quatro sequéncias
obtidas no presente estudo sdo mais similares entre si quando comparadas as sequencias

obtidas a partir da base de dados.
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Figura 1. Alinhamento dos nucleotideos e respectivos residuos de aminoacidos (iniciando no
frame 2) referentes a proteina BSP 31 das sequencias de Brucella spp., geradas no presente
estudo e obtidas na base de dados do GenBank (associadas aos respectivos numeros de
acesso). Estdo discriminados apenas o consenso € os respectivos polimorfismos. As quatros

primeiras sequencias (Brucella G1, Brucella G2, B. abortus e B.canis) foram obtidas no

presente estudo.
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Figura 2. Matriz de similaridade genética entre as sequéncias do gene besp 31 de Brucella spp.,

obtidas no presente estudo e da base de dados do GenBank, utilizadas no alinhamento genético.

As 4 primeiras sequencias (Brucella G1, Brucella G2, Brucella abortus e B_canis) foram

obtidas no presente estudo. O gradiente de cores varia da seguinte forma: quanto mais escuro,

maior a similaridade genética.
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5.4 DISCUSSAO

Com base nos ensaios PABA e PCR, foi possivel observar que em algumas amostras os
resultados ndo foram congruentes. Este fato, provavelmente estd relacionado aos aspectos
biologicos da bactéria no organismo do hospedeiro. Sabe-se que os sitios preferenciais de
infeccdo por Brucella spp. sdo as regides articulares, com grande afinidade pelo liquido
sinovial. Como o material bioldgico utilizado para extracdo de DNA para PCR foi o sangue,
isto pode explicar auséncia de positividade em tais ensaios. Por outro lado, a sorologia que
detecta anticorpos, pode se mostrar positiva. Cabe destacar que varios estudos t€ém usado
sangue como fonte de DNA para PCR na detec¢do de Brucella spp., demonstrando alta
sensibilidade e especificidade (Keid et al., 2017, Rahdar, et al., 2018; Oliveira et al., 2019).

Cabe destacar que o diagnostico definitivo da brucelose baseia-se no isolamento da
bactéria. Todavia, este método apresenta relativa lentidao e taxa de isolamento variavel
(dependente de duracdo de infec¢do e métodos usados), por isso, na maioria dos casos sdao
usados métodos sorologicos (Lebre et al., 2013). E ainda, de acordo com Lebre et al. (2013),
o diagnoéstico definitivo da brucelose requer o isolamento do agente etiologico no sangue,
medula 6ssea ou outros tecidos ou fluidos biologicos.

A probabilidade de isolamento da bactéria em cultura de sangue depende da fase da
infeccdo e da técnica de cultura usada, com valores entre 80-90% em fase aguda e 30-70% em
fase cronica. Por outro lado, as bactérias do género Brucella, podem sobreviver em
macréfagos e osteoblastos, os quais levam a produg¢ao de citocinas, quimiocinas e
metaloproteinases de matriz, induzindo inflamacao e resultando gradualmente em lesdes
articulares (Kahlenberg, 2011).

Com isso, os fatores de viruléncia desempenham papel essencial na interacdo
macréfago-bactérias e, consequentemente, na evasdo ao sistema imune. Dessa forma, em
alguns casos onde a produg¢ao de anticorpos ainda ¢ indetectavel na sorologia, pode-se detectar
o DNA da bactéria no sangue do individuo (circulando dentro de macréfagos), explicando
assim a auséncia de positividade no exame sorologico e sua presenca no ensaio de PCR. A
caracteristica principal das bactérias ¢ a capacidade de sobreviver dentro dos macrofagos; a
penetracao neste constitui também um mecanismo de escape da bactéria e permitindo a ela
permanecer mais tempo dentro do organismo, circulando na corrente sanguinea (Machado et
al, 2019).

Com os resultados obtidos foi possivel observar que apesar de a prevaléncia de Brucella
nao apresentar diferengas significativas entre os sexos, individuos do sexo feminino tenderam

a demonstrar maiores valores, fato que estd em desacordo com a literatura (Tasova et al.,

9
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1999). Tal fato pode sugerir relagdes de cultura regional por grande participacdo feminina nas
atividades do campo (Tasova et al., 1999). Com base num estudo realizado pela Sociedade
Portuguesa de Reumatologia, na ultima década ocorreu uma redugao do nimero de casos de
brucelose em Portugal, que apresentava a maior incidéncia da doenca em individuos do sexo
masculino (Santiago et al., 2011).

A auséncia de diferengas estatistica na prevaléncia de brucelose entre os sexos pode
estar relacionada ao pequeno tamanho da amostra (apenas 38 individuos), fato que pode
induzir a erro estatistico do tipo I (Zar, 2010). A auséncia de diferengas na prevaléncia de
Brucella entre individuos com ou sem sintomas de doengas reumatoldgicas pode estar
relacionado ao que foi ressaltado anteriormente, bem como pelo fato de que a avaliagdo clinica
original ndo apresentou enfoque especifico em brucelose e doengas reumatologicas, mas sim
na Sindrome de Baggio-Yoshinari como ressaltado na metodologia. Dessa forma,
informacdes importantes podem ter sido omitidas.

Cabe destacar que, nas informagdes provenientes dos individuos individuos os quais as
amostras bioldgicas foram obtidas, 1/3 das amostras provieram daquels que moram em areas
rurais € quase 1/2 convive com animais, fato que reforca os fatores de risco associados a
infec¢do por Brucella.

