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Epigrafe

Nunca aqueles males poderdo ser
eficazmente combatidos sem o apoio
de uma boa legislacdo de policia

sanitaria veterinaria.

“«Diario do governo»,12série, n°100, de 14 de
maio de 1953
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Resumo

A brucelose é uma doenga importante do ponto de vista da sanidade animal.
Uma vez que se caracteriza por uma zoonose esta pode tornar-se num tema importante
na saude publica, sendo assim, uma doenca de declaragéo obrigatéria (DDO).

Diversos fatores podem influenciar a prevaléncia da doenca, assim como, a
presenca de fauna selvagem na propriedade, a detecdo da doenga nas propriedades
circundantes, eficacia da vacina, processo de eliminagdo de animais positivos, detecao
de abortos, maneio geral da manada, testes laboratoriais utilizados, entre outros.

O estudo incide numa exploracdo extensiva de bovinos de carne no Alto
Alentejo, onde foram estudadas variaveis, como a idade, sexo e época do ano em que
se verificam mais animais seropositivos em relagao a Brucelose.

Foram recolhidas amostras sanguineas de todos os animais com mais de seis
meses, periodicamente, as quais, foram analisadas com os testes Rosa de Bengala
(RBT) e tese de fixagao do complemento (CFT) no respetivo laboratério de referéncia.

Os resultados laboratoriais foram recolhidos e, posteriormente, foi feito um
estudo estatistico quanto as variaveis acima referidas. Os resultados mostraram que a
idade média de infegcdo, nesta exploracdo é de cerca de 6 anos , a doenca € mais
incidente no sexo feminino e a época do ano em que se verificou maior nimero de
animais positivos foi no més de julho de 2019 provavelmente derivado do inicio da época
de partos.

O surto de Brucelose afetou a exploragao de varios modos, tais como, a perda
de grande numero de animais desde o inicio do surto, por eliminacdo de todos os
animais positivos, o estado sanitario desta exploracéo foi alterado, impossibilitando a
venda de animais, causando assim grandes perdas econdmicas e também o atraso
reprodutivo da exploracgao.

Embora, ndo se tenha erradicado a brucelose desta exploragdo, apos a
vacinacao de todo o efetivo, os casos positivos tém vindo a decrescer. Nao obstante,
deve ser feita uma vigilancia reprodutiva mais ativa para conseguir um rapido isolamento
dos animais positivos e assim, a eliminacédo de possiveis reservatorios de doenga com

0 objetivo de evitar a reinfegéao.

Palavras chave: brucelose, Brucella abortus, bovinos, sanidade animal,

Zoonose
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Abstract

Brucellosis is an important disease in matters of animal health. Since it is
characterized as a zoonosis, it can become an important problem for public health, being
mandatory to report all cases to the health authorities.

Many factors can influence its prevalence as so, the presence of wildlife, the
detection of the disease in surrounding proprieties, vaccination efficiency, elimination of
seropositive animals, detection of abortion, management of cattle and used laboratorial
tests, and many others.

This study will focus in a livestock farm of beef cattle in extensive regimen of
production, located in Alto Alentejo, where three main subjects were addressed, which
were age, sex and time of the year that the infection with brucellosis occurred.

Many blood samples were collected, periodically, in all animals older than six
month. They all have been analyzed with Rose Bengal teste (RBT) and Complement
Fixation Test (CFT) in the respective reference laboratory.

The laboratory results were collected and posteriorly it has been done a statistic
study about the three main subjects described before.

The results showed that the average age cows are infected is about six years
old, this disease is more frequent in females and it is also more frequent during the month
of July that coincide whit the beginning of parturition season.

This outbreak affected this farm in many ways, such as, the great amount of
animal losses since the appearing of brucellosis, elimination of many seropositive
animals, also due to alteration of the farm sanitary status, making it impossible to sell
animals, causing great economic losses as well as a delay in reproduction results.

Although brucellosis hasn’'t been eradicated, after vaccination, de positive
cases have been decreasing. Despite that, in the future, the farmer should do a closer
reproductive management to increase abortion detection and to isolate positive animals
efficiently and eliminate possible reservoirs of the disease in order to contain de infection

and decrease re-infection.

Key-words: Brucellosis, Brucella abortus, beef cattle, Animal health, zoonosis.
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primeira letra de todas as sub-espécies.
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DNA — do inglés Deoxyribonucleic Acid — ADN: Acido Desoxirribonucleico
DR — conjugacdo de Doxiciclina e rifampicina

DS — conjugacdo de Doxiciclina e streptomicina

DSVR - Direcdes de Servico Veterinario Regionais

ELISA — do inglés Enzyme-Linked Immune-Sorbent Assay

EUA — Estados Unidos Da América

Fingerprinting — palavra inglesa para descrever a detecao de microssatélites varios
num genoma, que o torna individual.

FM — do inglés Ferrell’s method

Foci — do latim, focos

FPA - do inglés Fluorescence Polarisation Assay
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IFN-y — Interferdao gama

INIAV - Instituto nacional de investigacdo agraria e veterinaria

KDa — kilodalton

LFA — do inglés Lateral Flow Assay.

Loci — plural de “locus” significa sitio ou local.

LPS- Lipopolissacaridos
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MLSA - do inglés Multiple Locus Sequence Analysis

MLSA — do inglés Multi Locus Sequence Analises

MLVA — do inglés Multiple Locus Variable Analysis

MLVA —do inglés Multiple Locus Variable

mP- milipolarizacdes

MRT — do inglés Milk Ring Test

mTM — do inglés Modified Thayer-Martin’s

MVE- Médico Veterindrio Executor
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saude animal

OPP — Organizacdes De Produtores Pecuarios

PCR — do inglés Polimerase Chain Reaction — reacdo em cadeia da polimerase.
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RBT — do inglés Rose bengal Test

RDFP — Reacdo Soroldgica Falso Positivo

RER — Reticulo Endoplasmatico Rugoso

RSFN- Reacdo Serolégica Falso Negativo.

S-LPS — do inglés Smooth Lipopolysacaride

SAT — do inglés Sérum Aglutination Test significa teste de aglutinacao soroldégico
SC- via de administracdo subcutanea

SIRCA - Sistema De Recolha De Cadaveres De Animais

SNIRA - Sistema Nacional de Informacdo e Registo Animal

SNP — do inglés Single Nucleotyde Polymorphism que significa polimorfismos de um
Unico nucledtido

Spillover — significa extravasamento

Spp. — abreviatura do inglés Species, significa: varias espécies

UE - Unido Europeia

UE — unidade epidemiolégica

ul — microlitro
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Estagio e casuistica

O meu estagio tomou lugar no Centro de Saude Animal, na cidade de
Portalegre, que é uma clinica veterinaria, que labora ha cerca de 13 anos, em varios
concelhos do Alto Alentejo, nomeadamente, Crato, Alter do chao, Nisa, Castelo de vide,
Marvao. Esta instituicdo caracteriza-se por uma empresa familiar, a proprietaria, Dr.?
Marisa Alegria e Diretor clinico, Dr. Pedro Alegria, que trabalham em conjunto com a
restante equipa técnica que € constituida por dois médicos veterinarios e uma
enfermeira veterinaria. Esta clinica presta varios servigcos, tais como, servicos de
saneamento em exploragdes pecuarias, servico de acompanhamento reprodutivo de
explorag¢des pecuarias, servigo de urgéncias a espécies pecuarias, servico de clinica de
pequenos animais, servico de urgéncia de pequenos animais e ainda venda de
alimentagao de pequenos animais. De modo a facilitar a gestdo de equipas, divide-se o
trabalho das diferentes areas de laboracao entre a manha e a tarde, clinica ambulatéria
de animais de pecuaria e clinica de pequenos animais, respetivamente. Assim, durante
o periodo de estagio, que se compreendeu entre setembro de 2019 e fevereiro de 2020,
tive oportunidade de trabalhar nestas duas areas, sendo que, por questdes de casuistica

incidi mais sobre os pequenos animais.

