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Resumo

A infeccdo causada por Brucella spp. € uma doenca que afecta diversas espécies animais,
incluido o Homem. Por se tratar de uma das zoonoses mais importantes em Portugal desde
1992 que existe programa de erradicacdo da brucelose dos pequenos ruminantes (PEBPR)

de forma a tentar eliminar a doenca.

A infeccdo por Brucelose é causada na maioria das vezes por contacto directo com
animais infectados, mas também atraveés dos seus produtos e subprodutos a sua

transmissdo é possivel.

Através deste estudo foi possivel calcular a prevaléncia individual e em rebanhos de

brucelose, em ovinos e caprinos na regido de Santarém para cada ano em estudo.

A realizacdo deste trabalho permitiu verificar que a area em estudo ndo € uma area
problematica sendo que a prevaléncia de brucelose foi praticamente nula, com excec¢do
do ano de 2018, contudo o valor dessa prevaléncia foi muito pequeno sendo sempre
inferior a 1% nesse ano e de 0% nos anos de 2017, 2019, 2020 e até julho de 2021.

Através deste estudo e destes resultados leva-nos a crer que as medidas estipuladas pelo

governo para a erradicacdo da doenca estdo a ser cumpridas.

Palavras-chave: Brucella spp., Brucelose, Santarem, Ovinos, Caprinos



Abstract

The infection caused by Brucella spp. is a disease that affects several animal species,
including humans. Because it is one of the most important zoonosis in Portugal since
1992 there is a program for the eradication of brucellosis of small ruminants (PEBPR) in

order to try to eliminate the disease.

Brucellosis infection is most often caused by direct contact with infected animals, but

also through their products and by-products its transmission is possible.

Through this study it was possible to calculate the individual and herd prevalence of

brucellosis in sheep and goats in the region of Santarem for each year under study.

This work allowed us to verify that the area under study is not a problem area and the
prevalence of brucellosis was practically null, with the exception of the year 2018,
however the value of this prevalence was very small being always less than 1% in that
year and 0% in the years 2017, 2019, 2020 and until July 2021.

Through this study and these results it leads us to believe that the measures stipulated by

the government for the eradication of the disease are being fulfilled.

Keywords: Brucella spp., Brucellosis, Santarém, Sheep, Goats
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Parte | — Relatorio de Estagio Curricular do Mestrado Integrado em Medicina

Veterinaria

Descricdo da Casuistica de Estagio

O estagio curricular foi realizado no decurso do Mestrado Integrado em Medicina
Veterinaria (MIMV) da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Lusofona de
Humanidades e Tecnologias, sob a orientacdo do Dr. Francisco Marcal Grilo e com

coorientacao cientifica da Professora Doutora Angela Damaso.

Foi realizado na empresa 4V- Servicos Veterinarios, sediado em Santarém, que presta
servigos particulares e servicos no ambito da sanidade animal obrigatéria por lei,
nomeadamente na Organizacdo de Produtores Pecuarios (OPP) do Ribatejo e teve a
duragéo de 5 meses (21 de setembro de 2020 a 21 de fevereiro de 2021).

Durante o periodo de estagio o autor acompanhou o veterindrio responsavel nas
intervencdes médico-veterinarias realizadas, intervencbes como MV particular e
prestacdo de servigos para a Associacdo De Criadores De Caprinos, Ovinos e Bovinos do
Ribatejo Oeste (ACORO) em todas as intervencdes realizadas em clinica de espécies

pecudria que englobou ovinos, caprinos, bovinos, equideos e suinos.

Nas intervencgdes realizadas em caprinos, ovinos e equideos, estas foram realizadas por
todo o distrito de Santarém, enquanto as de bovinos para além do distrito de Santarém
também foram realizadas no distrito de Evora e do Settbal. Por outro lado, as intervencdes

realizadas em suinos foram todas no concelho de Rio Maior.
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BOVINOS

Tabela 1: Intervencgdes realizadas em bovinos no ambito da sanidade

Intervencdes de Sanidade Animal/OPP

Colocagdo de Brinco e de Identificacéo Eletronica

Colocacéo de Brinco de Substituigéo

Vacinacdo
Total: Vacinagdo com vacina Enterovina e com Biovina S
4100 Animais Desparasitacdo com Paramectin a 0,5%
Realizacdo do Teste de Tuberculina (aviaria e mamifera)
Leitura do Teste de Tuberculina
Colheita de sangue para pesquisa de Brucelose
Intervencbes Medico-Veterinarias
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Gréfico 1: Intervencdes realizadas em bovinos
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Tabela 2: Intervencg®es realizadas em ovinos no &mbito da sanidade

Intervencéo de Sanidades/OPP
Colocacéo de Brinco e de Identificacdo Eletronica
Colocacéo de Brinco de Substituigdo

Vacinacgéo
Total:

1980 Animais Vacinagdo com vacina Enterovina e com Biovina S

Desparasitagdo com Sinvermin 28,5%

Colheita de sangue para pesquisa de Brucelose

Intervencgdes Médico-Veterinarias

Prolapso Parto Necrdpsia DX Gestagdo Sicronizagdos Abortos
Uterino de Cios

Gréfico 2: Intervencdes realizadas em ovinos
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CAPRINOS

Tabela 3: Intervencdes realizadas em caprinos no ambito da sanidade

Intervencéo de Sanidades/OPP

Colocacao de Brinco e de Identificacdo Eletrénica

Colocacéao de Brinco de Substitui¢do

Vacinagao
Total:
1450 Animais Vacinagdo com vacina Enterovina e com Biovina S
Desparasitacdo com Sinvermin 28,5%
Colheita de sangue para pesquisa de Brucelose
Intervencdes Medico-Veterinarias
12
10
8
6
1
2 .
, I E K -
Prolapso Uterino Parto Necrépsia Diagnostico de Gestagdo Abortos

Grafico 3: Intervencdes realizadas em caprinos
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Intervengdes Medico-Veterinarias

Colheita de Sangue para pesquisa de Vacinagao com Suvaxyn Aujeszky 783
doenca Aujeszky

Gréfico 4: Intervencdes realizadas em suinos
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Gréfico 5: Intervencdes realizadas em equinos

Intervencdes Medico-Veterinarias em Burros
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Grafico 6: Intervencdes realizadas em burros
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Parte Il Revisdo bibliogréafica

1.1. Brucelose — Nota historica
Desde sempre que o Homem depende dos animais, ndo s6 para desenvolvimento
socioeconomico, para companhia, mas sobretudo para alimentacdo. N&o obstante deste
facto estes mesmo animais podem transmitir para os humanos uma variedade grande de
doencas, que se designam de zoonoses, doencas estas que podem ser potencialmente

devastadoras (Pessegueiro et al., 2003).

O termo brucelose refere-se a infecdo animal e/ou humana causada pelas diferentes

espécies do género Brucella (Godfroid et al., 2005).

A brucelose é uma zoonose conhecida desde a antiguidade. Hipdcrates, no ano de 460
antes de Cristo (AC) relatava sintomas dos seus pacientes compativeis com 0s sinais

clinicos de brucelose (Poester et al., 2009).

Recentemente foram realizados estudos em Italia, em esqueletos de pessoas que nédo
sobreviveram a tragédia da erup¢do do vulcdo Vesuvio no ano de 79 depois de Cristo
(DC), na cidade de Herculano. Nestes restos mortais foram encontradas lesdes 0sseas
tipicas e compativeis com lesdes causadas pela enfermidade brucelose. Como possivel
justificacdo para este facto, os autores relacionaram as descobertas feitas nos esqueletos
com microscopia eletronica em queijos, que foram feitos com leite de cabra e
posteriormente descobertos carbonizados em escavacdes na cidade de Herculano, que
veio a revelar formas semelhantes a cocos que eram morfologicamente consistentes com

Brucella spp ( Poester et al., 2009).

Também na Biblia existem referéncias a abortos em animais, pensa-se que alguns destes
poderdo ter sido causados por brucelose. Milénios mais tarde, no ano de 1859 foi descrita
uma doencga por Marston em que 0s sintomas eram idénticos aos da doenga causada pela
bactéria Brucella. Contudo, apenas no ano de 1887, o agente causador da brucelose

(Micrococcus melitensis) foi identificado por David Bruce ( Nicoletti, 2010).

O agente Brucella herdou o seu nome devido a Sir David Bruce, microbiologista e
patologista escocés, que na ilha de Malta, através do figado de um soldado que sofria da
chamada Febre de malta (Xavier et al., 2009), doenca dificil de diferenciar clinicamente
de outras febres endémicas existentes entdo no litoral mediterraneo, teve a capacidade de

isolar a bactéria (Nicoletti, 2002). Mas apenas18 anos mais tarde foi estabelecida a relagéo
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zoonotica por um médico maltés, Dr. Zammit, que a isolou a bactéria do leite de cabra
(Godfroid, 2005).

Mais tarde, em 1895 Dr. Berhard Bang um veterinario dinamarqués, isolou um pequeno
cocobacilo gram-negativo, de tecidos originario de um caso de aborto bovino e
denominou-o Bacillus abortus (B. abortus). Em 1914 foi isolado Brucella suis (B. suis)

de suinos por Traum (Nicoletti, 2010).

1.2.  Género Brucella
O Comité Internacional de Nomenclatura Bacterioldgica (ajudada pelo Comité
Internacional de Bacteriologia Sistematica) teve a necessidade de formar um Sub-comité
sobre a taxonomia do género Brucella , que desenvolveu o quadro de classificacdo atual
(Banai & Corbel, 2010).

O género Brucella esta inserido na familia Brucellaceae (familia I11), ordem Rhizobiales,
classe Alphaproteobacteria, filo Proteobacteria, assim como Agrobacterium, Rhizobium,
Bartonella, Ochrobactrum, Rickettsia e Rhodobacter com os quais estad intimamente
relacionado (Araj, 2010).

Relativamente a classificacdo filogenética com base no sequenciamento do gene que
codifica a subunidade ribossomal 16s das bactérias desse genero, foram agrupadas na
classe o2-proteobacteria, ordem Rhizobiales, familia Brucellacea e género Brucella
(Moreno et al., 1990).

Tabela 4: Estrutura Hierarquica da Classificacdo Cientifica usada em Biologia (Adaptado de
Ferreira e Sousa, 2000)

Nivel Taxondmico

Reino Bacteria
Filo/Divisao Proteobacteria
Classe Proteobacteria grupo alfa 2
Ordem Rhizobiales
Familia Brucellaceae
Género Brucella
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A classificacdo tradicional das espécies de Brucella baseia-se essencialmente na
preferéncia de hospedeiro, nas diferencas das caracteristicas morfologicas e de
patogenicidade. Como € sabido, as espécies de Brucella apresentam um elevado grau de
homologia entre si e no ano de 1985 foi proposto que as espécies do género Brucella
fossem agrupadas como bioavares de apenas uma Unica espécie (Moreno et al., 2002) .
Foi entdo proposto que Brucella melitensis (B. melitensis) fosse a Unica espécie e as
restantes biovares (perfazendo um total de 18 biovares) e ficaria definido entdo que este
género fosse classificado como um género mono-especifico (Garrido-Abellan et al.,
2001).

Todavia esta nova designacao nao foi bem acolhida no seio da comunidade cientifica. Isto
porque, ndo sé os laboratdrios clinicos e veterinarios estavam habituados as designacdes
originais para propdsitos epidemioldgicos, mas também os investigadores que tentavam
evitar confusdo no que diz respeito a origem e perigo associado a alguns agentes em
particular. Por estes factos, foi acordado o retorno a nomenclatura original pelo Sub-
comité Taxondmico de Brucella (Ficht, 2010). Foi provado através de analises
moleculares a existéncia de diferengas gendmicas entre as espécies e biovares de
Brucella, congruente com a utilizacdo de critérios como as caracteristicas fenotipicas,
metabdlicas, de preferéncia de hospedeiro e de patogenicidade. Posteriormente a este
facto ter sido validado para a classificacdo do género Brucella entrou novamente em vigor

atradicional divisdo de espécies e 0 regresso a taxonomia anterior (Shevtsov et al., 2013).

Brucella spp. sdo bactérias Gram-negativas, intracelulares facultativas com a capacidade

de infetar ndo s6 muitas espécies animais, mas também o Ser Humano (Godfroid 2005).

De acordo com Rodriguez e colaboradores (1997) citado por Almeida, (2009) bactérias
que pertencem ao género Brucella sdo cocobacilos ou bastonetes curtos, Gram-negativos
com 0,6 a 1,5 um de comprimento ¢ 0,5 a 0,7 um de didmetro. Sdo por vezes observados
em cadeias curtas, mas mais frequentemente isolados. In vivo, apresentam um
crescimento lento e sdo classificados de parasita intracelular facultativo, destituido de

capsula, com auséncia de flagelo na sua estrutura e ndo formador de esporos.

No entanto, em preparacfes tratadas com anti-soro ja foram relatadas estruturas

semelhantes a capsulas (Saxena, 2018).