Os alinhamentos das sequéncias correspondentes ao gene bcsp31 de Brucella spp.
revelaram certa estabilidade genética, todavia alguns polimorfismos foram encontrados. A
maioria destes polimorfismos nao causou altera¢ao na sequéncia dos residuos de aminoacidos,
exceto aqueles observados nas sequéncias obtidas no presente estudo. Os quatros primeiros
nucleotideos das sequéncias, apresentaram polimorfismos relativos a alta conservagao notada
em outras sequéncias do banco de dados. Estes nucleotideos correspondem a regido de
anelamento do oligonucleotideo iniciador B4 (Baily et al., 1992), fato que pode ter relagao
com a dificuldade de amplificagdo em alguns ensaios de PCR realizados durante o estudo.
Esses mesmos polimorfismos levaram a substituicdo de um residuo de glicina por um de
isoleucina, bem como este tltimo residuo substituiu uma treonina na sequéncia do isolado de
B. abortus. Pode ser que essas alteragcdes na sequéncia de aminoacidos causem alteragcdes na
proteina sintetizada e, por consequéncia influenciar a viruléncia da bactéria. Estudos futuros
$30 necessarios para confirmacao dessa premissa.

Devido ao alto grau de conservagao nas sequéncias do gene besp31 de Brucella spp, ndo
foi possivel inferir a espécie de Brucella com suporte suficiente a partir do material genético
encontrado nas amostras de sangue. Para identificagcdo de espécies de Brucella se faz

necessario a utilizacdo de outros marcadores moleculares como, por exemplo, aqueles que
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amplifiquem a as regides varidveis do Cromossomo II (Garcia et al., 2006). Apesar de ndo
identificarmos a espécie de Brucella foi possivel observar uma alta similaridade genética entre
as quatro sequéncias obtidas no presente estudo, fato que pode estar relacionado a
proximidade geografica onde as amostras foram obtidas, bem como B. inopinata se mostrou
bastante divergente em relagdo as outras (ver Figura 2 para mais detalhes).

Cabe ressaltar que os dados obtidos sdo de grande relevancia devido a escassez de
informacdes sobre a prevaléncia de brucelose em humanos no Brasil. Além disso, a doenca
apresenta carater cronico e ndo faz parte do grupo de doengas com notificagdo obrigatéria. As
notificagdes sdo realizadas em caso de surtos, dessa forma, os casos isolados passam
despercebidos (Soares et al., 2015). Como dito anteriormente, a brucelose ¢ uma doenga de
grande morbidade e estd correlacionada a vdarias complicagdes, principalmente, as
osteoarticulares, que ocorrem em até 60% dos casos (Mello et al., 2007). Em relacdo ao
presente estudo, foi possivel observar que 32% dos pacientes com doencas reumatoldgicas
apresentaram sorologia positiva para brucelose. Dessa forma, vale investigar os quadros
relativos a essas enfermidades, pois esses sao comuns em 20 a 40% dos casos de brucelose
humana, em que ocorre envolvimento de artrite periférica, sacroileite e espondilolistese
(Sampaio et al., 2004).

Casos de brucelose correlacionados a espondilodiscites e demais alteragdes na coluna
vertebral, principalmente lombar, sdo descritos na literatura e acabam por limitar o trabalho
do individuo. Em situacdes ainda mais severas, sdo descritas encefalite, meningite
(neurobrucelose), neurites periféricas e endocardite bacteriana (2%), as quais podem culminar
em Obito caso ndo diagnosticadas precocemente de forma correta (Calderaro et al., 2003). De
acordo com estudos de Lebre et al., 2013 se referindo a um estudo imagioldgico, viu-se que
em 97,6% dos doentes que realizaram ressonancia magnética da coluna apresentaram
alteracoes sugestivas de espondilodiscite. A tomografia computorizada da coluna foi realizada
em 32 (59,3%) doentes, apresentando 81,3% (26/32) de achados sugestivos para
espondilodiscite. Outros autores corroboram a informacao de que a espondilodiscite ocorre
predominantemente na coluna, mais frequentemente no segmento lombar. Atinge
caracteristicamente e de forma precoce, a regido anterior da face superior do corpo vertebral,
evoluindo para lesdes erosivas, com ou sem formacao de abcessos paravertebrais e posterior
fusdo dos corpos vertebrais. O espectro de lesdes osteo-articulares inclui ainda tenossinovites
e bursites (Zompala et al., 2000).

Os resultados obtidos mostraram alta prevaléncia de brucelose nas amostras estudadas,

e isso chama a atencdo para um perigo de satde publica, devido a morbidez que a doenca

9
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causa. Com isso sdo necessarias as associagdes de métodos diagnosticos, sinais clinicos e
ensaios laboratoriais (PABA e PCR) para o diagnostico da doenga, bem como ¢ interessante
que os profissionais de medicina considerem a pesquisa de Brucella spp. como possiveis

precusores de doengas reumatoldgicas.
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“O artigo a seguir foi elaborado a partir das normas da Revista Acta Tropica”.

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA BRUCELOSE EM HUMANOS NO
BRASIL