Casuitica geral da instituicao durante o periodo de estagio

m Clinica de animais de produgao

M Clinica de animais de companhia

Grafico 1: Casuistica geral do estagio da autora na clinica veterinaria Centro de Saude animal.

Quanto a casuistica na parte de animais de producdo, os servigos sao
realizados um pouco por todo o distrito de Portalegre e posso afirmar que a maior parte,
serao servigos de sanidade animal, vacinacido e desparasitacao de efetivos bovinos,
ovinos, caprinos e alguns suinos. Do servigo de sanidade, faz parte, a recolha de sangue
para detecdo de brucelose e intradermotuberculinizacao para detecéo de tuberculose.
No entanto, tive oportunidade de assistir a situagdes de urgéncia do foro reprodutivo

como, por exemplo partos, retengdo de membranas fetais, prolapsos vaginais e
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uterinos, mas também situagdes de foro bacterioldgico e parasitolégico, como manadas

infetadas com brucelose, besnoitiose e babesiose.

Casuistica de clinica de especies pecuarias
2% | 2%

m Servico de Sanidade, vacinagao e
desparasitagéo de efetivos
m Reprodugéo

Ortopedia

Doengas Infeto-contagiosas

Grafico 2: Casuistica de clinica de espécies pecuarias no Centro de saude animal durante o estagio.

Apesar do meu gosto pelo trabalho no campo e da sua extrema importancia
em matérias da sanidade animal e consequentemente da saude publica, durante o meu
estagio o objetivo foi predominantemente aprender tudo aquilo que pudesse fazer parte
do dia-a-dia da clinica de campo.

Quanto a parte da clinica de pequenos animais, a casuistica foi muito variada,
abrangendo a maioria das doengas de todos os sistemas orgénicos. A atividade mais
comum foi a vacinacdo, desparasitacdo e colocagcdo de microchip em felideos e
canideos. A componente de cirurgia tem também um peso importante nesta instituicao
tanto em felinos como em canideos e, esporadicamente mustelideos, realizando assim
ovariohisterectomias eletivas e derivadas de pidmetras, orquiectomias eletivas,
nodulectomias, cistolitotomia, laparotomia exploratéria para remocido de corpos
estranhos, remoc¢do da glandula da membrana nictitante, remocédo do globo ocular,
resolugao de hérnias umbilicais (herniorrafia). Nas consultas de especialidade tratamos
de varios assuntos, nomeadamente, ortopedia (principalmente para diagndstico e
controlo de displasia da anca), medicina interna, otorrinolaringologia, urologia,
oncologia, neurologia, virologia, parasitologia, dermatologia, estomatologia, reproducgao.

Nesta componente, tive oportunidade de desenvolver todas as minhas
competéncias, desde a vacinagdo a cirurgia, a qual, sempre foi uma area que me

fascinou. Com este interesse crescente, dediquei maior parte do final do meu estagio.
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Casuistica por especialidades em Clinica de Pequenos Animais

10 >

542

1-,— -

- Profilaxia/ vacinagdo/desparasitacéo

- Cirurgia

Dermatologia

- Otorrinolaringologia

- Urologia

- Ortopedia

- Internamento/cuidados intensivos

- Oncologia

Oftalmologia

- Endocrinologia
- Neurologia

- Cardiologia

Leishmaniose (teste/vacina)

Grafico 3- Casuistica por especialidades durante o periodo de estagio de Setembro a Margo na clinica

Centro de Saude animal.
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1. Introducgao

A brucelose, é caracterizada por uma doenga zoondtica, ou seja, transmitida
dos animais para os humanos, de distribuicdo mundial, responsavel pela maior
morbilidade humana mundial, o que atribui a esta doenga, uma preocupacéao acrescida,
por constituir um assunto importante em matérias de saude publica. (Franc et al. 2018).

Provocada por uma bactéria do género Brucella, que sobrevive e se multiplica
dentro das células fagociticas do hospedeiro, podendo ser sequestrada pelos mondcitos
e macrofagos do sistema mononuclear fagocitico, tais como, linfonodo, figado, bago e
medula 6ssea. Esta bactéria pertence a familia Brucellaceae, ordem Rhizobiales da
classe das alfa-protobactérias e s&o proximamente relacionadas com géneros
filogenéticos, tais como Agrobacterium, Phylobacterium, Rhizobium e Ochrobactrumn.
Membros da classe Protobacteria, incluem familias de organismos que estabelecem
relacdes intimas com plantas ou células animais, assim como, possuem a capacidade
de crescimento intracelular, como agente patogénico ou seres simbiontes. (Saavedra,
Ballem, et al. 2019).

Existem no mundo varias estirpes da mesma, de acordo com a espécie
infetada, nomeadamente, B. abortus, B. ovis, B. mellitensis, B. suis, B. ovis, B.
neotomae, B. cannis (Nathan e Scobell 2012).

O género Brucella esta classificado em 12 espécies conhecidas, as quais,
estdo representadas na seguinte tabela.

Nos humanos, a infecdo pode ser causada por cinco espécies de Brucella spp.,
B. mellitensis, € a estirpe mais invasiva e patogénica para esta espécie. A infegcao é
adquirida pelas vias oral, respiratoria e conjuntival, uma vez que esta bactéria tem a
capacidade de aerossolizagéo, o Centro para o controle e doengas dos EUA (Estados
Unidos da América) chega a considerar as espécies de B. mellitensis, B. abortus e B.
suis como potencias armas bioldgicas (‘bio-weapons’). O consumo de queijo de cabra
fresco e de leite fresco nao pasteurizado, € também uma grande fonte de infegéo que,
por vezes, pode até, ter um carater sazonal coincidente com o desmame de borregos e
cabritos ( Seleem et al., 2009; Facciola et al., 2018).