A maior parte das estirpes precisam de condi¢fes anaerdbias, com temperaturas 6timas

de 37°C e com suplementacéo de CO2. Todas as estirpes perdem a sua efetividade a
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temperaturas de 56°C. As condi¢des 6timas de pH para esta bactéria encontram-se entre
6,6 a 7,4 na escala de pH (Saxena, 2018).

O género Brucella foi caracterizado relativamente a genética molecular, quase
exclusivamente nos ultimos 20 anos. A sua complexidade molecular média do genoma é
de 2,37 x 109 daltons (Pessegueiro et al., 2003).

O género propriamente dito, tem a caracteristica de ser extremamente homogéneo.
Apresenta uma elevada paridade sequencial de acidos nucleicos entre as espécies,
possuindo desta forma uma homologia de 95 % em estudos de hibridizacdo DNA-DNA,
(Verger et al., 1985).

Estas bactérias possuem uma membrana citoplasmatica, que é constituida por uma
bicamada fosfolipidica, local onde se inserem as proteinas. Possuem também uma parede
celular constituida por peptidoglicano e uma membrana externa, caracteristica das
bactérias Gram-negativas. Esta parede € constituida por fosfolipidos, proteinas e uma
molécula anfipatica denominada lipopolissacarido (LPS) e encontra-se a revestir a parede
celular. O LPS encontra-se no folheto externo da membrana externa e tem na sua
constituicdo um lipido A, através do qual esta ancorado @ membrana por uma cadeia
lateral que estd em contacto com o espago extracelular, por um polissacarido O e por um

nucleo ou core oligossacarido (Protasio, 2015).

No género Brucella foi identificado um ndmero significativo de componentes
antigénicos. Contudo o antigénio executor da resposta imunitéria é o lipopolissacarido S
(LPS-S) (Goldbaum et al., 1993).

As bactérias do género Brucella podem ser divididas em dois grupos antigenicamente
distintos. Este género inclui espécies que podem ocorrer na forma rugosa ou na forma
lisa, dependendo do tipo de LPS presente na membrana externa. O LPS pode ser rugoso
(R-LPS) (quando a cadeia O lateral ndo esta presente) como é o caso da Brucella ovis
(B.ovis) e Brucella canis (B. canis) ou podem ser lisas (S-LPS) (quando possuem a cadeia
O lateral) que esta presente na B. melitensis , B. abortus e B. suis (Poester et al., 2010;
Protésio, 2015) .

Estas bactérias sdo catalase e oxidase positivas e na maioria ndo conseguem fermentar os
acucares. Possuem um metabolismo oxidativo com base na utilizacdo de nitratos

(aceitadores de eletrdes) (Castro et al., 2005).
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Os organismos do género Brucella ttm como umas das principais caracteristicas a
capacidade de sobrevivéncia em células fagocitarias e ndo fagocitérias (Saxena et al.,
2018). Podem também ser sequestradas para dentro dos mondcitos e macréfagos do
sistema fagocitario mononuclear (MPS), como séo o bago, a medula éssea, o figado e os
ganglios linfaticos (Saavedra et al., 2019). Contudo, os macréfagos sdo considerados

como as principais céelulas no hospedeiro para esta bactéria se alojar (Corbel, 1997).

Segundo Billard et al. (2007), também as células dendriticas sdo altamente suscetiveis a

infecdo por Brucella spp.

Banai e Corbel (2010) afirmam que as bactérias deste género coram de vermelho quando

utilizada a técnica de Ziehl Neelsen modificada.

1.3. Hospedeiros
De entre todas as espécies do género Brucella existem as chamadas seis espécies
classicas: Brucella canis, Brucella abortus biovares 1-6 e 9, Brucella neotomae (B.
neotomae), Brucella melitensis bioavrs 1-3, Brucella suis biovares 1-3 , 4 e 5 e Brucella
ovis (Moreno et al., 2002; Wattam et al., 2009). Para além destas espécies classicas,
juntam-se mais 4 espécies: Brucella ceti, isolada em golfinhos e baleias, B. microti,
isolada na ratazana comum (Scholz et al., 2008 b) e em raposas vermelhas (Scholz et al.,
2008 a), B. pinnipedialis em focas e B. inopinata (isolada numa mulher ap6s cirurgia para

implante mamario (Scholz et al., 2008 c).

Mais recentemente foram isoladas estirpes em roedores nativos da Australia, babuinos e
sapos africanos. Varias novas espécies desde o inicio da década de 90 tém vindo a ser
isoladas, facto que tem contribuido para o aumento do nimero de espécies conhecidas até
hoje e para a possibilidade que novas espécies sejam descobertas futuramente (Saavedra
etal., 2019).

Podemos entdo concluir que de acordo com as diferengas de patogenicidade e de
hospedeiro, o genero Brucella é atualmente classificado em 12 espécies (Tabela 2)

distintas e conhecidas (Saavedra et al., 2019).
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Tabela 5: Caracteristicas epidemioldgicas das espécies Brucella (Adaptado de Saavedra et al.,
2019; Dahouk et al., 2013).

Espécies

B. melitensis

B. abortus

B. canis

B. ovis

B. suis

B. neotomae

B. microti

B. ceti

B. inopinata
B. pinnipedialis

B. papionis
B. vulpis

Biovares

1-3

Hospedeiro Animal
Ovelha, cabra, vaca,
camelo
Peixe-gato do nilo, cdo
Cavalo

Bovino, bisonte, bufalo,
alce, iaque, camelo

Canideos

Ovino
Porco, javali
Lebre comum

Rena
Roedores

Rato-do-deserto

Ratazana comum, rato-
dos-prados

Baleia, golfinho
Desconhecido
Pinipedes

Babuinos
Raposa Vermelha

Regido Predominantes

América Latina, Mediterraneo
litoral, Peninsula Arabica

Europa, paises asiaticos

Alemanha, Argentina, Brasil,
China, Filipinas, Japao,
Madagéscar, México, Papua
Nova Guiné, Perd, Republica
Checa
Africa do Sul, Alemanha,
Argentina, Chile, Espanha,
Estados Unidos da América,
Franca, paises da antiga
Unido Soviética

América Latina, Europa, Sul
Asiatico, Sul China

Estados Unidos da América

Norte da Europa

Maioritariamente Hemisfério
Norte

Maioritariamente Hemisfério
Norte

Austria

Cada uma das espécies esta devidamente adaptada ao seu hospedeiro preferencial, mas

ndo é exclusiva, podendo assim infetar outros animais. Os canideos e suinos para além

das suas espécies de Brucella caracteristicas podem também ser infetadas por B. abortus

e B. melitensis. Os bovinos sdo tradicionalmente o hospedeiro natural de B. abortus, mas
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também podem e sdo infetados por B. melitensis e B. suis. J& 0s pequenos ruminantes
(PR), cabras e ovelhas, sdo na sua maioria dos casos afetados por B. melitensis ainda que
em casos raros possam ser infetados por B. abortus e B. suis, contudo tem muito pouco
significado, ndo sé relativamente a infecdo dos pequenos ruminantes, mas também a
doenca humana (Corbel 2006).

1.4. Brucelose em pequenos ruminantes

1.4.1. Transmissao
A brucelose dos pequenos ruminantes, causada por Brucella melitensis, continua nos dias
de hoje a ter uma grande importancia zoonética em diversas regides mundiais. Nao s6 nos
paises em desenvolvimento e emergentes, mas também em algumas regides
desenvolvidas (Europa Ocidental e Meridional) continua a assumir-se como uma doenca
endémica (Rossetti et al., 2017).

No meio ambiente, Brucella spp. € um agente patogénico que ndo tem a capacidade de se
multiplicar, logo é normalmente transmitida diretamente de hospedeiro para hospedeiro
(Xavier et al., 2019).

Locais com sombra, humidade, pH neutro e baixas temperaturas ampliam a sobrevivéncia
das Brucella spp. (Paulin & Neto, 2002). Apesar deste facto, a duracdo da sobrevivéncia
depende de diversas variaveis, assim como 0 numero de organismos presentes, a natureza
do substrato onde as bactérias se encontram, a temperatura ambiente, o pH, a luz solar e

a presenca de outros microrganismos contaminantes (Corbel, 2006).

A transmissdo entre 0s animais tem como origem o grande nimero de organismos
excretados para 0 meio ambiente pelos pequenos ruminantes. Ird também depender de
diversos fatores que condicionam a suscetibilidade do hospedeiro e o nivel de exposicao
a Brucella. Animais suscetiveis irdo ser infetados devido ao contacto direto com outros
animais que se encontram infetados e em fase de excre¢do do organismo ou por outro
lado, por contacto com produtos contaminados (excre¢Oes urinarias, residuos

placentéarios, membranas fetais) (Adams et al., 1990).

A via alimentar é a principal via de transmissdo entre animais, resultado da ingestao de
alimentos contaminados ou mesmo da ingestao da propria bactéria de animais. Material
excretado, assim como excrec¢des vaginais e material abortado de animais infetados sdo

as principais fontes de contaminacdo de zonas alimentares, de pastos, de
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estabulos, caminhos comuns, bebedouros e aguas (rio, riacho, poga), constituindo as

principais fontes de infe¢do entre animais.

Apesar de raras, contaminacfes através de sémen, exsudado vaginal, urina, secre¢cdes do
Ubere e fezes também ocorrem (Maurin, 2005). Mais raro ainda é a ocorréncia de
transmissdo entre mae e filho ao nascimento, em partos naturais, contudo ja foi reportada
e deve ser considerada (Corbel, 2006).

Durante toda a vida a bactéria estéa presente no sémen dos carneiros e dos bodes, contudo
a sua presenca ndo apresenta um risco relevante de causar infecdo quando utilizada a
monta natural (Garrido-Abellan et al., 2001). Esta transmissdo s6 mostra ter uma maior
importancia na infegdo por B. suis (Robinson, 2003). Apesar disso, a transmissao vertical
in Utero € possivel, 0 que vai resultar em infecfes latentes. Desta forma nos pequenos
ruminantes este tipo de transmisséo é menos frequente, sendo que a grande maioria destas
infecOes latentes sdo adquiridas aquando da ingestdo do colostro ou do leite durante o

periodo de amamentacédo (Grillé & Blasco, 1997).

A infecdo por Brucella verifica-se quando a bactéria penetra na mucosa conjuntival, oral
ou nasal. Apds a penetracdo da bactéria na mucosa, esta é transportada dentro das células
fagocitarias ou livre para os linfonodos regionais, onde posteriormente ocorre inflamagao
e hiperplasia e, podem permanecer durante semanas a meses (Bathke, 1988 citado por
Souza, 2009).

Através do parto ou do aborto, animais que se encontrem infetados com brucelose
disseminam as bactérias, contaminando assim o0 meio ambiente e outros animais. Fémeas
gue se encontram positivas tornam-se portadoras cronicas apds o primeiro aborto e por
isto eliminam Brucella spp. pelo leite, urina e descargas uterinas durante 0s proximos
partos, com ou sem aborto. Apés a terceira gestacdo pos-infecdo os abortos deixam de
ocorrer. Isto deve-se ao facto de haver um desenvolvimento de imunidade celular e

diminuicdo dos placentomas (Paulin e Ferreira Neto, 2003).

Na espécie caprina, apds a migracao e colonizacao da glandula mamaria pelas bactérias e
consequente excre¢do pelo leite durante todo o periodo de aleitamento, esta excre¢ao por
vezes prolonga-se até a lactagé@o seguinte. Por outro lado, na espécie ovina, a secrecdo de
bactérias Brucella spp. pelo leite tende a ser mais curta, geralmente ndo ultrapassa os dois
meses (Garrido-Abellan et al., 2001).
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Alguns vetores, como por exemplo insetos, foram esporadicamente implicados na
transmisséo da doenca (Cordero del Campillo, 1968). Contudo estes ndo apresentam um
papel importante na transmissdo da brucelose e ndo apresentam importancia
epidemioldgica relevante (Moreno, 2014).

A transmissdo entre diferentes exploracbes ganha especial importancia quando existe
partilha de pastos e caminho por onde rebanhos de exploracdes diferentes passam e
pastam, pela compra de animais vindos de explora¢Ges com estatuto ndo indemne e pela

partilha de machos reprodutores entre diferentes produtores (Corbel 2006).

1.4.2. Fatores de Risco
Idade
Por norma B. melitensis afeta animais sexualmente maduros. Animais mais jovens e que
ainda ndo atingiram a maturidade sexual na larga maioria dos casos nao sdo infetados,
mas se o forem, ndo manifestam a doenca e apenas tém uma resposta serologica
transitoria. A sensibilidade a doenca aumenta com a gestacdo e quando estes forem

sexualmente maduros (Garrido- Abellan et al., 2001).

Apesar de os animais jovens serem frequentemente resistentes a doenca, estes podem ser
alvo de infecdes latentes e serdo assim um risco para o restante grupo quando atingirem

a maturidade sexual (Corbel, 2006).

Espécie e raca

As racas de leite apresentam maior sensibilidade a doenca comparativamente com as ragas
de carne. As ragas ovinas, sao mais sensiveis a B. melitensis em comparagdo com as racas
caprinas (Corbel, 2006).