EPIDEMIOLOGICAL ASPECTS OF HUMAN BRUCELOSIS IN BRAZIL

Resumo: No Brasil, o conhecimento epidemioldgico acerca da brucelose em humanos
ainda ¢ lacunar e incipiente, fato que pode representar problema de satide publica e
comprometer a qualidade de vida do individuo. O presente estudo teve como objetivo
identificar possiveis aspectos epidemiologicos associados a brucelose em humanos no Brasil,
com base nos dados do Ministério da Satude coletados entre os anos de 2013 a 2017, obtidos
via sistema eletronico do Servigo de Informagao ao Cidadao (e-SIC). Para avaliar os aspectos
epidemiologicos, foram considerados dados de prevaléncia da brucelose sendo as diferencas
neste indice testadas de acordo com o sexo dos individuos (masculino e feminino), area de
habitagdo (urbana ou rural), ocupacdo (se exerce atividade laboral de risco a infec¢do), faixa
etaria (crianga, adolescente, jovem, adulto, idoso), regido do pais (Norte, Sul, Sudeste, Centro-
Oeste, Nordeste) e ano (2013-2017). Foi constatado que individuos do sexo masculino estao
mais propensos a infecgao por Brucella. Individuos que habitam areas urbanas apresentaram
maiores prevaléncias de infecgdo, pois muitos exercem atividade laboral em 4reas rurais
periurbanas adquirindo a infeccdo no local de trabalho. Neste sentido, a ocupag¢dao que o
individuo exerce (trabalho) representa grande risco a infec¢do, principalmente atividades
ligadas de alguma forma a pecuaria (criagdo, matadouro, processamento e beneficiamento de
produtos com origem animal), representando carater zoonético. A amplitude de idade de 19—
59 (jovens e adultos) apresentou as maiores prevaléncias de brucelose, fato que também esta
relacionado a atividade laboral, uma vez que tais individuos estdo em idade de trabalho, a
probabilidade e exposi¢do ao patdogeno ¢ aumentada. Observou-se também que a distribui¢ao
da doenca dentre as regides do Brasil certamente esta ligada as atividades pecuarias, sendo o
Centro-Oeste a regido com maior rebanho de gado de corte do pais e, consequentemente,
maior prevaléncia de brucelose. Por fim, a analise temporal da doenca demonstrou
inconstancia e inconsisténcia, reforcando a premissa de que o sistema de notificagdo e
diagnostico da brucelose no Brasil ainda ¢ falho resultando no atual conhecimento
epidemioldgico incipiente. Sendo assim, os aspectos epidemiologicos devem estar atrelados
as questdes zoonoticas e ¢ de suma importancia que a metodologia diagnostica relacionada a
brucelose seja padronizada, melhorada, o esquema de notificagdo seja obrigatério, eficiente,
bem como as informagdes acerca da doenga sejam melhores difundidas na populacao
(sobretudo a parcela de risco). Principalmente porque a brucelose compromete a qualidade de
vida e o rendimento laboral do individuo.

Palavras-chave: Satude publica, epidemiologia, brucelose humana.

Summary: The current epidemiological knowledge regarding human brucelosis in Brazil is
still scarce, which may represents a public health problem and compromise the life quality.
The present work aimed to identify possibel epidemiological aspects associated with human
brucelosis in Brazil, based on a dataset from the ‘Ministério da Saude’ gethered from 2013
to 2017, obtained through the eletronic system ‘Servigo de Informagao ao Cidadao (e-SIC)’.
In order to evaluate the epidemiological aspects, data on prevalence of brucelosis was taking
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into account, in which differences on this index were tested according to the sex of the
individual (male, female), living area (urban, rural), laboral occupation (with risk of infection
or no), age group (children, teenager, youg, adult, aged), region of the country (North, South,
Southeast, Center-West, Northeast) and year (2013-2017). Male individulas were more
infected by Brucella than females as well as those inhabiting urban areas. This panorama
may be related to the fact that most of these individual exercise some work activity in rural
areas (acquiring the infection), but live in cities. In this sense, the job of the individual may
represents great risk of infection, mainly regarding those activities linked to livestock (cattle
rising, sloughter houses, processing of products of animal origin), representing a zoonotic
character. Individuals aged from 19 to 58 (youngs and adults) showed the highest prevalence
values of brucelosis, which may also be related to work activities, since these people are in
laboral age the propability of infection is favoured. The prevalences among the Brazilian
political regions probably are related to livestock activities, in which the Center-West that
has the biggest herds of livestock in the country, showed much higher prevalence of
brucelosis when compared with other regions. The temporal analysis (from 2013 to 2017)
showed inconstancy and inconsistency, reinforcing that the current diagnostic and
notification system in Brazil are still flawed, which results in shollowd epidemiological
knowledge. Therefore, the epidemiological aspects of brucelosis must be linked to zoonotic
issues and it is very important that diagnosis must be improved, as well as information
regarding the disease should be better available to the population (mainly those individuals
at risk). Mainly beacuse the brucelosis compromises the live quality and work income of the
individual.

Key words: Public health, epidemiology, human brucelosis.

6.1 Introducao

A brucelose se apresenta inicialmente como uma infec¢do aguda que meses depois, ja
em sua forma cronica, causa febre de origem indeterminada com diversas manifestagdes
inespecificas. Além da febre, podem ocorrer outros sintomas como hipersudorese, anorexia,
astenia, fadiga, emagrecimento, depressao e artralgias. (Santiago et al., 2011). Os agentes
etiologicos da brucelose sdo bactérias intracelulares facultativas que necessitam
obrigatoriamente de um hospedeiro para sua sobrevivéncia, sendo que diferentes espécies
de Brucella exibem preferéncias por hospedeiros e diferem quanto ao seu grau de
patogenicidade (Hirsh e Zee, 2003).

No Brasil, ndo existem dados epidemiologicos acerca da brucelose humana, mesmo
abrigando a maior populagdo comercial de bovinos do mundo, o que ¢ fator de risco para o
aumento da prevaléncia da doenga humana causada por B. abortus (Pappas, et al., 2006). E
em relacdo a incidéncia da brucelose humana no Brasil, o nimero ainda ¢ subestimado, pois
o quadro clinico da doenga é extremamente varidvel, por ndo ser declarada as autoridades

sanitarias e por ser diagnosticada erroneamente por médicos. A verdadeira incidéncia pode
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ser estimada em 10 a 25 vezes maior que o relatado (Nimri, 2003).