Existem alguns grupos de risco, tais como, produtores de animais pecuarios,
cirurgides veterinarios e empregados na industria carnica, que revelam um risco maior
devido a atividade profissional que desempenham, isto porque se encontram
permanentemente em contacto com animais infetados. Assim, a reducido de
reservatorios animais, reduz consequentemente a incidéncia da infegdo humana
(Seleem et al., 2009; B. Lopes et al., 2010; Franc et al., 2018).
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Tabela 1 - Espécies de Brucella e biovars, hospedeiros preferenciais e patogenicidade para os humanos.
Adaptado de (Godfroid, Nielsen, e Saegerman 2010; Saavedra, Ballem, et al. 2019)

1-3 Qvinos e caprinos Alta
1-6,9 bovinos Alta
1,3 Porcos Alta
2 Javali e lebre Baixa
4 Veado e caribu Alta
5 Roedores Nao existe
- Rato do deserto Moderada
- Ovinos Nao existe
- Canideos moderada
- Foca Desconhecido
- Cetaceos Desconhecido
Solo, ratazana e
= Desconhecido
raposa
- Humanos =
- Babuinos =
Raposa Vermelha =

Tabela 2- Caracteristicas de B. abortus que a tornam agente de bioterrorismo.(Pepper, Choi, e Gerba
2009)

Dose infectavel 50

10-100 cel Provavel

Doenga (agente) Perigo na agua Perigo de aerossol

Brucella abortus Nao estudado

Abrucelose, é prontamente transmissivel aos humanos, causando uma doenca
febril, de carater ondulante, que pode evoluir para uma forma mais cronica e
desenvolver serias complicagbes a nivel do sistema musculo esquelético,
cardiovascular e sistema nervoso central (Saavedra, Ballem, et al. 2019).

Apé6s a infegdo por esta bactéria Gram-negativa sao manifestagbes clinicas
caracteristicas, os problemas reprodutivos, tais como aborto e falha reprodutiva.

Nos animais, o sinal clinico mais comum é o aborto, a bactéria transmite-se
principalmente, por contacto direto com abortos, produtos de aborto, como as matérias
fetais e liquido amnidtico, mas também através do contacto entre membranas mucosas
durante a reprodugao e também pela alimentagdo animal. (Godfroid 2002; Pappas e
Papadimitriou 2007).
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2. Revisao bibliografica

2.1. Prevaléncia da Brucelose

As zoonoses sdo doencas transmissiveis dos animais para os humanos,
através do contacto de comida, agua e ambiente e representam um verdadeiro
problema de saude publica. Atualmente, a brucelose é a doenca zoondtica bacteriana
mais comum no mundo. Particularmente em paises em desenvolvimento como Africa,
paises mediterranicos e paises da Asia central.

A brucelose existe ha muitos séculos e a sua distribuicdo geografica muda
constantemente, com o aparecimento de novos ‘foci’ (focos de doenga) emergentes ou
re-emergentes. A brucelose humana, tem sofrido mudancas nos ultimos anos, devido a
mudangas sanitarias, socioeconémicas e de foro politico, mas também com o aumento
da globalizagdo que caracteriza os tempos que correm.(Seleem et al. 2009)

A brucelose é uma doenga que pode ser datada deste a era egipcia, por volta
do ano 1600 a. C, onde esqueletos encontrados dessa mesma era apresentaram
marcas de sacroleite e outras lesdes osteoarticulares compativeis com os sinais clinicos
e patogenia da brucelose. (Pappas e Papadimitriou 2007)

Brucella mellitensis (Micrococcus mellitensis na altura) em 1887 foi isolada por
Davis Bruce do bago de um soldado britanico que morreu de uma patologia febril, a qual
deram o nome de Febre de Malta, patologia comum entre as pessoas que circularam
neste local durante a guerra. Esta febre permaneceu um mistério até Themistocles
Zammit, acidentalmente, demonstrar a natureza zoondética desta bactéria através do
isolamento de B. mellitensis de caprinos saudaveis, sabendo entdo que estas néao
seriam a origem da Brucella, uma vez que nao ficavam doentes apds inoculagédo com
Brucella, eram apenas portadores desta bactéria.(Wyatt 2005)

Os paises onde a brucelose foi erradicada tém este estatuto devido a auséncia
de qualquer caso durante o periodo minimo de cinco anos, assim classificam-se como

“Officially Brucelosis Free” (OBF) que significa Oficialmente Livre de Brucelose (OLB).
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Na Europa, existem varios paises OLB, entre os quais: como descrito na tabela
seguinte (tabela 3). Grécia, Italia, Hungria, Bulgaria, Portugal e Espanha séo paises da
europa que continuam com a presencga desta doenga (Godfroid e Kasbohrer 2002;
Pappas et al. 2006).

Tabela 3- Paises europeu considerados oficialmente livres de Brucelose no ano de 2017. Adaptado de (UE

- European Union 2017)

Austria Lituania
Bélgica Luxemburgo
Chipre Malta
Republica Checa Holanda
Dinamarca Noruega
Estonia Poldnia
Finlandia Roménia
Franca Eslovaquia
Grécia Eslovénia
Irlanda Suécia
Letonia Suica

Em Portugal, a brucelose foi reportada pela primeira vez nos Agores em 1947,
e o programa de erradicagdo da mesma comegou em 1950, sendo reforgado em 1994
pelo programa de cofinanciamento Europeu para erradicagéo da brucelose. No ano

2000 algumas ilhas como Corvo, Flores, Graciosa e Pico foram classificados como OLB.
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Neste documento encontra-se em anexo o relatério da DGAV (Diregao Geral de
Alimentacao e Veterinaria) relativo a Brucelose Bovina no ano 2017.

Inicialmente, vacinaram-se os efetivos com a vacina S19, sendo mais tarde
substituida pela S45/20. Quando a prevaléncia da doenga atingiu valores inferiores a
1%, a vacinacgao dos efetivos cessou, o que levou ao imediato aumento da populagao
afetada, iniciando-se assim a vacinagao com RB5, pois nao seria detetada nos testes d
diagnostico convencionais para esta doenga. Com a erradicagdo da doenga em algumas

ilhas, Portugal tem taxas de incidéncia de cerca de 49,9% (Martins et al. 2009).

2.2. Brucelose em animais selvagens e caga

A brucelose é uma importante doenca zoondtica que pode infetar varias
espécies de mamiferos, tanto humanos como animais. Segundo alguns autores, o maior
condutor de transmisséo, sera o0 comportamento e interagao entre a fauna selvagem e
0s animais pecuarios e humanos (FAO e WHO 1986).

Os agentes causadores de brucelose em animais selvagens sdo os mesmos
que provocam brucelose em espécies pecuarias, embora B. abortus e B. suis aparegcam
mais frequentemente na fauna silvestre.

Varios agentes infeciosos, especialmente aqueles que causam doengas
emergentes, infetam mais do que um hospedeiro. Controlar os reservatorios de doengas
com varios hospedeiros possiveis tem, muitas vezes, um papel deveras importante no
controlo de doengas. Contudo, a definicao de reservatérios continua muito abrangente
e pouco definida. Um reservatorio define-se, com base numa populagcido especifica,
como uma ou mais populagdes ou ambientes ligados epidemiologicamente, no qual o
patogénio pode permanecer durante um periodo de tempo com capacidade de infetar a
populagao-alvo. A existéncia de um reservatério é confirmada quando a infecdo de uma
populacao especifica ndo consegue ser controlada, mesmo quando a populagao-alvo e
a populagao nao-alvo séo eliminados (Haydon et al. 2002).

A longa disputa entre os produtores e as autoridades, de um lado, e os
conservadores da vida selvagem, por outro, é baseada nas diferentes atitudes em
relacédo ao controlo de doengas que sao ou podem ser associadas com a vida selvagem.
A criagéo de novas interfaces entre o gado e a fauna selvagem devido a atividade
humana é o fator mais importante na transmissao da doencga (Bengis, Kock, e Fischer
2002).