Era pensado que os principais hospedeiros de Brucella melitensis fossem os caprinos em
vez dos ovinos, isto porque existia uma maior ocorréncia de brucelose na espécie caprina
quando comparado com a ovina, com especial énfase na América latina, onde mesmo
quando ovelhas e cabras eram criadas em conjunto apenas as cabras contraiam a doenca.
Contudo mais tarde ficou provado que a diferenca na sensibilidade ndo estava na espécie,

mas sim na raca (Garrido-Abelan et al., 2001).
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Por outro lado, em Portugal as ragas mais sensiveis de ovelhas sdo as de “cauda grossa”
da regido do Mediterraneo, assim como a Merina Branca, a Merina Preta e a Churra
Algarvia (Garrido-Abelan et al., 2001).

Fatores individuais

Esta demonstrado que obviamente a sensibilidade a doenca varia de animal para animal,
mesmo em animais da mesma espécie, raca e até familia. Sob outra perspetiva, ainda ndo
foi possivel demonstrar quais sdo os fatores responsaveis por diminuir ou aumentar a
suscetibilidade e vulnerabilidade dos pequenos ruminantes a brucelose (Garrido-Abellan
etal., 2001).

Outros Fatores

A transumancia (deslocamento sazonal de rebanhos para locais que oferecem melhores
condicdes de pastoreio), a mistura de animais nas feiras e mercados agricolas, estabulacéo
em locais pequenos também promovem a transmissdo e disseminacdo mais rapida da
doenca (Corbel 2006).

Dos principais fatores de risco de contaminagdo do ambiente e de alto valor
epidemioldgico, Maurin (2005) identifica fetos abortados, corrimentos uterinos e também
restos placentarios que levam a que o agente atinja as fontes de &gua e pastagens onde

posteriormente 0s animais tém acesso para pastoreio.

A época do ano influencia os produtores relativamente a alimentacéo e maneio dos seus
rebanhos, isto porque fatores como a temperatura e a pluviometria condicionam os pastos
e 0 seu estado nutritivo e 0 que faz com que os pastores ou produtores se tenham de
deslocar para locais de pastoreio com cruzamento de rebanhos e de pastoreio comumem
busca de melhor alimentacdo para os seus animais, o0 que facilita a disseminacdo da

doenca (Crespo Leon, 1994).

A sobrelotacdo dos estabulos provoca um aumento da exposicdo a bactéria, sobretudo
apos o parto ou aborto. Se estes ocorrerem em locais fechados, favorecem a disseminagao

da doenca, comparativamente a partos ou abortos tidos ao ar livre (Megersa et al., 2011).

A auséncia de um plano nacional de erradicacdo da doenca no ano referido pelo autor
(1999) ou a baixa regularidade de intervencBes médico-veterinarias dificultam a
erradicacdo da doenca na Peninsula Ibérica e facilitam a sua disseminacao nos paises onde

o plano néo ¢é aplicado (Mainar-Jaime & Vazques-Boland, 1999).
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Alguns paises tém optado pela descontinuacdo da vacina¢do com a vacina Rev-1, o que
tem sido um dos principais fatores para a ndo erradicacdo da brucelose e

consequentemente reaparecimento da doenca nestes paises (Racloz et al., 2013).

Em Portugal, concluiu-se que existem onze variaveis que possibilitam o aumento do risco
de infecdo de brucelose e consequentemente sdo fatores de risco. S&o eles a existéncia de
rebanhos mistos de ovinos e caprinos; rebanhos vizinhos estarem oficialmente livres ou
ndo de brucelose; auto-substituicdo de animais por parte do produtor; substituicdo de
animais jovens fémeas ndo vacinadas com a vacina Rev-1; ndo desinfecdo dos rebanhos
apos a remocao do estrume; ndo separacdo de animais doentes; ndo remoc¢éo do estrume
antes das épocas de partos; nao separacdo de animais em trabalho de parto; mais de 50%
dos partos ocorrerem em caminho/pastagens comuns; ndo remocao eficaz da placentaou
enterro da mesma; néo enterrar fetos abortados, nados mortos e descendentes inviaveis
(Castelo & Simdes, 2019).

1.4.3. Patogenia
A brucelose em pequenos ruminantes é uma doencga cronica ou subaguda, que pornorma
é bem tolerada, mas é responsavel por abortos e infertilidade, o que leva a que tenha um

importante impacto econémico no sector agropecuario (Maurin, 2005).

A porta de entrada da bactéria no hospedeiro é essencialmente através da membrana
mucosa da orofaringe, através da conjuntiva ocular e também pelo trato respiratorio
(Garrido-Abellan et al., 2001).

Ap0s a penetracdo da bactéria no organismo € desencadeada a resposta imunitaria. Esta
resposta imunitaria é caracterizada pela presenca dos neutrofilos, que apesar de ndo serem
realmente eficazes séo a primeira linha de defesa do animal (Castro et al., 2005; Gillespie
& Hawkey, 2006).

A patogenia das bactérias do género Brucella esta dependente especialmente de trés
fatores: na capacidade destas espécies conseguirem sobreviver, permanecer e replicar-se
dentro das células hospedeiras; na capacidade de modular a resposta imunitaria do
hospedeiro; na capacidade de evasdo dos mecanismos bactericidas celulares (Castafio et
al., 2016).
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Na perspetiva da patogénese, a infecdo de cabras e ovelhas por B. melitensis é similar a
infecdo dos bovinos por B. abortus, apesar de existirem algumas diferencas (Blasco,
2010).

Nas espécies caprina e ovina, quando 0s animais se encontram sexualmente maduros, a
infecéo localiza-se essencialmente no sistema reprodutor e por norma produz placentite
seguida de aborto nas fémeas gestantes (tipicamente durante o Gltimo terco da gestacao)
e por outro lado, orquite nos animais machos. Contudo estas manifestacdes clinicas nao

sdo patognomonicas (Corbel, 2006).

Nas fémeas, apds a ocorréncia de aborto, a infecdo pode persistir até cinco meses, 0s
linfonodos associados e as glandulas mamarias mantém-se infetadas durante varios anos.
Apesar disto, a recuperacdo espontanea pode acontecer, mas o normal no decorrer da
doenca € que se mantenha a infecéo persistente (European Commission, 2001; Radostits
et al., 2007).

No decorrer da infecdo quatro diferentes fases podem ser identificadas (Coelho et al.,
2014):

1) Penetracdo e migracéao local e regional:
Apbs a inoculacdo no hospedeiro as bactérias sdo confrontadas com as defesas celulares
do mesmo. Estas bactérias sdo capturadas e posteriormente transportadas pelas células
fagociticas, através dos ductos linfaticos até aos linfonodos mais proximos do local de
entrada onde ocorreu a multiplicacdo (European Commission, 2001; Garin-Bastuji etal.,
2006); Coelho et al., 2014).

Nesta fase inicia-se a infecdo e a resposta imunitaria, caracterizada por uma resposta
imunoldgica celular (na sua maioria macrofagos e linfocitos T), sendo a resposta
serologica ausente ou muito reduzida, mediada por anticorpos especificos (Garin-Bastuiji
et al., 2006; Coelho et al., 2014).

No caso de o microrganismo permanecer nos linfonodos isto provoca uma hiperplasia

linfo-reticular com duracéo de semanas até meses (Coelho et al., 2014).

2) Disseminacdo hematogénea/septicémica:
No caso de o agente bacteriano ndo permanecer nos linfonodos e tenha a capacidade de
resistir as defesas do hospedeiro, este € transportado através dos ductos linfaticos e

posteriormente € disseminado por via hematogénea (bacteriémia transitoria) para quase
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todos os 6rgdos, inclusive o sistema monocitico-macrofagico (baco, figado, nddulos
linfaticos, medula dssea), Ubere e érgdos reprodutores (assim como testiculos, vesiculas
seminais, glandulas mamarias, Utero gravido) o que vai causar bacteriémia recorrente
(esta bacteriémia é detetavel apds 10 a 20 dias e persiste durante um periodo de 30 dias a
dois meses) coincidentes com periodos de febre, que nas fémeas esta intimamente
relacionado com infecdo placentéaria e fetal ,causando na maioria das vezes aborto
(Coelho et al., 2014; Kaltungo et al., 2014)

Nas fémeas gestantes a invasao e multiplicacdo uteroplacentéaria é bastante significativa,
pelo que n&o se pode considerar que este 6rgdo ofereca resisténcia imunoldgica adequada.
A afinidade que a Brucella melitensis tem com a placenta fetal e com o endométrio
gravido é responsavel pelas principais manifestacfes clinicas em ovelhas e cabras: 0
aborto no ultimo terco da gestacdo ou o nascimento de um feto com baixa ou nula
viabilidade (Coelho et al., 2014).

O aborto é causado pela especial predilecido das bactérias de Brucella melitensis pelas
células do trofoblasto, onde se d& a multiplicacdo. Esta predilecdo é consequéncia da
elevada concentracdo de hormonas esteroides e eritritol existentes no ultimo ter¢o da

gestacdo.

A invasdo e multiplicacdo da bactéria vai originar mudancas hormonais, assim como a
diminuicdo dos niveis de progesterona, aumentos das concentracfes de prostaglandina

F2a, cortisol e estrogénios (Xavier et al., 2010).

3) Fase secundaria ou de adaptacéo:
Nesta fase, a fase secundéria ou de adaptacgdo, a sua evolugdo depende em grande parte
da suscetibilidade do hospedeiro e é caracterizado pela presenca de bactérias em locais
especificos (placenta, tecido mamério, testiculos, articulagbes) com respetiva
sintomatologia a acompanhar. Durante esta fase existe eliminacdo de Brucella spp., ou
com mais frequéncia, infecdo persistente das glandulas mamarias e linfonodos
supranumerarios e genitais com excrecdo de forma intermitente ou de forma constante
nas secregdes genitais e no leite (Coelho et al., 2014).

4) Cura instantanea ou de doenca latente:
Em cabras e ovelhas o periodo infecioso ndo é aparentemente evolutivo para uma situagdo
de infecdo latente ou cura espontanea, sendo esta frequente em pequenos ruminantes com

idade até aos dois anos (Coelho et al., 2014).
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2.4.4. Resposta imune
Por norma, 0s mecanismos de resposta imune, tantos os celulares como os humorais, sao

ativados logo apos a infecdo do animal por Brucella (Coelho et al., 2014).

A gravidade da doenca causada pela infe¢do por Brucella spp. é determinada por diversos
fatores e varia significativamente consoante a espécie, a quantidade do indculo, a estirpe,
a vacinacdo prévia, a idade e sexo do hospedeiro, assim como a dimensdo do rebanho,
densidade animal e as condi¢cdes de maneio (European Commission, 2001; Corbel, 2006).
De realcar que a imunidade vacinal pode modificar a relagdo parasito-hospedeiro. Desta
forma é possivel observar no campo todos os estadios intermédios entre infecdo aguda

tipica e a resisténcia completa (European Commission, 2001).

O sistema imune inato confere ao hospedeiro infetado uma vasta protecdo contra os
diferentes agentes patogénicos e é baseado num repertdrio de recetores com a capacidade
de reconhecer componentes microbianos conservados (PAMPs — padrdes moleculares
associados aos patdgenos) (Albiger et al., 2007). Esta mesma ligacdo dos PAMPSs aos
seus respetivos recetores dispara sinais que vao ativar as células apresentadoras de
antigénio (APC) que por sua vez vao facilitar a fagocitose da bactéria Brucella spp.
(Akira, 2006).

2.4.4.1. Imunidade celular

A fase de declive da infecdo por B. melitensis é coincidente com o inicio da imunidade
celular no inicio da fase de laténcia. Apos a penetracdo da bactéria no hospedeiro animal,
estas encontram as defesas celulares do animal. A resposta da imunidade celular
(essencialmente sob a forma de macro6fagos ativados e linfocitos T) constitui o principal
mecanismo de protecdo do hospedeiro contra a infe¢do por Brucella spp. e determina o

destino das bactérias invasoras (European Commission, 2001; Coelho et al., 2014).

As células fagociticas mononucleares sdo o principal e mais importante fator da
imunidade celular enquanto a imunidade adquirida contra as bactérias intracelulares
depende da resposta mediada pelas células T. Esta resposta € usada no teste alérgico da
brucelina (Coelho el al.,2014).

A resposta celular, assim como a resposta humoral, pode ser esperada em algumas
semanas, contudo esta é variavel e pode até ndo chegar a ser detetada (European

Commission, 2001).
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2.4.4.2. Imunidade humoral
A resposta imunitéria do tipo humoral baseia-se na producdo de anticorpos direcionados
principalmente contra a LPS das bactérias e desenvolve-se normalmente na primeira

semana apos penetracdo da bactéria e consequente infecdo (Garrido-Abellan et al., 2001).

Os anticorpos humorais demonstram ter um papel importante na resisténcia a infecéo,
contudo o principal mecanismo de defesa usado contra os organismos de Brucella spp. é
a imunidade mediada por células, que envolvem a producdo de linfocitos T citotdxicos e
aativacao de macrdfagos e da sua atividade bactericida através da libertacdo de citoquinas
pelos linfécitos T helper (Corbel, 2006).