Segundo dados de 2011 publicados pelo Ministério da Saiade, o perfil de
morbimortalidade dos trabalhadores brasileiros tem apresentado relagao direta com a natureza
das condi¢des de trabalho e informagdes relativas ao oficio, fato que pode muitas vezes
determinar se os trabalhadores se expdem ou nao a riscos de infec¢des por doengas (Queiroz
e Maciel, 2001). Devido a problematica apresentada anteriormente e, principalmente pelo fato
da brucelose representar alto risco a saude publica, o presente trabalho teve como objetivo
analisar os dados do Ministério da Saude referentes as informagdes da brucelose humana no
Brasil, de 2013 a 2017, obtidos via sistema eletronico do Servi¢o de Informacao ao Cidadao

(e-SIC), e assim identificar aspectos epidemioldgicos da doenga no pais.

6.2 Materiais e Métodos:

A presente metandlise foi baseada nos dados do Ministério da Satde (MS) entre os
anos de 2013 e 2017, obtidos via sistema eletronico do Servigo de Informagao ao Cidadao (e-
SIC), referentes as informagdes sobre brucelose humana, no Brasil. Foram avaliadas
diferengas na prevaléncia da brucelose entre as variaveis de interesse que constavam nos dados
do MS, e as quais foram definidas e escolhidas de acordo com estudos prévios, bem como
objetivando avaliacdo do perfil da distribuicao geografica (por regides do pais) e temporal (de
2013 a 2017) da doenca. As variaveis utilizadas foram relativas ao sexo dos individuos
(masculino e feminino), a area de habitagao (urbana ou rural), ocupagdo (se exerce atividade
de risco a infec¢do por Brucella ou ndo), faixa etaria (crianga, adolescente, jovem, adulto,
idoso), regido do pais (Norte, Sul, Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste) e ano (2013, 2014, 2015,
2016, 2017). As regides Nordeste e Sudeste foram excluidas das andlises estatisticas, pois
apresentaram apenas 5 e 27 observagdes, respectivamente, durante todo o periodo estudado,
sendo assim incipientes (IBGE, 2015). Dados nulos ou em branco, bem como diagndsticos
inconclusivos, ndo foram incluidos nas analises.

Uma analise preliminar foi realizada para verificar se os dados referentes as variaveis
seguiam uma curva normal de distribuigdo, através do teste de Kolmogorov-Smirnov (K-S)
(Zar, 2010). Para avaliar possiveis diferencas na prevaléncia de brucelose entre individuos do
sexo masculino e feminino, habitantes em area urbana e rural e individuos que exercem ou
nao trabalho que representa risco de infec¢ao a brucelose, foram utilizados modelos lineares
generalizados (GLM) de regressao logistica e, em caso de significancia estatistica (p < 0,05),

foi calculada a razao de chance do modelo (odds ratio [OR]) em que 0 < OR < 1 indica relagao
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negativa entre as varidveis (fator de prote¢do), OR = 1 indica auséncia de relacdo entre as
variaveis € OR > 1 indica relagdo positiva entre as variaveis (fator de risco), além disso, o
intervalo de confianca (95%) do modelo também foi estimado, sendo que se o valor 1 estiver
incluido no intervalo o modelo ¢ considerado nulo (Dohoo et al., 2003). As variaveis de
referéncia em cada modelo foram sexo masculino, habitacdo em area rural e atividade de
trabalho que exerce risco a infecgdo por Brucella spp.

Para avaliar diferengas na prevaléncia de brucelose entre faixas etarias dos individuos,
regides do pais e ao longo dos cinco anos de observacdes, foi utilizada a analise de variancia
(one way-ANOVA) seguida por um poés-teste (post-hoc) de Tukey para multiplas
comparagdes, uma vez que os dados seguiram uma distribui¢do normal segundo o teste de K-
S (Zar, 2010).

Todas as andlises foram realizadas com auxilio do programa estatistico R (R

Development Core Team, 2008).

6.3 Resultados e discussao

6.3.1 Panorama geral da brucelose humana no Brasil, suas relacées com o sexo, area
de habitacao e atividade laboral dos individuos, segundo dados do Ministério
da Saude de 2013 a 2017
O banco de dados foi composto por 2.681 registros, dos quais 2.175 (81,1%)
apresentaram diagnostico conclusivo (seja positivo ou negativo). Este fato indica certa
fragilidade na detec¢cdo deste agente infeccioso no Brasil, visto que aproximadamente 20%
dos testes foram inconclusivos, sugerindo que melhorias devem ser implantadas nesse sentido.
Em relagdo ao sexo dos individuos, notou-se que ser do sexo masculino representou
um fator de risco a brucelose (Tabela 1). Em estudo similar realizado em Portugal, onde foi
verificado espondilodiscite brucélica e associada a brucelose, viu-se que a maioria das pessoas
infectadas por Brucella (55,6%) foram do sexo masculino (Lebre et al., 2014)
Mesmo com essa porcentagem, nao se pode afirmar que a brucelose tem predilecao
pelo sexo masculino, em fun¢do das atividades de exposi¢do exercidas pelo homem, talvez, a
auséncia de um servigo especifico de notificagdo para a brucelose possa mascarar a real
incidéncia da doenca e suas variaveis, (Buzgan et al., 2010). E ainda precisa se considerar a
ideia de que os homens procuram menos os servicos de saude, sendo assim os dados podem
ser maiores.

Na China, a brucelose ¢ de notificagdo compulsoéria, tanto em humanos quanto nos
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animais, por meio do sistema de notificagao chinés, e os casos notificado em humanos ¢ de
162.329 no periodo de margo a agosto de 2013 em todas as Unidades de Satde da Familia
(USF) (Soares et al., 2015).Com uma prevaléncia de 41,1% em 1.201 de 2.922 municipios
dos amostrado, nesse estudo foi observando-se um processo sazonal de picos de casos na
primavera e verdo, predominando o sexo masculino, e mais da metade dos casos tinha idade

compreendida entre 30 e 49 anos( McDonald et al, 2006)

Tabela 1: Prevaléncia de brucelose de acordo com o sexo, area de habitacao e atividade
laboral, no Brasil, dados do Ministério da Saude de 2013 a 2017, associadas aos
coeficientes dos respectivos testes estatisticos. O nivel de significincia adotado foi de p <
0,05.