Apesar das respetivas preferéncias de hospedeiro, Brucella spp., B. abortus e
B. suis ja foram isoladas de muitas outras espécies, como é o caso do bisonte (Bison
bison), o veado (Cervus elaphus), o javali (Sus scrofa), raposa vermelha (Vulpes

vulpes), da lebre comum (Lepus europaeus), bufalo africano (Syncerus caffer), rena
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(Rangifer tarandus tarandus) e o caribu (Rangifer tarandus groenlandicus). Por esta
razdo, a vida selvagem deve ser considerada como um potencial reservatorio da
brucelose (Godfroid 2002; Rhyan 2014). Contudo, esporadicamente foram reportados
casos na Europa de cabras montesas (Rupicapra rupicapra) e muflées (Capra ibex) nos
alpes ( Garin-Bastuiji et al., 1990; Ferroglio et al., 1998).

Outro aspeto importante relacionado com a brucelose é a forma como se
distingue uma infegéao por ‘spillover’ proveniente do gado, ou uma infegao sustentavel
na fauna selvagem. Entende-se por ‘spillover’ ou transbordamento, um fenédmeno critico
nos eventos de emergéncia, quando a “oportunidade ecologica” é responsavel pela
ampliagdo de espectro de hospedeiros de um determinado agente infecioso.
(Confalonieiri 2010)

Se ainfegéo na fauna selvagem for sustentavel, a preocupagéo dos produtores
sera, evitar a re-introducao da infegdo na manada, particularmente em regiées que sao
OLB devido aos custos da testagem de pré-movimentagao (Gardner, Hietala, e Boyce
1996).

Deve dar-se énfase a que a introdugdo de individuos infetados para uma
populagédo saudavel nao é s6 por si suficiente para causar transmissdo efetiva da B.
spp. considerando um hospedeiro selvagem. A probabilidade da brucelose se
estabelecer e ser sustentavel numa espécie selvagem pode ser menor do que a
probabilidade de infegéo, e perto de zero em alguns casos. Isto deve-se ao facto da
sustentabilidade da doencga depender da combinagao de trés fatores, entre os quais:
suscetibilidade (ou resisténcia) do hospedeiro, dose infetante, contactos (repetidos) com
animais infetados e fatores ambientais e de maneio (Gardner et al. 1996).

Na América do Norte, a maior probabilidade de transmissdo do agente
infecioso entre os animais selvagens e o gado da-se em exploragbes de bovinos em
regime extensivo para produgdo de carne, onde a fauna selvagem e os bovinos

partilham comida, agua e fontes de minerais (Van Campen e Rhyan 2010).

Tabela 4 - Animais selvagens presentes nas respetivas bioregides. Adaptado de (Mufioz et al. 2010)

Clima atlantico com alta
precipitagao.

Pastos e florestas deciduas.
Habitats de montanha.

Quase sem cercas de Habitats
da vida selvagem.

Javali e corga

abundantes. Localmente

veado vermelho abundante. Camurga
em alta

altitudes (Mts da Cantabria)

Ungulados em expansao e localmente
abundantes.

Camurga limitada a grandes altitudes
no

Pirineus. Localmente ibex e gamo

Clima mediterraneo
continental. Seco,

verdes quentes, invernos secos
e frios. Aberto,
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paisagens de cereais com pinho
ou carvalho

florestas, limitadas ao norte por
montanhas. Pequena esgrima

Continental Thermo
Mediterraneo

clima. Pastagens e culturas com
vegetagéo intercalada, as vezes
formando estruturas
semelhantes a savanas. Baixo
montanhas de altitude com
matagal.

Esgrima frequente

Javali e veado-vermelho, muitas
vezes em alta

densidade; alimentacéo e

rega. Localmente

gamos abundantes e ibex ibérico, e
introduziu bovinos selvagens

Mediterraneo continental grave

clima. Montanha de pedra . .
Javali, corga e ibex amplamente

calcaria e e
. distribuido, mas geralmente a
habitats de planalto com culturas
. moderado
de cereais,

abundancia. Cervo vermelho

pastagens e florestas de localmente abundante.

pinheiros e carvalhos.
Pequena esgrima

Clima Mediterraneo litoral;
arido na porgao central. Poucos Javali abundante nas regides norte e

bem extremidades do sul. Outros
habitats de vida selvagem ungulados localmente
preservada (montanhas). abundante

Pequena esgrima

Brucella spp. nao se multiplica fora do seu hospedeiro mamifero mas, pode
permanecer viavel no ambiente, por determinado periodo de tempo, por exemplo, B.
microtti pode permanecer viavel durante varios anos. No geral, a viabilidade da Brucella
fora do seu hospedeiro € melhorada com baixas temperaturas e elevada percentagem
de humidade (sobrevivéncia até 185 dias) coincidente com a altura do inverno no nosso
pais, e é limitada por altas temperaturas, baixa humidade e exposicdo a luz solar
(poucas horas). No caso de fetos abortados, estrume e agua, a B. abortus pode
sobreviver de 150 a 240 dias (Godfroid et al. 2013).

Desde os primeiros esforcos para a erradicacao da brucelose na Unido
Europeia (EU) e nos Estados Unidos da América (EUA) mais focado na brucelose
bovina, o énfase nestes paises foi posto na hipétese de B. abortus ter um reservatoério
natural na fauna selvagem. Quando a brucelose era prevalente nos bovinos, foram feitas
numerosas pesquisas para identificar resultados ocasionais de ungulados selvagens
seropositivos, nomeadamente cervideos sobre determinadas condicdes de liberdade, a
infecao foi considerada auto-limitante ou a consequéncia de uma infegéo ‘spillover’ (Van
Campen & Rhyan, 2010; Rhyan, 2014).
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Na europa, o isolamento de B. abortus em javalis, até a data ainda nao foi
reportado. Uma pesquisa na Peninsula Ibérica realgou que os ruminantes ndo séo
considerados reservatorios significantes de brucelose no gado (Mufioz et al. 2010).

O biovar da Brucella abortus, apenas foi isolado de um veado, provavelmente,
fonte de um ‘spillover’ de bovinos infetados. Estes resultados sugerem, que na Europa,
0s ruminantes selvagens sejam, ocasionalmente, vitimas de brucelose transmitida por
espécies pecuarias, ao invés de verdadeiros reservatérios da doenga. Os dados
epidemioldgicos existentes comprovam que sem a introdugéo da doencga pelas espécies
pecuarias, os ruminantes selvagens nao sdo capazes de suster a infegao por B. abortus
(Mufoz et al. 2010).

A sequéncia de eventos, seguida da introdugéo da infegao por Brucella, na vida
selvagem, é particularmente semelhante as infe¢des descritas nos animais domésticos.

Contudo, a prevaléncia da brucelose em algumas espécies selvagens é
bastante baixa e, portanto, para além dos fatores classicos considerados importantes
na transmissao - tais como: suscetibilidade do hospedeiro, configuragdo, sobrevivéncia
no hospedeiro, etc. - o comportamento individual e as interagbes entre a fauna selvagem
e 0 gado, podem ser, atualmente, a principal fonte de transmissao.