Cerca de duas a quatro semanas p6s-infecdo espera-se uma resposta seroldgica. Contudo
essa resposta € variavel e pode estar completamente ausente. E sabido que o padrio de
resposta serologico, relativamente a producdo de imunoglobulinas (Ig) dos pequenos
ruminantes, é bastante similar ao dos bovinos, ou seja, existe um aumento inicial de Ig M
nas primeiras trés a quatro semanas, seguido de um aumento gradual de IgG e IgA sete a
catorze dias p6s-infecdo, com descida dos isotipos para niveis reduzidos num estadio de
cronicidade, mas com preponderancia de 1gG (European Commission, 2001; Coelho et
al., 2014).

Em animais jovens ou sexualmente imaturos, a resposta humoral contra a infegéo por
Brucella € transitdria e por vezes ausente. Tambem se revela ineficaz, isto porque a forma
lisa de Brucella spp. tem a capacidade de inibir a fusdo fagossoma-lisossoma, aumentando
entdo a possibilidade de existir multiplicacdo dentro dos macréfagos hum meio sem

anticorpos (European Commission, 2001; Coelho et al., 2014).

Quando aplicada em dose completa por via subcutanea ou conjuntival em animais de
reposicdo jovens, a estirpe vacinal B. melitensis Rev.1 pode induzir uma resposta
serologica de longa duracao para testes de aglutinacéo, interferindo desta maneira com o

rastreio serologico.

2.4.5. Sintomatologia
A brucelose tem a caracteristica de apresentar diversos sinais clinicos inespecificos, o que
consequentemente atrasa e dificulta a chegada ao diagndstico correto. Tanto machos

como fémeas sao igualmente sensiveis (Xavier et al., 2009).
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Nos pequenos ruminantes a manifestacdo clinica mais caracteristica e frequente de

infecdo por B. melitensis é o aborto (Borel et al., 2014).

Seguido do aborto a infertilidade, epididimite e orquite séo as principais manifestagbes
clinicas de brucelose em pequenos ruminantes. Tanto ovelhas como cabras,
independentemente de serem machos ou fémeas, quando infetados por B. melitensis
podem manifestar certas lesdes, tais como lesdes artriticas, apesar de este tipo de lesdo
ser raro. Estes sinais sdo assumidos como caracteristicos, mas ndo especificos, ou seja,
nédo sdo patognomonicos de infecdo por brucelose (Corbel, 2006; Spickler, 2009). O sinal
predominante de infecdo aguda é a falha reprodutiva, seja por aborto ou por nascimentos

de animais com pouca ou nenhuma viabilidade (Xavier et al., 2009).

A sintomatologia da doenga apenas ocorre em fémeas e machos adultos, sexualmente
maduros. Os animais jovens podem ser infetados, mas ndo irdo exibir sinais clinicos até

atingirem a idade adulta ou a maturidade sexual (Garrido-Abellan et al., 2001).

E importante realcar que ndo existe evidéncia que a sintomatologia de infeg&o por

B. melitensis varie de acordo com o biovar em questdo (Kaltungo et al., 2014).

Por norma as fémeas adultas abortam nos Gltimos dois meses de gestacdo e este aborto
pode e € muitas vezes seguido de retencdo placentaria. Abortos ocorrem frequentemente
na primeira gestacdo apos a infecdo por Brucella melitensis e nas gestag@es seguintes ao
invés de aborto os cabritos e cordeiros nascem fracos e com pouca viabilidade (Garrido-
Abellan et al, 2001).

A taxa de abortos num rebanho é bastante varidvel, encontra-se entre 10% a 60% (Alton,
1990).

Uma queda na producéo leiteira, de no minimo 10%, ap6s o parto ou aborto é verificada,
contudo ndo apresentam sinais de mamite (tais como tumefacédo do Ubere, dor e relutancia
ao toque no Ubere, aumento da temperatura, alteracdes nas caracteristicas do leite (lowa
State University, 2007).

E frequente que o Ubere se mantenha permanentemente infetado, especialmente em cabras
e vacas e é recorrente a excre¢do intermitente ou constate do agente Brucella spp. no leite

nas lactacdes seguintes (Corbel, 2006).

Os carneiros infetados por Brucella spp. apresentam epididimite e orquite unilateral na

maioria das vezes, com um aumento do epididimo (especialmente na por¢do caudal) que
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é facilmente palpavel (Baigin, 2000) ndo sé no epididimo, mas também nas tlnicas
(Kaltungo et al., 2014).

Nos machos para além das alteracOes palpaveis também ocorrem alteracfes na qualidade
do ejaculado. Os animais infetados com lesdes clinicas evidentes apresentam 55.7%
azoospermia, 26.8% oligospermia, 5,7% necrospermia e 11,5% destes animais
apresentam sémen com caracteristicas consideradas normais (Ramos et al., 1966). Para
além da ma qualidade do sémen, durante a fase aguda da infecdo, os machos apresentam

exsudado hemorragico ou exsudado fibrino-purulento (Kaltungo et al., 2014).

Carneiros que se encontrem assintomaticos podem desenvolver subfertilidade leve ou
manter a fertilidade normal, aumentando desse modo o risco de propagacdo da doencga no
rebanho (Xavier et al., 2009).

Sem diferenciacdo de sexo, B. melitensis tem a capacidade de causar perda de peso,
infertilidade e com menos frequéncia depressdo (na altura da fase aguda da infecéo) e

consequentemente hipertermia e artrites (Alton, 1990).

Em animais adultos a morte também ocorre e € normalmente consequéncia de metrite

aguda seguida de retencdo placentéria (Gul & Khan, 2007).

No entanto, um grande nimero de fémeas ndo gestantes, tanto de espécie caprina como

ovina, mantém-se assintomaticas apos a infecdo (Spickler, 2009a).

2.4.6. Quadro Lesional

Em fémeas infetadas por B. melitensis que tiveram aborto no decorrer da doenca, os fetos
abortados geralmente apresentam um aspeto macroscopico normal. Todavia é possivel
encontrar nestes fetos fluido hemorréagico na cavidade torécica. Baco, figado e ganglios
linfaticos aumentados de tamanho e pode ainda ser encontrada broncopneumonia e
pleurite fibrinosa (Corbel, 2006; Kaltungo et al., 2014). Estes fetos podem apresentar

também autolise ou diferentes graus de edema subcutaneo (Spickler, 2009a).

Em animais adultos infetados sdo achados frequentes: lesbes inflamatdrias
granulomatosas em tecidos linfoides e Orgdos, com especial énfase nos Orgaos
reprodutivos, nos linfonodos mamarios e no Ubere. Também em articulagbes e nas
membranas sindvias estas lesdes podem ser encontradas (Coelho et al., 2014). E ainda
possivel encontrar mastite aguda com a presenca de nddulos palpaveis e também

producdo de leite coagulado e aguado (Kaltungo et al., 2014).

34



E ainda possivel constatar a presenca de granulomas espermaticos nos machos infetados
(Carvalho Junior et al., 2012).

Os cotilédones podem apresentar uma coloracdo avermelhada ou amarelada, ou por outro
lado, apresentarem-se necroticos. A regido intercotiledonar apresenta espessamento focal

(semelhantes a couro) e exsudados na sua superficie (Kaltungo et al., 2014).

Histologicamente em infecdes por Brucella spp. os achados séo sobretudo infiltragdes

linfociticas e granulomas com necrose (Kaltungo et al., 2014).

2.4.7. Diagnostico

A infecdo por Brucella spp. caracteriza-se por ser uma doenca subaguda ou cronica que
afecta varias espécies animais. A sua sintomatologia ndo é patognomonica e, por
conseguinte, o diagnostico esta dependente da comprovacgéo da presenca de Brucella spp.
através do isolamento da bactéria, detecdo dos antigénios ou de material genético ou ainda
atraves da verificacdo da resposta imunomediada celular por anticorpos especificos
(Corbel, 2006).

2.4.7.1. Cultura bacteriana

De todos os métodos o mais confiavel e o que apresenta ser um método inequivoco para
diagndstico de infecdo é o isolamento de Brucella spp. em cultura e por este motivo trata-
se de um teste “Gold Standard” (Vicente et al., 2014) sendo este método também usado
para a realizacdo de diversos estudos epidemioldgicos e também para monitorizar a
eficAcia ou ndo do programa vacinal imposto pelo pais. Apesar dos métodos
bacterioldgicos serem os métodos de elei¢do, por vezes ndo se obtém culturas positivas
em todos os animais infetados. Apesar destes factos este método, devido as exigentes
caracteristicas do mesmo (risco de contaminacgdo de técnicos, detecdo em laboratorio,
etc.) é na maioria das vezes regalado para segundo plano, optando-se por a escolha de
outros métodos (Corbel, 2006). Por estes motivos este tipo de cultura apenas pode ser

realizado em laboratérios com nivel de biosseguranca 3 (Garin-basuji et al., 2006).

Nos pequenos ruminantes para a realizacdo do diagndstico bacterioldégico usam-se meios
de cultura de crescimento seletivo através de culturas de contetdo estomacal de fetos,
placenta, leite, fetos abortados e muco vaginal. O isolamento da bactéria pode ainda ser
feito recorrendo a material recolhido post-mortem, sendo neste caso o Ubere, testiculos,
Utero gravido, baco e linfonodos os materiais preferenciais para se fazer a recolha (Corbel
2006).
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Quando existe isolamento bacteriolégico de Brucella spp., o diagnéstico € definitivo e
irrefutavel (Alton et al., 1988).

2.4.7.2 Esfregacos corados

Quando usados esfregacos placentarios, conteudo estomacal de fetos ou descargas
vaginais estes podem ser corados de vermelho através dos métodos de Ziehl-Neelsen
modificado e Kosters. Se for observada uma grande quantidade de agregados de
organismos intracelulares e fracamente A&lcool-&cido resistente que apresentam
morfologia idéntica a Brucella, isto constitui uma prova hipotética de brucelose. Deve-se
ter especial atencédo a outros agentes infeciosos tais Coxiella brunetii ou Chlamydia spp,

pois estes agentes assemelham-se a Brucella spp (Corbel 2006).

2.4.7.3. Diagnostico soroldgico

Os testes de diagndstico para brucelose recomendados pelo Office International des
Epizooties (OIE) para cabras e ovelhas sé&o o teste de fixacdo do complemento (TFC) e 0
teste de Rosa Bengala (RBT). Para além destes dois testes recomendados podem ainda
ser realizados o teste i-ELISA (Indirect Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) e o
ensaio com fluorescéncia polarizada (FPA) como forma de rastreio. Visto que nenhum
dos testes apresenta uma sensibilidade e especificidade de 100% é recomendado a

realizacdo de testes em série ou em paralelo (SANCO, 2009).

Relativamente aos testes seroldgicos, € identificada como a principal desvantagem a
incapacidade de diferenciacdo de anticorpos vacinais de anticorpos produzidos pos-
infecdo natural, resultando desta maneira numa baixa especificidade quando testados
animais vacinados. Por este motivo estes métodos resultam em falsos-positivos (Nicoletti,
2010).

2.4.7.3.1 Teste de fixacdo do complemento (TFC)

E considerado mundialmente como o teste de confirmac&o. Independentemente de ser um
teste com uma elevada sensibilidade, apresenta pequenas desvantagens como ser um
exame complexo, a necessidade de ser realizada em laboratorios bem equipados e com
uma equipa técnica adequada e formada para a realizacdo da titulacdo e manutencdo dos
reagentes. Este teste também estd sujeito a interferéncia das reacdes de anti-
complementariedade e as amostras hemolisadas ndo podem ser usadas (McGiven et al.,
2003)
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Para a realizacdo deste teste existem diversos métodos propostos para a sua realizacao,
sendo que o principio deste é a quantificacdo (ICFTU/mI) do grau de hemdlise obtido na
amostra (OIE, 2016).

Neste tipo de teste pode ocorrer um fendbmeno denominado prozona, quando se esta a
testar soros com baixas diluicbes, ou por outro lado, podem ocorrer reagdes anti
complementares que tornam o TFC um teste nulo (quando existem bactérias
concomitantes ou outros fatores que fixem o complemento levando assim a que exista
uma reacdo positiva mesmo nao havendo presenca de Brucela spp. (Garrido-Abellan et
al., 2001).

2.4.7.3.2 Teste Rosa Bengala (TRB)

Como é sabido 0 TRB é um teste que apresenta uma baixa sensibilidade dos antigénios
em peguenos ruminantes, é aconselhado que seja feita uma pequena modificacdo que
consiste em aumentar ligeiramente a quantidade de soro da dose de teste de 25-30uL para
a dose de 75-90 uL. mantendo o mesmo volume de antigénio (25-30 uL), o que faz com
que haja um aumento significativo da sensibilidade sem alteracdo na especificidade
(Garin-Bastuji et al., 2006).