Variaveis Grupos Prevaléncia (%) p OR IC
Sexo Masculino 34,81 <0,001 1,7 1,38-2,08
Feminino 23,86
Area de habitacao Urbana 33,71 0,007 0,77 0,64-0,93
Rural 28,29
Atividade laboral = Considerada de risco 94,50 <0,001 3,73 2,16-6,43
Nao considerada de risco 82,15

OR = odds ratio (razao de chance); IC = intervalo de confianga de 95%.

Com relagdo a area de habitagdo dos individuos, foi possivel constatar que a prevaléncia
de brucelose apresentou-se mais elevada em areas urbanas (Tabela 1), fato que se contrapde
ao encontrado por Gongalves et al. (2013) em um estudo realizado em Jataizinho, estado do
Parana. Todavia, estes mesmos autores postularam que o principal fator de risco a infeccao
por Brucella estaria ligado ao trabalho exercido em areas rurais e ndo necessariamente ao fato
do individuo simplesmente habitar a regido. Sendo assim, ¢ plausivel a possibilidade de que
habitantes das cidades, que exercam alguma atividade laboral de risco, se infectem com maior
frequéncia do que aqueles que vivem em areas rurais muitos habitantes de areas urbanas,
sobretudo em regides de intensa atividade pecudria, apresentam jornadas trabalhistas em areas
rurais, exercendo alguma atividade de risco a brucelose.

A transmissdo ocorre entre humanos por contato direto ou indireto com animais
infectados, anexos fetais ou abortos, bem como através da ingestao de produtos de origem

animal contaminados, e manipulagdo de carcacas e visceras durante abates sanitarios (Sola et

al., 2014).
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A prevaléncia de brucelose também foi claramente maior no grupo de individuos que
exercem alguma atividade laboral considerada de risco (Tabela 1), pois, ¢ uma doenca
ocupacional, ocupando lugar de destaque, afetando geralmente grupos profissionais da area
de pecuaria, ou os que lidam com animais, principalmente os de producdo leiteira. Porém,
sabe-se que pode acometer, ainda, os funciondrios que participam diretamente do abate de
animais e que estdo expostos ao sangue, carcagas e visceras (Cardoso et al., 2011).

Os médicos veterindrios estdo sujeitos aos mesmos riscos, durante exercicio das
atividades de assisténcia as criagdes ou inspecao sanitaria de produtos de origem animal nos
abatedouros (Germano et al., 2003). Brucelose faz parte da lista de doengas infecciosas e
parasitarias relacionadas ao trabalho, sendo classificada no Grupo I do Cédigo Internacional
de Doengas - CID 10 e mesmo em locais considerados livres de brucelose animal, podem
ocorrer casos importados devido a circulacao de pessoas de areas endémicas para as livres
(Brasil, 1999).

Diversos estudos corroboram tais resultados, como por exemplo, Spinola et al. (2008)
que encontraram 66,40% dos empregados de um frigorifico em Salvador, Bahia, infectados
por Brucella, chamando a atencdo para os setores de suinos que retiveram 33,33% dos
infectados, os quais trabalhavam com manipulagio de visceras.

Este panorama nao ¢ notado somente no Brasil, mas outros paises, sobretudo em
desenvolvimento como mostra o estudo realizado por Franco et al. (2017) na Republica de
Angola onde profissionais ligados a atividades pecudrias, de matadouros e agougues se
apresentaram altamente infectados.

Segundo Franco et al. (2017), a maioria dos trabalhadores em setores e atividades de
risco a infec¢do por Brucella, ndo utilizam medidas de biossegurancga (e.g. consomem leite e
produtos lacteos nao pasteurizados no local), expressando falta de conhecimento sobre a
brucelose e sugerindo necessidade em aumentar o nivel de entendimento desses profissionais,
especialmente para os criadores e profissionais. E essencial, em termos de satide publica ¢ em
termos individuais, que os profissionais tenham conhecimentos sobre brucelose animal e as
respectivas medidas de prevengao (Franco et al., 2017).

Se tratando de brucelose, ainda € preciso repensar as politicas publicas voltadas para
a parcela da populacdo acometida pela doenca, ndo somente pelas manifestagdes agudas, mas
principalmente pelo efeito pds infecg¢do, pois as consequéncias da doenca permanecem e
alteram a qualidade de vida e o rendimento laboral dos individuos (Lima et al., 2010). Mesmo
que ja se conheca os fatores que contribuem para o desenvolvimento das doengas do trabalho,

a reabilitacdo de trabalhadores ¢ um dos maiores desafios contemporaneos para o campo da

9
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satide publica no Brasil (Lima et al., 2010).

6.3.2 Prevaléncia de brucelose de acordo com as faixas etarias no Brasil, segundo
dados do Ministério da Saude de 2013 a 2017

A prevaléncia de brucelose, segundo o banco de dados analisado, foi menor em
criancas (0 a 11 anos), sendo estatisticamente diferente de todas as outras faixas etarias (p <
0,001; Fa2179 = 19,747), exceto adolescentes (12 a 18 anos) (p = 0,91; F42179 = 19,747) os
quais apresentaram prevaléncia de brucelose ligeiramente maior que criangas (Figura 3).
Jovens (19 a 29 anos), adultos (30 a 59 anos) e idosos (acima de 60 anos) apresentaram as
maiores prevaléncias de brucelose, sendo que jovens e adultos exibiram praticamente o
mesmo valor, e idosos um valor mais baixo (Figura 3). Todavia, a prevaléncia de brucelose

entre jovens, adultos e idosos ndo diferiu estatisticamente (0,055 <p <0,995; F42179 = 19,747).