Por instancia, o comportamento adotado por alguns ruminantes selvagens, no
momento de parto, caracterizado por um afastamento da mae e do recém-nascido da
manada, reduzindo grandemente a transmissdo da doenga para a restante manada, o
que, numa situacdo de infegdo pode provocar um final a situagdo. Por outro lado,
situagdes com importantes efeitos antropicos (por exemplo, alimentagdo propositada
dos animais selvagens durante o inverno ou a mistura de animais selvagens com o gado
em locais de alimentagéo), o risco de infegdo aumenta dramaticamente, devido a
densidades animais elevadas e risco de exposi¢cdo a abortos junto dos comedouros,

podendo também, levar a contaminagéo do alimento (Van Campen e Rhyan 2010).

2.3. Brucela abortus

Infegdo por Brucella em bovinos é normalmente causada por biovares de
Brucella abortus. Em alguns paises nomeadamente na Europa, Africa e Oeste Asiatico,
onde os bovinos sao mantidos em contacto com ovelhas e cabras de forma préxima,
sendo que a sua infecdo pode ser devida a B. melistensis. Ocasionalmente, a Brucella
suis, pode também causar uma infe¢ao crénica da glandula mamaria dos bovinos, mas
nao esta provado que possa causar aborto ou disseminar-se pelos animais. (OIE - World

Organization for Animal Health 2018).
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2.3.1. Patogenia e sinais clinicos e patologia da infe¢ao

A brucelose bovina esta relacionada com aborto no terceiro trimestre de
gestagao, produz vitelos recém-nascidos fracos e também pode causar infertilidade em
vacas e touros (Xavier et al. 2009).

A Brucella abortus foi inicialmente localizada em exsudados dos espagos
intervilosidades da placenta de uma vaca prenha com risco de aborto eminente
(Poester, Samartino, e Santos 2013).

Devido ao seu potencial zoondtico, a brucelose deve ser distinguida de outras
doencas que causam aborto em bovinos, tais como, Leptospirose, Clamidiose e
Campilobacteriose . Os sinais da infegcdo em bovinos, dependem de entre varios fatores,
da idade estado reprodutivo e imunitario, resisténcia natural, via de infe¢ao, viruléncia e
estirpe infetante (Adams 2002; Neta et al. 2010).

Apos a infegdo por Brucella spp., ocorre um episédio de aborto, ndo implicando
0 sucesso das seguintes gestagdes e partos. Os vitelos que adquirem a infegéo por via
vertical ou horizontal, ou por ingestdo de leite contaminado podem permanecer
serologicamente negativos e nao revelar sinais de doenca. Contudo, as novilhas com
infecao assintomatica latente podem abortar ou parir vitelos infetados, o que é muitas
vezes a razao para todo o efetivo permanecer infetado (Jones et al. 1980). Outros sinais
clinicos de infecao em fémeas bovinas incluem redug¢ao na producao de leite, aumento
do numero de células somaticas no leite, assim como o comprometimento da eficiéncia
reprodutiva (Meador e Deyoe 1989a).

A transmiss&o venérea da doenga tem um papel relevante em exploragdes de
grandes dimensdes onde a inseminacgao artificial das fémeas é o método de reprodugao
de eleicdo, embora constitua uma importante fonte de infecdo, no caso de utilizagao,
acidental, de sémen contaminado ( Wilesmith, 1978; Paul Nicoletti, 2020).

Ja os touros infetados, podem desenvolver sinais sistémicos de infegao,
incluindo febre, anorexia, depresséo, embora a sua infegéo seja usualmente discreta ou
inaparente. A lesao mais significativa em touros € orquite que esta normalmente
associada com vesiculite seminal e epididimite. Como resultado de orquite crénica e
fiborose do parénquima testicular, os touros afetados podem sofrer infertilidade
permanente (Rhyan et al. 1997).

Os fetos abortados, assim como as membranas fetais e secre¢des uterinas
eliminadas apds o aborto ou o parto, sdo segundo alguns autores as mais importantes
fontes de infecdo (Baum et al. 2010).

Apesar das vias descritas anteriormente, a infecdo pode ocorrer através da

pele, conjuntiva ocular, pela mucosa respiratoria por inalagdo. A mais comum no gado
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€ através do trato gastrointestinal, onde a Brucella ira replicar-se nos fagocitos
intracelulares dos linfonodo regionais. De seguida, hd uma invas&o dos vasos linfaticos
que desencadeia uma bacterémia que leva a uma infecao sistémica, favorecendo assim
a colonizagdo do utero gravido, dos 6rgdo genitais masculinos e da glandula
mamaria (Anderson, Cheville, e Meador 1986; Ko e Splitter 2003a, 2003b).

A Brucella abortus, tem um forte tropismo para o Utero durante o ultimo tergo
de gestacao, o qual se deve a altas concentragdes de eritrol e hormonas esteroides. O
eritrol favorece a sobrevivéncia bacteriana, uma vez que é metabolizado pela B. abortus,
como fonte de carbono e energia (Samartino e Enright 1996).

As células trofobasticas fagociticas localizadas na base das vilosidades
corionicas dos ruminantes sdo consideradas o primeiro local de invasdo dos tecidos
placentarios, de onde a B. abortus se dissemina para os trofoblastos
intercotiledonares (Anderson et al. 1986).

A multiplicagédo da Brucella abortus induz infiltragdo das células inflamatérias,
necrose trofoblastica, vasculite e ulceracdo do alantocdrion. Consequentemente, as
trocas do metabolismo feto-mée sdo comprometidas, resultando em aborto (Anderson
et al. 1986).

As alteragbes encontradas nos uteros gravidos e fetos ndo sao, por si so,
suficientes para o diagnostico de B. abortus. Normalmente, as vacas gestantes
desenvolvem uma linfadenopatia no local de infe¢ado que progride para uma linfadenite
aguda (Neta et al. 2010).

O utero infetado contém quantidades variaveis de exsudado amarelo
acastanhado com cheiro fétido, contendo fibrina e detritos fibrinosos. Usualmente as
lesdes uterinas menos severas podem nao resultar em aborto, mas sdo comummente,
associadas a vitelos fracos ao nascimento, resultando numa taxa de mortalidade

neonatal elevada ( Xavier et al., 2009; Neta et al., 2010).