O Teste Rosa Bengala estd inserido no grupo de teste de Antigénio Acidificado
Tamponado (AAT) (Corbel, 2006).

O TRB ¢é um teste de aglutinacdo que tem como caracteristica usar antigénio e RB, a um
pH de 3,65+0,05. A preparacdo deste antigénio é feita e preparada a partir de células de
B. abortus S99 ou S1119-3, sujeitas a centrifugacao e suspensdo em solucédo salina de
fenol estéril (0.5%) (OIE 2016).

Este teste apresenta como principais vantagens a caracteristica de ser de facil execucao,
barato e simples (Corbel, 2006).

Devido a possibilidade de existirem com frequéncia falsos-positivos é recomendado que
quando exista resultado positivo no TRB seja feita a confirmacdo com o TFC, visto que
a sua especificidade é maior (Garrido-Abellan et al., 2001). Embora pese o facto que o
TRB seja um teste suficientemente sensivel para manter uma vigilancia em areas livres
de brucelose, este deve ser realizado em combinagdo com o TFC para areas devigilancia
em rebanhos localizados em areas ndo indemnes de forma que se consiga cumprir o

programa de erradicacdo da doencga e abate (Garrido-Abellan et al., 2001).
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2.4.7.3.3. Teste alérgico cutaneo

Neste tipo de teste usa-se um preparado de antigénios citoplasmaticos de Brucella spp.
assim como Brucelina INRA ou Brucellergene OCB (Garrido-Abellan et al., 2001).
Consiste na inoculagdo subcutanea do alergénio na palpebra inferior que se espera que
tenha uma resposta de hipersensibilidade apos 4 horas (momento em que deve ser

realizada a leitura do teste).

Este teste pode ser usado como teste de rastreio ou como teste complementar em rebanhos
que ndo estejam vacinados, desde que seja utilizado um antigénio purificado e
padronizado (OIE, 2009).

A hipersensibilidade dérmica que o teste alérgico cutaneo causa apenas indica uma prévia
exposicdo do animal ao organismo e ndao necessariamente uma infecdo ativa. Também
neste teste podem ocorrer reacdes falso-positivos em animais ja vacinados e por este facto
os resultados devem ser interpretados em correlagdo com os sinais clinicos, historia e
resultados dos testes bacteriologicos e seroldgicos. Contudo tem uma maior utilidade
quando usado para monitorizacao dos estatutos dos rebanhos em areas livres de brucelose
(Corbel, 2006).

2.4.7.3.4. Teste imunodifusdo em gel
O teste de imunodifusao em gel é um teste de execugdo facil comparativamente com

ELISE e TFC (Blasco et al., 1999). E usado como teste confirmatorio do TRB no
diagndstico de infecdo por Brucella spp., pois permite a diferenciagdo de animais
previamente vacinados com Rev-1 de animais infetados por B. melitensis (Marin et al.,
1999).

2.4.8. Profilaxia
E na maioria dos casos mais econdémico e pratico a prevencéo de doencas do que tentar o

seu controlo ou erradicacao (Corbel, 2006).

Em infecdo por Brucella spp., as medidas de prevencdo compreendem uma selecdo
criteriosa de animais (independentemente de ter sido obtidos do préprio rebanho ou um
rebanho de outro produtor, devem ser descendentes de animais livres de Brucella (Corbel
2006).

Para as autoridades sanitarias e veterinarias a prevencao de brucelose deve ser prioritaria,

ndo s por ser uma importante zoonose, mas também pelo impacto econémico que a
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doenca causa, ndo s diretamente ao produtor, mas também em outros sectores quando

impedimento do livre comércio de produtos de animais seja impedido (Roth et al., 2003).

2.4.8.1 Vacinagao
A infecdo por Brucella spp. € das poucas doencgas bacterianas em que as vacinas vivas

sdo eficazes (Moreno, 2014).

A vacinacao deve ser usada como primeira escolha para a eliminacéo da doenga (Sanco,
2009).

Na literatura disponivel sobre brucelose, a grande maioria dos autores afirma que a
vacinacdo dos pequenos ruminantes € o método mais pratico e que apresenta maior

eficacia na reducdo da incidéncia de brucelose (Nicoletti, 2010).

Esta descrito cientificamente que a vacina disponivel para cabras e ovelhas, vacina da
estirpe Rev-1 de B. melitensis, é a medida mais eficaz de prevencdo quando administrada
na dose recomendada (Alton,1990). E aconselhada que a sua administracio seja feitapor
via conjuntival (com excecdo de animais gestantes que ndo se recomenda a vacinagéo),

em animais jovens com idades entre 0s 3 e 0s 6 meses de vida (Olsen, 2013).

A vacinacdo quando realizada nas condicbes descritas promove imunidade vitalicia
(Alton, 1990).

A vacinagdo com Rev-1 apresenta algumas desvantagens tais como a impossibilidade de
distingdo entre animais previamente vacinados e infetados (quando usados testes de
diagnostico seroldgicos) e a sua elevada viruléncia com a capacidade de provocar abortos
quando administrados durante o tempo de gestacdo (Alton, 1990), a viruléncia para o ser
humano com risco para 0s agricultores e para os Médicos Veterinarios no momento da

ingestdo de leite de cabras e ovelhas ndo pasteurizado (Blasco, 2011).

As vacinas que existem na atualidade mostram ser seguras e eficazes na prevencao da
transmissdo e na prevencao do aborto causado por brucelose. Contudo aparentam ser

pouco eficazes na prevencéo da infegdo ou seroconversao (Olsen, 2013).

A dose vacinal de Rev-1 a administrar em pequenos ruminantes é (0,5-2)x109 de

organismos viaveis (OIE 2009).
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2.4.8.2 Maneio

De forma a evitar a possibilidade de transmissdo ou disseminagéo devem ser evitados 0S
contactos e as misturas de rebanhos de estatuto desconhecido. Quando ocorrem abortos,
partos prematuros ou sinais clinicos inespecificos, mas que ocorrem na doenca, deve ser

chamado o médico veterinario de forma a identificar a causa dos mesmos.

Animais suspeitos devem ser isolados do restante rebanho até a chegada do diagnostico
definitivo. Os rebanhos devem ser incluidos em planos de vigilancia e um programa
nacional de erradicacao de brucelose deve ser adotado. Apos o parto ou aborto, placentas
e fetos ndo viadveis devem ser destruidos de maneira adequada, através de enterro ou
queima. Também as areas contaminadas devem ser cuidadosamente desinfetadas (Corbel,
2006).

Animais comprados de outras exploracdes devem ser isolados, por um periodo minimo
de trinta dias e posteriormente realizado outro teste serologico para depois serem
adicionados ao rebanho (Corbel, 2006). No caso das fémeas gestantes adquiridas devem
realizar uma quarentena até que completem a gestacdo, mesmo no caso de ndo haver sinais
de infecdo (Radostits et al, 2001).

Por lei, os animais devem ser individualmente identificados por marca auricular ou por
tatuagem. Todo o movimento de animais entre exploracBes (com especial énfase em
regides onde existe uma elevada prevaléncia da doenca) € um principio basico de controlo
animal de brucelose e uma medida necessaria e eficaz na prevencdo da mesma. Quando
0 movimento entre exploracfes € necessario devem ser aplicados testes de pré-
movimentacdo que reduz o risco de disseminacdo entre exploracdes e serve,
indiretamente, para avaliagdo da condicdo sanitaria da exploracdo de origem (European
Comission, 2009).

Exploracdes classificadas como B3 ou B4 (ou seja, indemne de brucelose) apenas deve
adquirir animais de exploracfes que tenham uma classificagao sanitaria igual ou superior
a sua (Garrido-Abellan et al, 2001).

Quando construida a maternidade esta deve ser essencialmente composta por baias

separadas que possam facilmente ser desinfetadas e limpas (Radostits et al, 2001).
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3 - Brucelose em Portugal

Programa Nacional de Erradicacéo da Brucelose

A grande maioria dos programas sanitarios nacionais rege-se pela testagem e pelo abate
de animais serologicamente positivos. Esta estratégia justifica-se economicamente
quando a prevaléncia da infecdo a nivel do rebanho é inferior ou igual a 1% (Nicoletti,
2010).

O Programa de Erradicacdo de Brucelose para Pequenos Ruminantes (PEBPR) é um
programa estipulado pelo governo portugués pelo Decreto-lei n® 244/2000 usando a
vacina Rev-1 e administrada em fémeas entre os 3 e 0s 6 meses de idade, por via
conjuntival, em rebanhos infetados e/ou em unidades epidemioldgicas consideradas de
risco (Decreto-lei n.° 244/2000, de 27 de setembro 2000).

Em Portugal Continental a brucelose apresenta-se como sendo uma doenca endémica. A
epidemiologia desta doenca, ndo sé a nivel nacional, mas também a nivel mundial,
aparenta ter uma correlacdo forte entre a distribuicdo de casos de brucelose humana e

animal (Saavedra et al., 2019).

Em diversos estudos realizados sobre a brucelose em Portugal e em alguns paises
europeus chega-se a conclusdo de que a sazonalidade reflete uma tendéncia geografica.
Isto porque nos casos reportados apresentavam picos de infe¢do no periodo de margo a
junho (que coincide com a altura de maior quantidade de partos nos PR, maior
manipulacdo animal, mais intervengdes médico-veterinarias e maior quantidade de leite

disponivel para transformacéo (Pessegueiro et al., 2003).

Concretamente no nosso pais, Portugal, a Brucelose ocupa o lugar de zoonose com maior
impacto na populac¢do. Sendo desde 1953 uma DDO sujeita a campanhas de controlos nos

PR desde esse ano (Fonseca, 2011).

No ano de 1986, Portugal entrou na entdo denominada Comunidade Europeia e por
consequéncia dessa entrada no ano de 1992 é aprovado o programa de erradicacdo de
brucelose dos pequenos ruminantes (Deciséo 91/217/EEC, 26 de margo de 1991), por um
periodo de trés anos, sujeito a aprovacdes anuais que até aos dias de hoje se encontram
em vigor, com as devidas e necessarias adaptacOes. Estrategicamente, Portugal adotou a

erradicacdo com base na classificacdo sanitaria de efetivos (disponivel no Anexo I) e no
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aumento progressivo de areas de classificacdo indemne de brucelose (Direcdo Geral de
Alimentacéo e Veterindria [DGAV], 2021).

Dois anos apés o inicio do PEBPR em Portugal, no ano de 1993, a prevaléncia de
brucelose nos efetivos era de 12% e foram relatados 1202 casos de brucelose humana,
todos causados por B. melitensis (DGAV, 2019).

Durante os anos seguintes os efetivos foram ficando sob vigilancia, contudo foi visivel a
existéncia de pequenas diferencas de prevaléncia entre regides geograficas,
nomeadamente a regido do Norte que continua a ser a mais afetada. Segundo os ultimos
dados disponiveis pela DGAV (2019), nos ultimos seis anos a percentagem de rebanhos
positivos teve um decréscimo de 1.21% em 2012 para 0.73% em 2018, enquanto a quebra

percentual de animais positivos foi de 0.323% em 2012 para 0.105% em 2018.

Consoante estava previsto no ano de 2017 foi implantado o mais recente PEB (em vigor
até ha data de hoje) em Portugal e que abrangeu uma cobertura total de efetivos de 97.04%
com pequenas variancias (92.39% dos efetivos na regido de Lisboa e Vale do Tejo e de
99.69% na regido Centro) (DGAV, 2019).

Conforme foi disponibilizado pela DGAV (2019), nos ultimos dados disponiveis é
notdrio o papel fundamental que o PEB tem nos efetivos, onde é verificado que nas 5
regides de Portugal oficialmente ndo indemnes apenas a regido do Norte apresenta pontos
percentuais acima de 1 (2.25% de prevaléncia nos efetivos), todas as outras encontram-
se abaixo de 1 % (Centro — 0.09%; Lisboa e Vale do Tejo — 0.37%; Alentejo — 0.16%;
Algarve- 0.93%).

DGAYV (2019) afirma que no Gltimo ano 72 animais na regido do Norte estavam infetados
(21 rebanhos), 6 em Lisboa e Vale do Tejo (4 rebanhos), 4 no Alentejo (1 rebanho) e 12
no algarve (4 rebanhos). Todos os animais positivos foram abatidos conforme a legislagédo
em vigor e o0s restantes animais foram retestados até que consigam obter o estudo de
indemne (B4).

E através do PEB que a DGAV e a Unido Europeia prevéem que no ano de 2024 a
prevaléncia de brucelose seja de 0%. Estimam que no ano de 2020 a prevaléncia fosse de
0.40%, no ano de 2021 0.20%, no ano de 2022 0.10%, no ano de 2023 0.05% e por fim
no ano de 2024 se atingir o estatuto de oficialmente indemne (DGAV, 2019).
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O PEB ¢ aplicado a Portugal continental e pela primeira vez em 2018 foi alargado paraa
regido autbnoma da Madeira (este plano tem como objetivo garantir o estatuto de regido
indemne no ano de 2023) (DGAYV, 2019).