Prevaléncia por faixa etaria
359%b 36%?®
26%?°
13%?
8%?
Crianga Adolescente Jovem Adulto Idoso

Figura 3. Prevaléncia de brucelose em humanos por faixas etarias no Brasil, segundo
dados do e-SIC de 2013 a 2017. Letras iguais representam valores de prevaléncia
estatisticamente iguais (nivel de significancia de p < 0,05) (0 a 11 anos: crianga; 12 a 18:

adolescente; 19 a 29: jovem; 31 a 59: adulto, 60 em diante: idoso).

No geral, foi possivel perceber o apice da prevaléncia de brucelose em individuos
jovens e adultos, sendo que de maneira similar, outros estudos sugerem uma maior prevaléncia
de brucelose concentrada em individuos na faixa etaria de 20 a 29 anos (Franco et al., 2012)
ou 20 a 64 anos com idade média de 41,8 (Soares et al., 2015). Tal tendéncia pode estar

relacionada principalmente ao fato de que esta faixa de idade (jovens e adultos) compreende
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individuos mais ativos e em tempo laboral, o qual pode ser uma atividade que representa risco
de infec¢do, como discutido anteriormente. Nesse sentido, Spinola et al. (2008) registraram
81,59% dos empregados de um frigorifico com sorologia positiva para brucelose, sendo estes
com idade entre 20 e 40 anos.

Outra possibilidade que também pode estar ligada a esses resultados ¢ o fato de que
jovem e adulto compreende a maior parte da vida, aumentando a probabilidade de infecgdo
por maior tempo de exposi¢ao ao patdégeno, quando comparado com criangas e adolescentes.

Por fim, em idosos a prevaléncia de brucelose sofre um leve declinio, fato que pode
estar relacionado com a taxa de mortalidade de individuos infectados e reducao na expectativa

de vida, por complicagdes decorrentes da doenca e da propria idade avancada.

6.3.3 Prevaléncia de brucelose nas regioes do Brasil, segundo dados do Ministério da
Saude de 2013 a 2017

Dentre as regides do Brasil, o Centro-Oeste apresentou maior prevaléncia de brucelose
(77,1%), seguido pelo Sudeste (44,4%), Sul (27,2%), Norte (23,5%) e por tltimo Nordeste
(20,0%) (Figura 4). As regides Sudeste e Nordeste ndo foram incluidas nas analises
estatisticas, pois apresentaram baixa amostragem (apenas 27 e 5 registros, respectivamente).
Quando comparadas, apenas a prevaléncia de brucelose na regido Centro Oeste foi
estatisticamente diferente das outras regides (p < 0,03; F42103 = 59,706). Todavia e de maneira
geral, os resultados encontrados estdo correlacionados com a distribuigdo dos rebanhos e
atividade pecudria no Brasil, em que a regido Centro-Oeste apresenta o maior rebanho de gado
de corte do pais, o Sudeste o maior rebanho de gado de leite e a regido Sul o maior rebanho
suino (EMBRAPA PANTANAL, 2018).

Segundo alguns estudos chamam a atencao o fato de o Brasil ser um pais que reconhece
a brucelose animal como importante zoonose e, no entanto, ignorar a infecgdo em seres
humanos, pois além da doenga estar evidenciada em varios rebanhos do pais, o Brasil se situa
bem proximo de paises considerados endémicos, como exemplo, o Peru e a Argentina (Pappas
et al., 2006; Lawinsky et al., 2010), evidéncias as quais corroboram os resultados obtidos no
presente trabalho.

Os resultados anteriores demonstram uma situagdo alarmante, principalmente porque
em varias partes do mundo a brucelose humana ¢ considerada uma doenga comum ha
décadas, e estes paises ja enfrentam desafios para erradicd-la, enquanto no Brasil a
epidemiologia da doenga ¢ pouco conhecida e apresenta dados escassos (Soares et al., 2015).

Além disso, a prevaléncia real da brucelose humana no Brasil ¢ subestimada devido ao

9
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quadro clinico da doenga ser extremamente variavel, por ndo ser declarada as autoridades
sanitarias e por ser diagnosticada erroneamente por médicos. Assim sendo, a verdadeira
prevaléncia pode ser estimada em 10 a 25 vezes maiores que o relatado (Nimri, 2003).
Cabe ainda destacar que no Brasil, de acordo como Sistema de Informacgdes
Hospitalares do SUS - SIH/SUS do Ministério da Satde, de janeiro de 2008 a abril 2011
houve 108 internagdes em decorréncia de brucelose no ambito do SUS, sendo 13 na Regido
Norte, na Regido Nordeste 17, na Regido Sudeste 34, 38 na Regido Sul e 6 na Regido Centro-
Oeste. A média de dias de internagdo por brucelose no pais durante aquele periodo foi de 9,5
dias. Com relag@o ao niimero de 6bitos ocorridos neste mesmo periodo, foram registrados 1
obito na Regido Nordeste, 1 na Regido Sudeste e 2 na Regido Sul. (Brasil, 2011). Fato que
reforga a importancia de um conhecimento solido acerca da epidemiologia da brucelose no

Brasil, bem como demonstra o atual conhecimento lacunar e difuso acerca do tema.
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Figura 4. Prevaléncia da brucelose em humanos de acordo com as regides do Brasil, segundo
dados do Ministério da Satide de 2013 a 2017. Letras iguais representam valores de
prevaléncia estatisticamente iguais (nivel de significancia de p < 0,05), asterisco (*) indica

valores ndo considerados nas analises estatisticas devido a baixa amostragem.