Universidade Luso6fona de Humanidades e Tecnologias |Faculdade de Medicina Veterinaria 27



Figura 2- Vaca infetada com B. abortus. Utero apresenta varios locais com exsudado fibrinoso na superficie
dos carunculos uterinos. Superficie de corte de um placentoma, com exsudade fibroso necrético e
hemorragia multifocal (placentite necrosante). Adaptado de (Neta et al. 2010)

Alteragbes microscépicas ndo sao patognomaonicas, mas sao mais especificas.
histologicamente, células trofoblasticas sdo células-alvo primarias na placenta. Estas
tornam-se edemaciadas e sido preenchidas com cocobacilos. Normalmente existe um
infiltrado inflamatério neutrofilico e histiocitico associado a necrose, edema, deposicao
de fibrina e alguns casos de vasculite (Xavier et al. 2009).

e P
A ,‘,"1‘ "f Figura 3 — Corte histolégico de

¢ 2:..(‘,' b # placentoma de vaca infetada
\‘.::-’ Z"-_?'.’ ,..'_-‘, com B. abortus, com criptas
.'9‘ ",.‘“ ’ .{j A carunculares preenchidas com
f f/,ai'qé {:,?J\ detritos, infiltrado  inflamatério
':",E ,}j:‘\:‘f&;.‘";'.:?.:"::,:,,‘& SRR ) : ¥ " . intenso, e inUmeras colonias
,-."','ti&,’;._‘ * ’\,..::,"“"u*iv.‘ AR b . 5 RA bacterianas (seta) — placentite

',%‘ Y necrética aguda. Hematoxilina

e P eosina 50x. Adaptado de Neta et
’ \

.,I'a 'f’ '1, "m‘* 3.';.1‘.'."2.'-" PRV al. 2010).

O endométrio é severamente infiltrado com neutrdfilos, linfocitos, células
plasmaticas e alguns eosindfilos. A reacdo inflamatéria estéd associada a erosdes
multifocais ou ulceragbes superficiais do epitélio luminal, detritos necréticos nas criptas
carunculares e, superficie endometrial contendo grande numero de baccilus
extracelulares de B. abortus (Figura 3). Semanas ap6s o aborto, o infiltrado inflamatério
uterino é restrito a uma distribuigdo periglandular e perivascular. (Payne, 1959; (Meador
& Deyoe, 1989a, 1989b; Xavier et al., 2009)
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A glandula mamaria é também um 6rgado-alvo importante na transmissédo da
infecao, através de leite contaminado. A B. abortus é capaz de induzir uma mastite
intersticial multifocal, com acumulagao intersticial de macrofagos e infiltragao intraacinar
de neutrdfilos, associado a organismos intracelulares predominantemente em nameros
moderados (Figura 4) ( Payne, 1959; Meador & Deyoe, 1989b; Xavier et al., 2009).

As mudangas histopatoldgicas, incluem hiperplasia dos linfonodos que possam
estar associados a infiltrados neutrofilicos, os quais podem progredir para linfadenite

granulomatosa (Meador e Deyoe 1989a; Xavier et al. 2009).

Figura 4 - Corte histolégico
de glandula mamaria de
vaca experimentalmente
infetada com B. abortus,
com infiltragdo intersticial
focal de linfécitos,
macréfagos e neutrdfilos
num lumen acinar.
Hematoxilina eosina 50x.
Barra =100um. Adaptado
de Neta ef al. 2010).

No campo, os fetos abortados muitas vezes néo estdo disponiveis devido ao
estado de autdlise avancgado, contudo, o feto pode entrar em autdlise ainda dentro do
utero. O achado mais frequentemente em fetos é a pleuropneumonia, onde a pleura se
encontra espessada, edematosa, hemorragica e coberta de fibrina, caracterizando a
pleurite fibrinosa. O pulméo pode apresentar areas de pneumonia, de consisténcia firme
e com o septo interlobular espessado. Pode ainda ocorrer peritonite e pericardite
(Gorham et al., 1986; Xavier et al., 2009; B. Lopes et al., 2010).

Histologicamente, a pleurite fibrinosa pode estar associada a pneumonia
bronco-intersticial, caracterizada por acumulagédo de macrofagos e neutrofilos,
quantidades variaveis de fibrina, hemorragias e presenga de bactérias associadas com
as lesdes (Figura 5). Em alguns casos, sdo observados no parénquima pulmonar
processos de vasculite necrosante (Meador & Deyoe, 1989a; Smartino & Enright, 1993;
Pérez et al., 1998; Xavier et al., 2009).

Os fetos abortados podem apresentar um aumento dos linfonodos iliacos,
bronquiais e hepaticos, aumento das glandulas adrenais e hipotrofia do timo, que pode

estar associado com hemorragias petequiais (Smartino e Enright 1993)
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Figura 5 — imagem da esquerda: Corte histologico de pulmdo de feto abortado devido a B.
abortus, com pleura visceral severamente espessada (seta), acumulagéo de fibrina e infilirado inflamatdrio
difuso (pleurite fibrinosa); hematoxilina eosina 50x. Imagem da direita: Corte histolégico de pulmao de
bezerro fragil a nascenga devido a B. abortus, com espessamento das paredes alveolares e infiltrado
inflamatorio no espaco intersticial (pneumonia intersticial); Hematoxilina eosina 50x. Adaptado de (Neta et
al. 2010)

Esta bactéria gram-negativa incide na sua patogenia em duas etapas
importantes, entre as quais: porta de entrada no organismo e a sua capacidade de
permanéncia dentro da célula do hospedeiro:

A porta de entrada desta bactéria no organismo, da-se através da invasao de
células fagociticas ou ndo da mucosa intestinal, mais propriamente, pelas celulas M. Os
fagdcitos intra-epiteliais podem também favorecer migragao transepitelial e transportar
a B. abortus para a submucosa e lamina propria (Ackermann, Cheville, e Deyoe 1988).

Apos a entrada na célula, a sobrevivéncia de B. abortus depende,
maioritariamente, da sua capacidade de sobreviver ao ambiente intrafagossomal.

e Porta de entrada:

- O fator chave na patogénese de B. abortus é a capacidade de invadir células
fagociticas e nao fagociticas. A B. abortus é capaz de invadir a mucosa intestinal,
preferencialmente pelas células M. Os fagécitos intra-epiteliais podem também
favorecer migragao transepitelial e transportar a B. abortus para a submucosa e lamina
propria (Ackermann et al. 1988).

- A bactéria opsonizada, fagocitada pelos macréfagos ativados, € normalmente
destruida dentro do fagolisossoma, antes de chegar aos locais de replicagao intracelular
(Gorvel e Moreno 2002).

- Apesar da B. abortus ser capaz de invadir as linhas de células epiteliais e as
células trofoblasticas bovinas, € muito menos invasiva que outras patogéneos
bacterianos intracelulares facultativos como a Salmonella enterica (Santos e Baumler
2004).
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¢ Permanéncia dentro da célula

- Depende da sua capacidade de resistir ao ambiente intrafagossomal e a sua
capacidade de inibir a fusdo de fagossoma e lisossoma (Pizarro-Cerda et al. 1998;
Porte, Liautard, e Kdhler 1999; Wang et al. 2001).

- Estes processos sao desencadeados pela internalizagcédo de B. abortus que,
redireciona o trafego intracelular, alterando o processo de maturagdo normal do
fagossoma e, bloqueando a fusao dos lisossomas com os fagossomas que contém a B.
abortus (Gorvel e Moreno 2002).

- O trafico intracelular de B. abortus e a sua capacidade de sobreviever no meio
intracelular ndo é identificada em todos os tipos de células, como por exemplo, os
neutrofilos ( Jiang & Baldwin, 1993; Gorvel & Moreno, 2002;).

- As GTPases também sao ativadas durante a fase de trafico intracelular de B.
abortus, mas estas sao diferentes daquelas ativadas durante o processo de invaséo.
Contudo, a invasao e o trafico intracelular parecem ser independentes (Pizarro-Cerda
et al., 1998; Guzman-Verri et al., 2001; Gorvel & Moreno, 2002;).