Segundo a Comissdo Europeia a Regido Autonoma dos Acores esta reconhecida como
oficialmente indemne de Brucella melitensis. Apesar deste facto esta regido mantém um

programa de vigilancia para que seja mantido o seu estatuto de indemne (DGAV, 2021).

Juntamente com os rastreios seroldgicos, com o Teste de Rosa Bengala, Fixacdo de
Complemento, abate de animais positivos para erradicacdo da doenca, é também aplicada
a vacinacdo de animais jovens com a vacina Rev-1 em certas areas geograficas de
Portugal continental onde existe maior prevaléncia da doenca, tais como algumas regides
do centro administradas pela Direcdo de Servigos de Alimentacdo e Veterinaria da Regido
de Lisboa e Vale do tejo (DSAVRC), em toda a area do Algarve administrada pela
Direcdo de Servicos de Alimentacdo e Veterinaria da Regido do Algarve ( DSAVRALG),
em Tras-os-Montes geridos pela Direcdo de Servicos de Alimentacdo e Veterinaria da
Regido do Norte ( DSAVRN) e em algumas zonas administradas pela Direcéo de Servigos
de Alimentacao e Veterinaria da Regido de Lisboa e Vale do tejo (DSAVRLVT) (DGAV,
2019).

Com tudo isto, os objetivos desta Dissertacdo de Mestrado em Medicina Veterinaria
foram:
e Calcular a prevaléncia individual brucelose de pequenos ruminantes na area em
estudo durante o periodo entre janeiro de 2017 e julho de 2021,
e Calcular a prevaléncia em rebanhos de brucelose de pequenos ruminantes na area
de intervencao da OPP de Santarém estudo durante o periodo entre janeiro de 2017
e julho de 2021;
e Descrever os protocolos de colheita e testagem de amostras para pesquisa de
Brucelose
e Descrever as exploragdes positivas a brucelose em pequenos ruminantes;
e Discutir os fatores de risco associados a positividade de brucelose em pequenos

ruminantes na OPP de Santarém entre janeiro de 2017 e julho de 2021.
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Parte 11l — Estudo da Brucelose dos Pequenos Ruminantes na area

administrativa de Santarém

1. Material e Métodos

As informacdes aqui apresentadas foram obtidas através do Programa Informatico de
Saude Animal (PISA.NET), a partir de arquivos da OPP de Santarém (ACORO), através
do Sistema Nacional de Informacdo e Registo Animal (SNIRA), através dos relatorios
enviados pelo LMV com os resultados dos testes serologicos realizados, atraves de
informacdes recolhidas pelo autor junto do Médico-veterinario que este acompanhou,
atraves de observacoes feitas pelo autor nas exploracdes visitadas erecolhidas através de

dados disponiveis pela Camara Municipal de Santarém.

1.1. Critérios de incluséo:
Foram selecionados 55.815 animais durante o periodo em estudo de 2017 a julho de 2021,

com base nos seguintes critérios:

e serem cabras, ovelhas, bodes e carneiros de exploragdo inscrita na OPP de
Santarém;

e todos os animais necessitavam de estar identificados com brinco e ID electronica

e idade superior a seis meses de vida, pois s0 a partir desta idade caprinos e ovinos
independentemente do sexo estdo elegiveis para a colheita de sangue para

pesquisa de brucelose.

1.2. Caracterizacao da area de intervencdo da OPP de Santarém e das
exploracdes em estudo

Com base em informacéo retirada do site da Camara Municipal de Santarém, foi
possivel caracterizar a regido no que diz respeito a:

o Areageogréfica,
e Cursos de agua
e Fronteiras terrestres
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1.3. Protocolos de colheita e testagem de amostras:
As amostras de sangue utilizadas para testagem de agentes de Brucelose foram colhidas
atraves de um protocolo seguido por todos os Médicos Veterinarios Executores,

nomeadamente:

1. E feita a contencéo fisica adequada do animal em estago;

2. E realizada uma assépsia do local escolhido (na regifo da veia jugular) para
punc¢do usando algoddo embebido em alcool a 70%, na direcéo do pelo;

3. E realizado um garrote (do lado esquerdo ou do lado direito) e posterior veno-
puncdo na veia jugular localizada no pescoco;

4. As puncoes sdo realizadas com uma agulha estéril KRUUSE, de 18G x 1%z de 1,2
X 40mm, usando uma agulha para cada animal;

5. O sangue é colhido para um frasco/copo de colheita descartavel com capacidade
de 50 a 100mL, em polipropileno com tampa de rosca vedante. A quantidade de
sangue colhida é no minimo 0,5 mL e nunca superior a 2/3 da capacidade do tubo;

6. Posteriormente a colheita de sangue as marcas auriculares com a identificacdo do
animal sdo lidas com um bastéo ligado por Bluetooth ao programa PISA.NET. A
identificacdo é impressa na hora e colada no tubo com o respetivo sangue. Esta
identificacdo conttm o numero do animal e o ndmero de ordem como
exemplificado na tabela 7;

7. Os tubos com os sangues sdo deixados a temperatura ambiente, com o cuidado de
proteger do calor excessivo, até os codgulos se formarem e comecaram a retrair.
Apo6s serem observados 0s coagulos as amostras séo refrigeradas (5+3°C) (num
prazo maximo de 72 horas apds-colheita);

8. Todas as amostras colhidas e identificadas de cada exploracdo séo fechadas num
saco de plastico de utilizacdo unica e em polipropileno e também identificados
como apresentado na tabela 8;

9. As amostras de cada exploracgdo sdo entregues na ACORO - OPP da Divisdo de
Intervencédo Veterinaria do Ribatejo, e posteriormente enviadas para o Laboratério
de Medicina Veterinéria (LMV), laboratério certificado e aprovado pela DGAV
para a realizacdo do Teste de Rosa Bengala e Teste de Fixacdo de Complemento

e consequente diagndstico de brucelose.
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O protocolo de rececdo de amostras e testagem com o Teste de Rosa Bengala € o seguinte:

1. E preparado o antigénio usando células morta de B. abortus S99 ou S1119-3, usadas
para centrifugagéo a 23.000g durante 10 minutos a5 ° C £ 3 ° C e posteriormente sao
re-suspensos numa solucéo salina de fenol estéril (0,5%) a uma taxa de 1g a 22,5 ml.
A cada 35mL desta suspensdo sdo adicionados 1ml de rosa bengala a 1% em agua
purificada estéril. A mistura é agitada durante duas horas a temperatura ambiente. A
mistura é depois filtrada usando algoddo estéril e centrifugada a 10.000g para
depositar células coradas, que se devem apresentar como uma suspensao rosa intensa
e um com pH=3,65 £ 0,05. No final da filtracdo em algoddo, a suspenséo é filtrada
duas vezes usando um pre-filtro de fibra de vidro Sartorius No. 13430, ajustado para
um PCV de aproximadamente 8%;

2. No inicio de cada dia, um soro de controle que tenha fornecido uma reacéo positiva
minima é testado antes do inicio do teste para verificar a sensibilidade e as condi¢cdes
do teste;

3. As amostras de soro e antigénio sdo levadas a temperatura ambiente (22 °C £ 4 °C);

4. Sao colocados 25-30 ul da cada uma das amostras de soro num quadrado da placa de
hemoaglutinacdo da OMS (Organizacdao Mundial de Saude);

5. O frasco do antigénio é bem agitado e colocado um volume igual de antigenio
proximo a cada mancha do soro na placa;

6. Imediatamente ap0s a Ultima gosta de antigénio ser colocada na placa, € misturado o
soro e o0 antigénio por completo, usando um vidro limpo para cada teste, até ser
produzida uma zona circular com aproximadamente 2cm de didmetro;

7. A mistura ¢ agitada suavemente durante quatro minutos a temperatura ambiente num
agitador tridirecional,

8. E feita a leitura da aglutinacdo logo apGs os 4 minutos de ter sido agitada.

Segundo o Decreto-lei n® 244/2000, sempre que 0 Teste de Rosa Bengala seja positivo é
obrigatério a realizacdo do teste de Fixacdo de Complemento seguindo sempre 0s

seguintes passos:

1. E usada uma placa de microtitulagio de 96 pogos padrdo com fundos redondos (U);
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2. Volumes de 25 pl se soro de teste diluido inativado sdo colocados no pogo na primeira,
segunda e terceira linha (a primeira linha € um controle anti complementar para cada
Soro);

3. Volumes de 25 pl de tampédo TFC s&o adicionados aos pocos da primeira linha para
compensar a falta de antigénio;

4. Volumes de 25 ul de tampao TFC sdo adicionados a todos 0s outros pogos, exceto 0s
da segunda linha. Dilui¢bes de duplicacdo em série sdo entdo transferidas usando
volumes de 25 ul de soro da terceira linha em diante; 25 pl da mistura resultante na
altima linha séo descartados;

5. Volumes de 25 pl de antigeno, diluidos até a concentracdo de trabalho, sdo
adicionados a cada poco, com excecdo da primeira linha;

6. Volumes de 25 pl de complemento, diluidos para o nimero de unidades necessarias,
sdo adicionadas a cada poco;

7. Pocos de controle contém:

I.  Diluente apenas
[l.  Complemento + diluente

1. Antigénio + complemento + diluente
Estes pogos sdo configurados de maneira a obter um volume total de 75 pl em cada caso;

8. As placas s@o incubadas a 37 ° C £+ 2 ° C durante 30 minutos e um volume 25 pl de
SRBCs sensibilizados foi adicionado a cada pocgo;

9. As placas sdo incubadas novamente a 37 ° C £ 2 ° C durante 30 minutos;

10. Os resultados séo lidos apds as placas terem sido centrifugadas a 1000g por 10

minutosa5°C+3°C.

1.4. Célculo da prevaléncia individual de Brucelose

O célculo da prevaléncia individual anual de Brucelose na OPP de Santarém foi feito a

partir da seguinte formula:

N

P (ano) = T * 100
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Sendo:
P — Prevaléncia individual (%)

N - Numero de animais com resultado positivo ao teste de Rosa Bengala e de Fixacédo do

Complemento no ano respetivo
T — Numero total de amostras testadas respetivo ano
1.5.  Calculo da prevaléncia em rebanho de Brucelose

O célculo da prevaléncia em rebanho anual de Brucelose na OPP de Santarém foi feito a

partir da seguinte formula:
N
P (ano) = =% 100

Sendo:

P — Prevaléncia em rebanho (%)

N - Numero de rebanhos com resultado positivo ao teste de Rosa Bengala e de Fixagédo

do Complemento no ano respetivo

n — NUmero de rebanhos total

2. Resultados

Caracterizacdo da Zona de Intervencdo da OPP Santarém:

O concelho de Santarém esta situado no centro do pais, na margem direita do rio Tejo,
faz fronteira com os concelhos do Cartaxo e de Almeirim a Sul, com os de Porto de M¢s,
Alcanena e Torres Novas a Norte, a Este com os da Golegd, Chamusca e Alpiarca e a
Oeste com os de Rio Maior e Azambuja. Esta inserida na provincia Ribatejana sendo

considerada capital de distrito (CMSantarém, 2021)

O concelho apresenta uma area de 56.260 hectares e € parte integrante da NUT Il da
Leziria Do Tejo. Registava a data do ultimo Recenseamento Geral da Populacdo (XV) e
do Recenseamento Geral da Habitacdo (V) realizado em 2011 um total de 62200 cidadéos
residentes (CMSantarém, 2021).
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2.2 Prevaléncia individual de Brucelose

1
P(2018) = —=—x 100
( ) 55815
P=0,0018%

A prevaléncia individual de brucelose em cabras e ovelhas na area de estudo foi nula nos
danos de 2017, 2019, 2020 e até julho de 2021) ou minima (um animal positivo) no ano
de 2018 (Tabela 9) .

O valor da prevaléncia individual de brucelose durante o periodo em estudo foi quase
insignificante, apresentado o valor para prevaléncia de 0,0000179163307355. Este valor
é um valor muito baixo (um caso positivo em 55.815 testados) o que vem de encontroao
estipulado por DGAV (2019) em que define que em 2024 o valor desta prevaléncia em
todo o territorio portugués seja de 0. Este valor é indicativo que na area de intervencédo da
OPP de Santarém dos PR o PNEB esta a ser cumprido e estamos no bom caminho para

atingir os objetivos.

2.3. Prevaléncia em rebanho de Brucelose
1
P(2018) = — x 100
327

P=0,306%

A prevaléncia em rebanho de Brucelose apenas no ano de 2018 pode ser calculada uma
vez que nos anos de 2017, 2019, 2020 e até julho de 2021 ndo existiram rebanhos

positivos e como tal a prevaléncia sera sempre de 0 como descrito na tabela 9.

Apenas no ano de 2018 onde existiu um rebanho com casos positivo (num universo de
327 rebanhos no respetivo ano) e como tal a prevaléncia em rebanho foi de
0,3058103975535%
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2.4. Presenca de possiveis fatores de risco na exploracdo positiva para a ocorréncia de

brucelose

A exploragdo onde foi detetado o caso positivo é uma exploragdo de pequena dimenséo e
nunca teve mais de nove animais. A data do caso positivo, encontravam-se na exploracéo
cinco animais, quatro fémeas e um macho, todos eles ovinos de raga Merina. Os animais
encontravam-se em regime extensivo, delimitado pela vedacéo da propriedade com pouco

mais de dois hectares sem qualquer tipo de contato com outros efetivos animais.