6.3.4 Panorama geral da prevaléncia de brucelose humana de 2013 a 2017 no Brasil,
segundo dados do Ministério da Saude
A brucelose ainda ¢ um problema global de saude publica, com aproximadamente

500.000 novos casos de infec¢do humana a cada ano, considerando todas as espécies de

9
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Brucella, embora a maioria dos paises ja o controla (Nielsen e Yu, 2010). Os resultados do
presente estudo demonstraram um acentuado crescimento na prevaléncia de brucelose humana
do Brasil de 2013 a 2015, sendo que as diferengas nesses numeros foram estatisticamente
diferentes (Figura 5). No ano de 2016 houve uma ligeira queda neste indice, o qual diferiu
estatisticamente de todos os outros anos e em 2017 a prevaléncia voltou a crescer atingindo
um valor equivalente aquele observado em 2015 (Figura 5). A tnica explicagdo plausivel para
este padrao esta relacionada ao fato de que 2013 e 2014 apresentaram apenas 66 e 137
observagoes, respectivamente, em comparagao aos anos de 2015 (n =557), 2016 (n=804) e
2017 (n = 607). Sendo assim, quanto mais abrangente for a amostragem, maior serd a
probabilidade de que uma pessoa infectada seja detectada. Além disso, em um pais tdo extenso
e populoso como o Brasil ¢ de suma importancia que as amostragens sejam anualmente, € em
longo prazo, amplas a fim de se observar os verdadeiros padrdes temporais da doenca.

Ainda que a brucelose seja uma doenca reconhecida mundialmente como potente
infeccdo em humanos e animais, no Brasil esta ndo representa um agravo de notificagio
compulsoria e o pais ndo possui uma rede organizada de saude publica capaz de identificar
casos humanos (Lawinsky et al., 2010; Ministério da Satde, 2010). Mesmo assim, em casos
isolados surtos da doenca deveriam ser notificados, investigados e medidas de controle
adotadas (Ministério da Saude, 2010). Tais fatos certamente comprometem a verdadeira
estimativa anual da doeng¢a no pais. Nesse sentido, € pertinente destacar os dados apresentados
por Soares et al. (2015) referentes ao municipio de Marechal Deodoro, no estado de Alagoas,
onde foi constatada prevaléncia de brucelose humana de 4,4% e, segundo os autores, a doenca
era absolutamente desconhecida na regido, ndo havia qualquer dado ou nota técnica para os
profissionais de saude sobre o tema e, consequentemente, nenhum registro no sistema de
informacao de agravos de notificagao (SINAN). Por fim, a populacdo que procurava o servigo

de satde nao foi orientada adequadamente.
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Figura 5. Prevaléncia da brucelose em humanos no Brasil no periodo de 2013 a 2017, segundo
dados do Ministério da Saude. Letras iguais representam valores de prevaléncia

estatisticamente iguais (nivel de significancia de p < 0,05).

6.4 Conclusao:

A presente abordagem destaca a importancia de se estudar a brucelose em humanos, e
0 quanto este conhecimento precisa ser aprofundado e o tema esclarecido para a populagao,
ndo somente para os grupos de risco, mas também para todos os segmentos da sociedade. Os
resultados também mostraram claramente que a problematica da brucelose no Brasil ndo deve
ser tratada isoladamente aos rebanhos do pais e suas divisoes fronteiricas, vista a importancia
que estes rebanhos possuem e o potencial risco que algumas fronteiras representam para
entrada do patdgeno no territorio nacional. Acredita-se que ainda existam inimeras perguntas
que devam ser respondidas sobre a brucelose e seus aspectos epidemioldgicos. Este trabalho
serve, sobretudo, para retomar um assunto que se refere a saude publica e que de forma geral
ndo tem sido foco das autoridades competentes. Por fim, sugere-se que os métodos de
diagnostico sejam melhorados preconizados, eficientes e enfatizados de forma a preservar a

qualidade de vida da populagao de risco.
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7. Consideracoes Finais:

Com a realizacao desta pesquisa foi possivel compreender um pouco mais a dimensao
da brucelose em humanos, e que isso precisa ser melhor esclarecido a toda a populagao
brasileira, bem como ser reavaliado nossas condi¢des de diagnostico, pensando na morbidade
que a doenca traz e em sua pouca percep¢do por todos de modo geral, com as analises
laboratoriais e sequenciamento do DNA da do agente etiologico da brucelose e portanto,
sugerimos aos médicos que considerem a pesquisa de Brucella spp. como possiveis precusores

de doengas reumatologicas.



70

8. Anexo: Anamnese contendo informacdes clinicas recebidas, junto com as
amostras de sangue e soro de cada individuo usado nesta pesquisa. (A as
amostras 22 e 40 foram excluidas pela falta de correspondéncia entre soro e

sangue).

¢ (001: Masculino, 61 anos, refere convivio em area rural e de mata, queixa clinica
principal dsteo-muscular.

¢ 002: Feminino, 59 anos, refere convivio em area rural, queixa clinica principal ésteo-
muscular acompanhada de quadro depressivo.

¢ 003: Feminino, 22 anos, refere convivio em area rural, queixa clinica principal ésteo-
muscular.

¢ 004: Masculino, 29 anos, exerce atividade profissional em érea rural, queixa clinica
principal dsteo-muscular.

¢ 005: Feminino, 41 anos, queixa clinica principal Osteo-muscular e neurologica
acompanhada de quadro depressivo.

¢ 006: Feminino, 58 anos, refere convivio em area rural, queixa clinica principal 0steo-
muscular

¢ 007: Masculino, 57 anos, refere convivio em area de mata, queixa clinica principal
Osteo-muscular.