- A acidificagdo dos vacuolos que possuem B. abortus durante as primeiras
fases de infecdo sdo também importantes para a posterior sobrevivéncia dentro da
célula. Este ambiente acidificado induz mudangas no perfil da expressdo génica da
bactéria, favorecendo a sua sobrevivéncia intracelular (Porte et al. 1999)

- Andlises a ultra-estrutura de células infetadas com B. abortus identificaram o
reticulo endoplasmatico rugoso (RER) como o local de replicagéo
preferencial (Anderson et al., 1986; Meador & Deyoe, 1989b; Detilleux et al., 1990;).

- Brucella abortus limita a sua replicagcdo aos compartimentos primarios e o
RER ¢ o unico compartimento que contém ambiente 6timo para a replicacio bacteriana.
A replicacado intracelular de B. abortus, nas células trofoblasticas é fortemente
influenciada pelo tempo de gestagdo, com taxas de replicagcdo elevadas nos
trofoblastos, durante o final da gestagdo. Enquanto todas as células libertam hormonas
esterdides nos trofoblastos, B. abortus, induz a sintese de esterdides e modifica o
metabolismo dos percursores da prostaglandina, favorecendo, assim, o crescimento
bacteriano (Anderson et al. 1986; Samartino, Truax, e Enright 1994)

- Adicionalmente, as mudangas hormonais tém lugar em placentas infetadas,
com niveis de prostaglandinas (PGF2a) aumentados, uma diminuigdo na progesterona
e um aumento no estrogénio e cortisol. Estas mudangas mimetizam vagamente o que
acontece apds o parto e € muito provavel que contribuam para o aborto (Gorvel e
Moreno 2002) .

- A B. abortus, ndo possui mecanismos de viruléncia classicos, como as

exotoxinas, citosinas, capsulas, fimbrias, flagelos, plasmideos, fagos lisogénicos,
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variagao antigénica, lipopolissacaridos endotoxicos (LPS) nem indutores da apoptose
da célula hospedeira, pois B. abortus depende de fatores de viruléncia que permitem a
invasao e a sobrevivéncia dentro da célula. (Detilleux et al. 1990; Pizarro-Cerda et al.
1998)

2.3.2. Diagnéstico

Em termos de diagndstico, ndo existe um teste que identifique a Brucella
inequivocamente. Com isto, para a identificacdo definitiva sdo necessarios meios
bacteriologicos e moleculares (Joint FAO/WHO Expert Committee on Brucellosis, 1986;
Alton et al., 1988).

Os sinais de brucelose ndo sdo patognoménicos nos bovinos nem na fauna
selvagem, e o diagnodstico definitivo depende de testes laboratoriais. O diagndstico
laboratorial inclui os testes diretos e indiretos que podem ser aplicados a nivel de sangue
e leite. A escolha da estratégia de diagndstico depende da prevaléncia epidemiologica
da brucelose em animais suscetiveis (bovinos e fauna selvagem) numa regiao ou pais.
O isolamento de Brucella spp. (ou detecdo especifica de DNA - Acido
desoxirribonucleico - por PCR) permite uma determinada quantidade de diagnosticos.
(Le Fléeche et al. 2006).

Contudo, quando um biovar especifico € esmagadoramente mais isolado num
pais ou regido, a tipificagao classica ndo é de todo a mais adequada, neste contexto,
novos métodos de ‘fingerprinting’, tais como Multiple Locus Variable [numero de
repeticdes ‘tandem’] (MLVA) e Multi Locus Sequence Analyses (MLSA) estao a ser mais
aceites e a ser usados como método de rotina para tipificagéo e ‘fingerprinting’ dos

isolados para situagdes epidemiolégicas (Le Fleche et al. 2006) .
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Figura 6 - Tipos de teste de diagnodstico de Brucella abortus. (adaptado de Godfroid, 2010)

Para o diagndstico de brucelose, os testes que identificam o agente sao
métodos de diagndstico direto, e testes que permitem a detecdo de anticorpos de

Brucella spp. designam-se de métodos indiretos, como representa a figura acima.

2.3.2.1. Diagnéstico direto

A coloragéo de esfregagcos de material patolégico ainda é utilizada e fornece
informagao importante em relagédo ao material proveniente do aborto. Novas técnicas
de PCR que permitem a identificacdo e a tipificacdo da Brucella spp. tém sido
desenvolvidas e tém sido implementadas em diagnésticos laboratoriais especializados.
(Guzman-Verri et al., 2001; Bricker & Ewalt, 2005; Le Fléche et al., 2006).

I. Coloracao

Brucella spp. € um coccobacillus, mede cerca de 0,6 a 1,5 ym de comprimento
e 0,5 a 0,7 um de largura. Morfologicamente, a Brucella spp. esta geralmente presente
como bactéria individual, mas pode, ocasionalmente, ser observada em aglomerados
de duas ou mais bactérias. A coloragcdo com com método de Ziehl-Neelsen modificado,
ou Stamp, aparece da cor vermelha. Apesar desta coloragdo também ter o mesmo
efeito noutras bactérias, como Chlamydophila abortus (antiga Chlamydia psittaci) e a
Coxiella burnetti. Por esta razao, o seu uso, deve ser complementado por outros testes
de diagnostico mais especificos (Alton e Carter 1980; OIE - World Organizations for
Anima health 2018).
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Il. Cultura

O isolamento de B. abortus de um determinado animal so6 se realiza para ter a
certeza da presenca da mesma. A escolha das amostras depende dos sinais clinicos
observados. No caso da brucelose, uma amostra adequada inclui secre¢des vaginais,
colostro, leite, ou fetos abortados (estbmago, bago e pulmé&o), membranas fetais
esperma e fluido recolhido de artrites ou higroma. Em caso de exame post mortem,
usado muitas vezes em ambiente de matadouro, o material preferido sédo dos 6rgaos
genitais, bagco e linfonodo orofaringeos, iliacos, escapulares, crurais,
supramamarios/testiculares (Godfroid et al. 2010).

A cultura das amostras (depois de devidamente homogeneizadas), é feita
diretamente para os meios de cultura: Ferrell’'s (FM) e Thayer-Martin’s modificado
(mTM). (Godfroid et al. 2010).

Exite um novo meio de cultura seletivo, chamado CITA que é capaz de isolar
todas as espécies de Brucella spp. de amostras provenientes diretamente do campo.
Assim, uso simultaneo dos meios de cultura FM e CITA melhora a performance do
diagndstico de cultura (De Miguel et al. 2011).

Apds quatro dias de incubagdo a 37°C + 2°C, com ar suplementado com CO?
(diéxido de carbono) a uma saturagao de 5-10% (v/v), as colénias de Brucella comegam
a aparecer em forma redonda, de didmetro de 1-2 mm , com margens suaves e de
coloracao cor de mel palida, translucidas quando observadas de num meio transparente
convexo e, aparecem branco palido quando observadas pela face inferior do meio de
cultura. Estas coldnias, podem evoluir para outras formas conforme o tempo que
estiverem incubadas. As coldnias podem ser visiveis trés ou quatro dias apés a cultura,
mas sO podem ser consideradas negativas apés sete dias de incubagdo sem qualquer
vestigio de crescimento. A identificagao presuntiva de Brucella spp. é conduzida através
de analise morfoldgica da coldnia, da coloragdo gram, e dos testes de catalase, oxidase
e urease (Alton and Carter 1980; Baum et al. 2010; OIE, 2018).