Relativamente ao histdrico de intervencbes Médico-veterinarias:

e Teve comeco no ano de 2014 aquando da abertura da explora¢do com cinco
animais

e colocacdo de identificacdo electronica e de brinco,

e vacinagdo com vacina Enterovina e com Biovina S,

e desparasitagdo com Sinvermin 28,5%

e colheita de sangue para pesquisa de brucelose e classificacdo sanitaria do

rebanho.
Passados dois meses foi realizada a reinspeccéo:

e obtendo no ano seguinte a classificacdo de B4.

Nos anos de 2015, 2016 e 2017:

e vacinagdo com vacina Enterovina e com Biovina S,
e desparasitacdo com Sinvermin 28,5%

e colheita de sangue para pesquisa de brucelose

e Sem nenhuma alteracdo e manteve-se classificado como B4

No ano de 2018:

e Foram enviados um total de amostras sanguineas de 5 animais e um resultado foi
positivo para brucelose. A exploracdo desceu na classificacdo para B4S e

posteriormente para B2.1.
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No ano de 2019:

e como obrigatdrio pelo PEBPR foram feitas colheitas de sangue com o periodo de
tempo estipulado, como é possivel constatar no Anexo I.

No ano de 2021:

e em junho de 2021 foi realizada a ultima reinspeccao, subindo desta forma para a
classificagdo de B4 uma vez que depois do animal positivo ter sido positivo em
nenhum outro momento da colheita de sangue e posterior pesquisa de brucelose

foi obtido algum resultado positivo ou duvidoso.

Relativamente ha exploragdo onde o caso positivo de Brucelose foi detetado, os abortos
ndo parecem ter despoletado uma chamada de atengé@o por parte do produtor. Por ano
apenas uma ovelha era posta a cobricdo com o carneiro de maneira que apenas houvesse
apenas um parto anual na sua exploracdo, pois ndo era seu objetivo aumentar o seu

efetivo, mas sim renovacao dos animais mais velhos.

Por outro lado o proprietario afirma que nao teve percecao de nenhum aborto ocorrido na
sua exploracéo e por esse motivo nao foi comunicado ao Médico Veterinario responsavel
pela exploracdo, uma vez que ao abrigo do Despacho 178/2007 no artigo 7° do DL
n°244/2000 de 27 de setembro de 2000 os proprietarios sdo obrigados a notificar o Médico
Veterinario de qualquer aborto ovino ou caprino que tenha existido, de forma a que seja
aberta uma investigacdo epidemioldgica com colheita de material para a realizacdo do

diagndstico bacteriologico

Por outro lado, alguns fatores podem ser considerados fatores de risco e ter tido influéncia

no resultado positivo do animal em 2018 tais como:

e a ndo separacdo de animais doentes (inexisténcia de local na exploracdo onde
fosse possivel fazer a separacdo dos animais, contudo foi referido pelo produtor
gue nunca teve um animal doente ou pelo menos que tivesse percecao de qualquer
doenca);

e ndo remocgdo do estrume antes das épocas de partos (ha exploracdo ndo existia

qualquer tipo de remocao de estrume);



e ndo remocdo eficaz da placenta ou enterro da mesma (uma vez que s6 havia um
parto anual, com excecdo do ano de 2019 em que ocorreram dois partos, na sua
exploracdo o proprietario afirma todos os partos ocorridos foram sem ajuda ou
supervisao e que nunca removeu membranas placentérias do seu terreno);

e ndo enterrar fetos abortados, nados mortos e descendentes inviaveis (neste caso
revelou-se ser um fator pouco importante uma vez que o produtor afirmou que

durante os anos todos nunca teve um aborto ocorrido na sua exploracéo);

O inquerito epidemioldgico foi realizado, contudo ndo houve um fator chave que fosse
identificado como crucial para a presenca da doenga no animal, mas houve um fator que

apesar de ndo ter sido provado e ser pouco provavel de acontecer pode ter tido influéncia:

e Passagem de responsabilidade da gestdo do rebanho para os filhos, em
particular para uma filha, apds a morte do pai em 2016. A ocupacéo principal
desta pessoa incluia contacto com peles de ovinos, caprinos, bovinos e outras

espécies animais
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Rastreios

Tabela 6: NUmero de animais testados e nimero de animais positivos no ano de 2017, 2018,
2019, 2020 e até julho de 2021

M Seriesl M Series2

0
1 0
12,250 12,263 12,750 .
6,581
2 3 4 5

Legenda: 1 —2017; 2 — 2018; 3 — 2019; 4 — 2020; 5 — até julho 2021.

14,000

12,000

10,000

8,000

6,000

4,000

2,000

11,971
1

Serie 1- Namero animais testados
Serie 2 - Numero de animais positivos

Tabela 7: Prevaléncia individual e de exploracéo de Brucelose dos Pequenos Ruminantes na
OPP de Santarém entre janeiro de 2017 e julho de 2021

Brucelose PR 2017 2018 2019 2020 2021
N° de

exploragOes/rebanhos 300 327 355 321 155
testadas

N° de

exploragdes/rebanhos 0 1 0 0 0
positivas

% de

exploragOes/rebanhos 0% 0,305% 0% 0% 0%
positivas

N° de animais

testados 11971 12 250 12 263 12 750 6 581
serologicamente

N° de animais 0 1 0 0 0
positivos
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% de animais

- 0% 0,0082% 0% 0% 0%
positivos
N© d_e animais 0 1 0 0 0
abatidos

3. Discussao e Conclusao

Este estudo analisou a populacdo total de animais com mais de seis meses de idade
pertencentes a totalidade de exploracdes inscritas na OPP de Santarém. o que permitiu
avaliar a prevaléncia de Brucelose dos Pequenos Ruminantes na area intervencionada pela
OPP de Santarém. No entanto é importante realcar que existe a possibilidade de haver
animais que ndo se encontram inscritos nem registados nesta area de intervencdo,
possibilidade essa que é de dificil negacdo neste estudo, pois depende da seriedade de

todos os intervenientes que possuem animais.

Existe a possibilidade de proprietarios ndo registarem nem realizarem a sanidade
obrigatdria nos seus pequenos ruminantes quando se destinam a consumo interno. Esta
possibilidade € um fator de risco de transmissao de brucelose, uma vez que estes animais,
se positivos, ndo sdo identificados e eliminados, e mantém a infecdo nesse efetivo e

potencialmente em efetivos vizinhos.

A regido administrativa da DGAV de Santarém e a DSAVRLVT néo constituem uma
zona problematica do pais. De momento, apenas a regido Norte do Pais, abrangida pela
DSAVN, é considerada problematica pois apresenta uma prevaléncia de rebanho de
2,25%. Em todas as restantes regibes do pais, a prevaléncia é inferior a 1% e
especificamente a DSAVLVT apresenta uma prevaléncia de 0,37%) relativamente a
brucelose e por esse motivo ndo sdo administradas vacinas em animais jovens com Rev-
1. casona regido da DSAVRN, a vacinacgdo € obrigatoria de maneira a tentar controlar a
disseminacdo e reduzir a prevaléncia da doenca, ndo s6 a nivel individual como de

rebanho, como esté estipulado no PEBPR e como é referido pela DGAV (2019).

Na duracdo deste estudo, as prevaléncias obtidas foram 0% em todos os anos, com
excecao do ano de 2018 em que, de todos os animais testados, apenas um animal testou
positivo para Brucelose quando realizado o TRB e confirmado por TFC. Todos estes

resultados sdo muito inferiores ndo s aos valores nacionais, mas também aos valores
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Regionais (Direcdo de Servigos de Alimentacdo e Veterinaria da Regido de Lisboa e Vale
do Tejo — DSVAVLVT), como é afirmado pela DGAV (2019).

Como foi possivel observar no ano de 2017, 2019, 2020 e 2021 a prevaléncia individual
de brucelose em cabras e ovelhas na area de intervencdo da OPP de Santarém foi nula, o
que contrasta com os dados relativos & Direcéo de Servicos de Alimentacdo e Veterinaria
na regido onde esta OPP esta inserida (Regido de Lisboa e Vale do Tejo) em que a
prevaléncia de brucelose foi de 0.37% no Ultimo ano em que estdo disponiveis 0s

resultados.

De acordo com um estudo realizado por Cunha (2015) onde foram realizadas colheitas de
sangue para posterior analise seroldgica para pesquise de brucelose em PR na area de
intervencdo da OPP Mong¢do Melgaco a prevaléncia individual de brucelose foi de
0,008% no ano do estudo, o que se assemelha ao estudo realizado pelo autor em que a
prevaléncia apenas foi superior a 0 no ano 2018 (0.0082%). Tanto a area de estudo
realizada por Cunha (2015) (DSVRN, que é uma zona critica e onde esta implementado
0 PEBPR com vacina¢do com Rev-1) como a area onde incidiu o presente estudo
apresentam resultados abaixo de um ponto percentual. Isto mostra a eficacia do PEBPR
em que mesmo em zonas problemaéticas existem &reas em que a disseminagdo da doenca
e a sua prevaléncia estdo a ser controladas e tém decrescido de ano para ano,
encaminhando-se desta forma para a tentativa de erradicacdo da doenca em Portugal

estipulada para 2021.

Por outro lado, outro estudo realizado por Fernandes (2012) realizado em Vila Real refere
que apesar dos esfor¢cos nunca foi possivel nesta regido atingir um valor menor que 1,5%
de prevaléncia de brucelose em rebanhos. A regido administrativa da DAV de Vila Real
ainda se mantém uma zona problematica do pais no que diz respeito ao controlo de
brucelose). Tudo isto demonstra que a area abrangida pela OPP Santarém se encontra no

bom caminho para a erradicacdo da doenca e a cumprir os requisitos do PEBPR.

Isto pode ser explicado devido as diferencas dos tamanhos e regimes dos rebanhos usados
na DSVALVT (onde incidiu o presente estudo) e na DSVAN (area onde foi realizado
estudo por Fernandes (2012), uma vez que na regido Norte € comum 0 uso de pastagens
comuns, de caminhos e dguas comuns e onde existe contacto entre diferentes rebanhos

com frequéncia, o que nado se aplica tanto na regido de Lisboa e Vale do Tejo onde esse
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regime de pastoreio ndo € tanto usado e onde animais de diferentes rebanhos raramente

tem contato.

McDermott & Arimi (2002) afirmam que a prevaléncia elevada de brucelose esta
intimamente relacionada com o tamanho dos rebanhos; quanto maiores os rebanhos,
maior a probabilidade de a prevaléncia de brucelose ser superior a 0%, o que vai de
encontro com o estudo apresentado pelo autor, uma vez que esta zona em estudo €
maioritariamente composta por rebanho de pequena dimensdo e esse motivo pode ser
mais um dos motivos para a prevaléncia de brucelose neste estudo ser inferior a média

nacional.

Castelo e Simdes (2019) afirmam que a auto-substituicdo de animais por parte do produtor
e a substituicdo de animais jovens fémeas nédo vacinadas com a vacina Rev-1, a existéncia
de rebanhos vizinhos ndo indemnes, a existéncia de rebanhos mix, ou seja, rebanhos de
cabras e ovelhas sem separacdo, assim como mais de 50% dos partos ocorrerem em
caminho/pastagens comuns podem aumentar o risco de infecdo de brucelose nos PR e sdo
considerados por isso fatores de risco. Porém, naexploracao que testou positivo, o efetivo
era apenas constituido por ovinos, manteve-se constante ndo tendo sido adquiridos
animais de outras exploracdes desde 2014, todos os rebanhos vizinhos estavam indemnes
ou oficialmente indemnes brucelose (estatuto sanitario B3 e B4, respetivamente,
finalmente; os animais desta exploragdo encontravam-se estabulados e ndo tinham acesso
a nenhum tipo de pastagem ou caminho comum partilhado por qualquer outro tipo de

animal.

Radostits e colaboradores (2001) afirmaram que também os partos sao situacGes propicias
para disseminacgdo de Brucelose no meio ambiente, isto porque as matérias resultantes de
partos ou abortos tém uma grande carga bacteriana de Brucella spp., materiais como

placentas ou fetos inviaveis e corrimentos uterinos.

Como DGAYV (2013) afirma esta area nao é problematica e por esse motivo 0s animais
ndo séo vacinados, contudo segundo Minas (2006) uma vez que estes animais nao sao
vacinados todos esses estdo suscetiveis a doenca e aumentando assim a possibilidade da

sua disseminacao.

Apos a morte do proprietario a gestdo do rebanho e da propriedade passou para a filha.

Os animais inscritos na sua marca de exploragcdo mantiveram-se no mesmo local (numa
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propriedade fechada e junto ha habitacdo, usando os animais quase exclusivamente para

“limpeza de terreno”).