¢ (008: Feminino, 41 anos, queixa clinica principal neurolégica e Osteo-muscular
compativel com poliradiculoneuropatia periférica e miosite.

e 009: Feminino, 45 anos, queixa clinica principal cutdneo-mucosa. Evoluiu com
condrite nasal e perfuragdo do septo. Apresenta recidivas da condrite nasal, cuja biopsia
mostrou processo inflamatorio cronico. Fez uso de ceftriaxona com remissdo do quadro
clinico. Dois anos ap6s apresentou recidiva com melhora somente com uso de Doxiciclina
100mg 12/12 horas.

¢ 010: Feminino, 47 anos, apresentou eritema cerca de 60 dias antes da coleta, queixa
clinica principal 6steo-muscular, neurolédgica e disturbios do cognitivo.

e 011: Masculino, 49 anos, manifestacdes neuroldgicas e Osteo-muscular, com
sorologia positiva para borreliose e submetido a tratamento com ceftriaxona e doxiciclina com
melhora do quadro. Retorna com queixa clinica principal neurologica, Osteo-muscular e

distarbios do cognitivo
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e 012: Feminino, 18 anos. Apresentou eritema migratério localizado em membro
inferior direito cerca de trés meses antes da coleta de sangue para realizacao dos exames.
Relata cefaleia, fadiga cronica, edema em maos e pés, artralgia em maos e artrite em pés.

¢ 013: Feminino, 76 anos, convivio em zona rural, apresentou eritema migratorio cerca
de 25 dias antes da coleta, queixa clinica principal 6steomuscular.

¢ 014: Feminino, 40 anos, convive em area rural queixa clinica principal 6steo-muscular.
Relata mialgia, cefaleia, artralgia e artrite em maos e joelhos.

¢ 015: Feminino, 32 anos, refere conviveo em area rural queixa clinica principal cutdnea
e Osteo-muscular. Lesdo na face direita de inicio a quatro anos, de caracteristicas
hiperemiadas, evoluindo com expansdo e atrofia. Tratamento com ceftriaxona por 30 dias
seguido de doxiciclina por 90 dias.

e 016: Feminino, 39 anos, queixa clinica principal Osteo-muscular, neurologica e
disturbios psiquiatricos. Tratamento com doxiciclina por 60 dias com melhora do quadro.

¢ 017: Feminino, 49 anos, por conta da atividade profissional refere convivio em area
rural, queixa clinica principal 6steo-muscular.

e 018: Feminino, 44 anos, queixa clinica principal neurologica, Osteo-muscular e
distarbios do cognitivo.

¢ 019: Feminino, 57 anos, exposto por conta da atividade profissional, queixa clinica
principal dsteo-muscular com artrite e deformagao articular em articulagdo interfalangicas.

e 020: Feminino, 43 anos, queixa clinica principal neuroldgica compativel com
poliradiculoneuropatia periférica e miosite. Desenvolveu quadro de autoimunidade pds-
infeccao

e 021: Feminino, 36 anos, queixa clinica principal 6steo-muscular, neuroldgica e
disturbios do cognitivo. Tratamento com doxiciclina por 60 dias.

¢ 023: Masculino, 43 anos, queixa clinica principal ésteo-muscular.

e 024: Masculino, 18 anos, convivio em 4area rural, queixa clinica principal
osteomuscular, disturbio psiquiatricos e cognitivos.

e 025: Masculino, 34 anos, Refere convivio em area rural por conta da atividade
profissional. Queixa clinica principal 6steo-muscular.

¢ 026: Feminino, 42 anos, queixa clinica principal neuroldgica e dsteo-muscular.

¢ 027: Feminino, 32 anos, Exerce atividade profissional em area rural, queixa clinica

principal cutinea e Osteo-muscular. Lesdo na face direita de inicio a quatro anos, de



72

caracteristicas hiperemiadas, evoluindo com expansao e atrofia. Tratamento com ceftriaxona
por 30 dias seguidos de doxiciclina por 90 dias. Melhora da lesao.

e 028: Feminino, 39 anos, queixa clinica principal 6steo-muscular, neuroldgica e
distarbios psiquiatricos. Tratamento com doxiciclina por 60 dias com melhora do quadro.

¢ 029: Feminino, 44 anos, queixa clinica principal neuroldgica, dsteo-muscular e
disturbios do cognitivo.

¢ 030: Masculino, 42 anos, queixa clinica principal 6steo-muscular.

¢ 031: Feminino, 51 anos queixa clinica principal 6steo-muscular.

e 032: Feminino, 47 anos, queixa clinica principal cutaneomucosa. Fez uso de
ceftriaxona com remissao do quadro clinico. Dois anos apds apresentou recidiva com melhora
somente com uso de Doxiciclina.

¢ 033: Feminino, 47 anos, Exerce atividade profissional em area rural, com formagao
de eritema, queixa clinica principal 6steo-muscular.

¢ 034: Feminino, 59 anos, refere convivio em 4rea rural, queixa clinica principal
osteomuscular acompanhada de quadro depressivo.

¢ 035: Feminino, 44 anos, refere que teve diagnostico de Doenca de Lyme nos Estados
Unidos em 2013 sendo tratada com 21 dias de antibidtico e melhora do quadro. Queixa clinica
principal distirbios do cognitivo.

¢ 036: Masculino, 42 anos, Relata febre, mialgia e artralgia. Fez uso de Doxiciclina
100mg 12/12 horas.

e 037: Feminino, 33 anos, por conta da atividade profissional, queixa clinica principal
6steo-muscular e distarbios do cognitivo.

¢ 038: Masculino, 50 anos Relata febre, mialgia, artralgia e fadiga. Nega lesdo de pele.
Sinais de neurite periférica com queixa de parestesia e dificuldade de marcha. Artralgia e

artrite metacarpofalangeana.