Por falta de conhecimento e experiéncia no maneio dos animais por parte da filha a
manejo dos animais manteve-se inalterado. Por outro lado, existe uma minima
possibilidade de a transmissdo de brucelose ter sido feita através do couro de animais na
fabrica onde a herdeira trabalhava, contudo ndo existem estudos cientificos que provem

a veracidade deste facto.

O animal abatido foi um ovino de dois anos de idade, nascido dentro da exploracdo e filho
de dois animais pertencentes a exploracao. Aquando da colheita de sangue para a pesquisa
de Brucelose este animal ndo apresentava sintomatologia compativel com infecdo por
Brucella spp. nem qualquer tipo de sinal clinico que diferencia de um estado de

homeostase.

Por outro lado, ndo devemos descartar a possibilidade de este animal ser um falso
positivo. Apesar do animal ter testado positivo para o teste de Rosa Bengala e
posteriormente ter testado positivo para o teste de confirmacdo (Teste de Fixacdo do
Complemento) esta possibilidade ndo deve ser posta de lado. Isto deve-se ao facto de
todos os animais, com exce¢do do macho, se encontrarem a coabitar juntos, partilharem
0 mesmo bebedouro, 0 mesmo pasto, estarem sempre em contacto directo e nenhum dos
outros animais apresentou qualquer tipo de sinal clinico nem testou positivo ouduvidoso

no despiste de brucelose.

Era de esperar que se fosse um “real positivo” outros animais da mesma exploracao
testassem positivo nos testes de rastreio, 0 que ndo aconteceu e desde esse caso isolado

no ano de 2018 até a actualidade a exploracdo ndo teve nenhum outro caso positivo.

A reaccdo de falso positivo pode acontecer devido a diversas situacdes entre as quais se
for realizado em unidade epidemioldgicas onde os animais foram vacinados com a vacina
viva Rev-1, independentemente de como foi feita a vacinagdo (dose e via), € esperado que
reaccgdes falso positivo acontecam. Para além deste fato um grande niamero de bactérias,
em especial Yersinia enterocolitica O: 9 quando presente no animal ird induzir uma
resposta de anticorpos que causam reagdes de falso positivo quando realizado o teste
seroldgico FC. (OIE, 2016). A Presenca desta bactéria no animal positivo poderia ser um
facto, uma vez que ndo ha despiste para a presenca ou ndo de bactérias concomitantes

aquando da positividade do TRB e do TFC, impedindo assim um diagndstico serolégico
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positivo preciso.

Uma série de fatores afetam a escolha do método: a atividade anticomplementar em
amostras de soro de baixa qualidade ¢ mais evidente com a fixagdo a frio, enquanto a
fixacdo a 37 ° C £ 2 ° C aumenta a frequéncia e intensidade das prozonas, e varias

diluigdes devem ser testado para cada amostra.

Por outro lado alguns factores podem ter influenciado o resultado positivo , podendo deste
modo ter sido um falso-positivo, factores esses tais como : a presenca de bactérias de
Brucella de espécies diferentes que ndo a espécie B. melitensis ( apesar de ser uma
situacdo rara); aquando do uso do reagente este possuir particulas ressequidas que podem
levar a uma reacgéo de falso positivo, 0 ndo congelamento de nenhum dos componentes;
ter havido uma répida rotacdo das laminas que causara rutura das ligacoes entre os AC da
amostra e as particulas de latex; o reaproveitamento de materiais tais como ponteiras
plasticas de micropipetador ( que devem ser descartadas entre cada amostra para nao
haver reagBes cruzadas); a ndo homogeneizagdo energética da suspensdo; a nédo
verificacdo da ocorréncia do fendmeno prozona ( que deve ser sempre verificado, pois a
ocorréncia deste fendbmeno leva a resultados falso-positivos); a possibilidade de ter
existido contaminag&o quimica ou microbiana no momento da abertura dos componentes,
uma vez que apos a abertura dos mesmos estes tornam-se susceptiveis a contaminagoes;
a utilizacéo de material com validade fora do previsto, material contaminado ou realizado
em condic¢Oes inadequadas; a ndo espera que 0s materiais atingiam a temperatura
ambiente no momento do seu uso; a ndo utilizagéo de controlos fornecimentos pelo kit de
teste RB e FC; ter existido um tempo insuficiente ou demasiado tempo no momento da
agitacdo da lamina; a ndo utilizagdo ou reaproveitamento das laminas previamente
fornecidas pelo kit e ainda uma interpretacdo incorreta ou inequivoca dos resultados pode

ter acontecido (Young, 1997).

Em jeito de conclusdo, podemos verificar que na area em estudo o PEBPR tem sido
cumprido e por isso a OPP esta a progredir para o objetivo da erradicacdo de brucelose,
contudo outras &reas como as do Norte ainda estdo a mais longe da erradicacao da doenca
e € necessario que todos os intervenientes, incluindo proprietarios, Médicos-veterinarios,

OPP e DSAYV continuem a manter os esforcos.

Teoricamente, de maneira geral as OPP cumprem os programas sanitarios, contudo alguns
fatores tais como 0 acompanhamento as brigadas das OPP feito por delegacdes da DGAV,

visitas mais recorrentes do médico-veterinario, medidas de biosseguranca podem ser
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melhoradas (comegando pelos Médicos-veterinarios que devem por exemplo usar botas
diferentes para cada exploracdo ou lava-las e desinfeta-las entre exploracdes), mas
também a sensibilizacdo dos proprietarios para o problema da brucelose e a necessidade
também dos produtores serem instruidos relativamente a como minimizar e evitar a
possibilidade da disseminacdo da doenca, cumprindo sempre o PEBPR, podem ser

melhorados para se conseguir atingir o objetivo.

O sucesso na erradicacao da brucelose dos pequenos ruminantes assenta em grande parte
na formagdo dos produtores para que tenham real nocéo do problema que é a brucelose,
ndo sé a nivel econémico para os préprios, mas sendo uma doenca de declaracdo

obrigatdria é igualmente um problema de salde publica.

Como sugestdo seria Gtil realizar um inquérito que avaliasse o conhecimento dos
produtores relativamente a doenca e dessa maneira serem detetadas falhas de informacéo

e comunicagdo que possam estar a ocorrer.

Podemos entdo concluir que o sucesso da erradicacdo depende da correta aplicacdo do
PEBPR, com um bom sistema de vigilancia com colaboracéo e trocas de informac6es
entre os sectores veterinarios e de satde publica e uma partilha de informacao aberta entre

Médicos-veterinarios, OPP e produtores.

Como principal limitacdo deste estudo encontramos a possibilidade de existirem animais
que se encontrem na DSVLVT, mas que ndo estejam inscritos em nenhuma OPP e por
essa razao esse animais nunca terdo sido submetidos a sanidade animal obrigatéria e

consequente pesquisa de Brucelose.

Concluimos que na area em estudo a prevaléncia individual de brucelose nos anos de
2017, 2018, 2019, 2020 e até julho de 2021 foi quase sempre nula o que demonstra que a
regido administrativa da OPP de Santarém estd em cumprimento do PEBPR e que esta a
caminhar em direcdo a sua erradicacdo, que apenas se atingira se todos os intervenientes

colaborarem juntos.
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2 testes soroldgicos negativos para

animais com mais de 6 meses (ou 18

meses apos vacinagao)

ANnexos

Anexo 1 -

Classificagdo Sanitéria dos Rebanhos

Segundo a diretiva 91/68/CEE presente no Decreto de Lei n°® 244/2000 de 27 de setembro,

atualmente as classificagGes sanitarias de caprinos e/ou ovinos no ambito do PEBPR sdo as

seguintes:

B2 — Nao indemne de Brucelose

B2.1 — Efetivo infetado onde foi isolado e identificado bactérias do género Brucella spp.

B3 — Indemne de Brucelose

B3 S — Indemne de Brucelose suspenso

B4 — Oficialmente indemne de Brucelose

B4 S — Oficialmente indemne de Brucelose suspenso

2 testes negativos em animais com mais de 6 meses

(ou 18 meses ap6s vacinagdo)

1° Teste — 30 dias ap0ds o0 abate de animais positivos
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Figura 1: Esquema de obtencdo, manutencdo e subida de estatutos sanitarios dos efetivos
(adaptado DGAV 2019)

Efetivo B2 — Efetivo ovino e/ou caprino ndo indemne brucelose
Um efetivo é considerado ndo indemne de brucelose quando:

* N&o reune condicBes para obtencdo de estatuto oficialmente indemne (B4) ou
indemne (B3);

»  Sempre que existam resultados seroldgicos positivos, em controlos com intervalo de
3 meses, a todos 0s animais com mais de 6 meses, mesmo que ndo tenha sido
isolado o agente;

= O PEBPR néo esteja a ser cumprido.

Todos os animais sujeitos a Subida de estatuto para
dois controlos serologicos TRB EITPC indemne (animais vacinados)
com intervalo de pelo menos negativos ou oficialmente indemne
6 meses (anirnais ndo vacinados)

&

Nio observagio de casos
clinicos nem o
isolamento de Brucella 4

nos ultitnos 12 meses

k 4

Isolamento do efetivo
carantido que ndo exista
contato com outros
animais ou partilha de
pastagens com efetivos
nio indemnes

k4

A existéneia de animais
vacinados com Rev 1 ha
pelo menos 2 anos oo
mexisténcia de animais
vacinados com Rev 1 ha
pelo menos 2 anos

Figura 2: Fluxograma para subida de estatuto ndo indemne (B2) para estatuto indemne ou
oficialmente indemne (Adaptado DGAYV 2019)
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Efetivos B2.1 — Efetivo ovino e/ou caprino com isolamento e identificacdo de Brucella
Nestes efetivos deverdo ser realizados 0s seguintes passos:

»  Arealizacdo de um inquérito epidemioldgico no efetivo infetado, no prazo maximo de
14 dias, onde devem ser referidos os principais fatores de risco que possam estar na
origem da infecdo;

* Aexploracéo é colocada sob sequestro sanitario, com notificagéo oficial do
proprietario. O sequestro so acaba quando o efetivo estiver oficialmente livre da
brucelose, ou seja, quando a exploracao atingir a classificacdo B3 ou B4;

* Deve haver interdicdo de movimento de todas as espécies animais que possam ser
suscetiveis a infegdo por Brucella spp. (para dentro ou para fora da exploracdo), com
exce¢do de animais que vao para abate sanitério;

* Todos os animais que tenham estado em contato com animais desta explora¢éo, ou
exploragfes contiguas, sdo consideradas suspeitas e a totalidade desses efetivos é
submetido a controlo de testes oficiais (TRB e TFC) no prazo maximo de 30 dias.

Para efeitos de subida de estatuto o controlo serolégico deve ser realizado segundo este

esquema:



|

Abate de todos os Controlo SeTRB e TFC
animais positivos serologico dos

animais, passados
30 dias do abate 1

L J

k4

positivo

¥
TRB e TFC
repetido a todos
0s animais apos
60 dias

L 4

Sem anitnais
positivos, o
rebanho adquire a
classificacio B2.
Novo controlo

¥
TRBeTFC
negativos em
todos os anitnais.
Novo confrolo 1
apos 6 meses

¥
TRB e TEC
negativos. Novo
controlo apos 6
meses

¥
Senenhum animal
testar positivo o
efetivo adquire a
reclassificagio de
2ouB3

Figura 3: Fluxograma para erradicacdo de Brucelose em efetivos B2.1 (Adaptado DGAV 2019)



Efetivos B3 e B4 — Efetivo ovino e/ou caprino indemne de brucelose e oficialmente indemne

de brucelose respetivamente

Nestes efetivos é realizado um controlo anual a totalidade dos animais do rebanho, com mais de
6 meses de idade. Sdo considerados B3 ou B4 todos os efetivos que apresentem resultados
negativos no TRB e TFC, descendo de escaldo para B3 S ou B4 S sempre que algum dos animais

se apresente positivo nos testes realizados.

A existéncia de animais vacinados com Rev 1 ha pelo menos 2 anos (B3) ou inexisténcia de
animais vacinados com Rev 1 ha pelo menos 2 anos (B4) é o que diferencia a classificacdo de B3
e B4.

Controlo feitona
totalidade do efetivo
(= de 6 meses)

TRB
TRB TRB
Negativo Positivo
¥ |
" TEC
Se TRB negativo, mas em exploragdes
em que exista 5% de TRB positivos ou
pelo menos 1 animal for positivoa TRB
e TFC
TEC
Positivo
Abate

Figura 4: Esquema de controlo em efetivos classificados como B3 ou B4 (Adaptado DGAV
2019)



Anexo 2 — Rotulos de amostra individual e de conjunto de sangue
Tabela 8: Rétulo da amostra individual de sangue
Cddigo de Identificacdo do Animal: N° de Ordem:

PT

Tabela 9: Rétulo do conjunto de amostras de sangue

Espécie: Data da Colheita:
Tipo de Amostra: Marca da Exploracdo:
N° Total:

Responsavel pela colheita: Requisicéo n°:

/
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