Identificagao molecular e métodos de tipagem

O diagnostico bacteriolégico, baseia-se no isolamento e classificagédo da
bactéria, que permite identificar a doenga, de um modo inequivoco, sendo por isso
considerado o “gold standard”. Os métodos bacterioldgicos possuem uma elevada
especificidade e capacidade de diferenciacdo entre espécies e biovares. O tipo de
amostras colhidas, o método de colheita e 0 acondicionamento adequado para o envio
ao laboratério sdo fundamentais para aumentar a sensibilidade do isolamento (Bricker
e Ewalt 2005; Le Fléche et al. 2006).
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Identificacdo molecular

Alguns métodos de identificacdo molécular baseados em PCR tém sido
desenvolvidos. Os que apresentam maior fiabilidade sdo baseados na detecdo de
sequéncias especificas de Brucella spp. tais como os genes 16S e 23S. ( Bengis et al.
2002; Baddour & Alkhalifa, 2008).

Estas técnicas tém sido usadas em amostras humanas, mas tém vindo a ser
aplicadas na Medicina Veterinaria. Contudo, a baixa sensibilidade, o elevado custo e a
falta de estandardizacao tém limitado a aplicagao para problemas especificos, tais como
estudos na fauna selvagem. Como regra geral, estas técnicas mostram sensibilidade de
diagndstico significativamente mais baixa do que a cultura, mas dependendo das
amostras e da espécie animal considerada, a sua especificidade é préxima de 100%
(Bricker 2002).

Tipificacdo molecular

Representa a identificagao definitiva de colénias de Brucella spp. e é feita
usando diferentes testes microbiolégicos classicos. Os mais importantes sao a
dependéncia de soro e CO, para o crescimento, a produgao de acido sulfidrico (H2S), o
crescimento na presenga de algumas coloragdes, a aglutinagdo segundo o antissoro
especifico e a lise de fagos especificos. Para conduzir estes testes eficientemente, é
recomendado enviar as coldnias isoladas para um laboratério de referéncia para a
tipificagéo definitiva (Godfroid et al. 2013).

O AMOS (abreviatura das espécies de Brucella: B. abortus, B. mellitensis, B.
ovis, B. suis) PCR tem sido usado para tipificar Brucella spp. (Bricker et al. 2003)

Este teste permite a descriminagao entre as espécies de Brucella spp., a vacina
e as estirpes de tipo selvagem, mas nao permite a diferenciagao entre os biovares de
uma determinada espécie de Brucella spp. Contudo, nem todos os biovares de B.
abortus (biovar 3,5,6,7,9) e B. suis (biovar 2,3,4,5), sdo epidemiologicamente

importantes. (Lopez-Goni et al. 2011).

2.3.2.2. Diagnéstico indireto

Os testes de diagnéstico indireto derivam de pesquisa de brucelose nos
bovinos. Existe uma grande variedade de caracteristicas dos diferentes testes que
podem ser transportados para ovinos e caprinos, exceto o teste realizado no leite
bovino, o Milk Ring Test (MRT) que, ndo é aceite nas restantes espécies porque gera

demasiados falsos positivos (OIE 2008).
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Os métodos de diagndstico indireto, ou métodos imunoldgicos, detetam a
resposta imune em relacdo aos antigénios de Brucella e ndo a presencga da bactéria em
si. Sao realizados com muita frequéncia devido a sua simplicidade de execucao e
interpretagdo. A detegao destes anticorpos especificos de Brucella, no leite ou amostras
de soro, podem ser feitos inumeros testes, entre os quais: Rose bengal Test (RBT), milk
ring test (MRT), buffered Brucella agglutination tests (BBAT), buffered plate aglutination
test (BPAT), complement fixation test (CFT), enzyme-linked immune-sorbent assay
(ELISA) e fluorescence polarisation assay (FPA). A maior parte dos testes nao possui
a perfeita sensibilidade e especificidade combinada, por isso é normal a associacao de
mais testes para melhorar a credibilidade da detecao (Garin-Bastuiji et al. 2006).

Testes indiretos sdao usados mundialmente para rastreio em manadas e
rebanhos. Sdo também utilizados para detegao individual de Brucella spp. em pequenos
ruminantes, bovinos, camelideos, que fazem parte dos protocolos e politicas de
erradicagao e vigilancia da doenga, assim como para o seu estudo. A Organizagao
mundial de saude animal (OIE) realga que nao existe um unico teste seroldgico
apropriado para situagbes epidemiolégicas, uma vez que todos tém limitagGes,
especialmente quando é para testar animais ou humanos individualmente (OIE - World
Organization for Animal Health 2018).

Tabela 5 - Sensibilidade e especificidade dos testes de diagnostico indiretos em bovinos (Godfroid et al.
2010)

SAT(SAW)MAT 81,5 98.9
CFT 90-91.8 99.7-99.9
BBAT 87 97.8
I-ELISA
97.2 97.1-99,8
C-ELISA
95.2 99.7
FPA 96.6 99.1
MRT 88.5 77.4
FPA 76.9 100
I-ELISA 98.6 99.0
Teste de Brucelina 78,93 99.8

Devem ter-se em consideracao todos os fatores que tém impacto na relevancia
do teste, entre os quais 0 método, resultados, a sua interpretacéo e aplicacdo para um
diagndstico especifico. Em unidades epidemioldgicas, onde a vacinagédo com a Brucella
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atenuada, e dependendo do método de vacinagao (dose e via de administragao) usada,
reacdes serolégicas positivas podem ser esperadas de entre os animais vacinados
devido as reagdes cruzadas com a estirpe infetante. Ademais, em testes de brucelose,
um numero de bactérias, em particular Yersinia enterocolitica O:9, pode induzir
respostas de anticorpos que causam reagdes serolégicas como falsos positivos (RSFP),
impedindo um diagndstico seroldgico preciso. Estas RSFP podem ocorrer em animais
com variadas taxas de acordo com o tempo e a regido. (OIE - World Organization for
Animal Health 2018).

Noutras espécies, por exemplo em bufalos (Bubalus bubalis), bisonte
Americano e Europeu (Bison bison, Bison bonasus), iaque (Bos grunniens), alce
(Cervus elaphus), camelos (Camelus bactrianus e C. dromedarius), e em camelideos
da América do Sul a infegdo com Brucella sp. segue um percurso semelhante ao dos
bovinos. O mesmo procedimento seroldgico pode ser usado nestes animais, mas cada

teste deve ser validado para a espécie correspondente (Godfroid 2002).

Tabela 6 - Lista de testes de diagndstico prescritos pelo "OIE Terrestrial Animal Health" para o movimento
de animais e produtos derivados de animais, e testes alternativos para o movimento de animais, que podem

ser acordados pelas duas partes intervenientes. (OIE 2008; Saavedra, Fernandes, e Queiroga 2019).

Nome da doenga Testes prescritos Testes alternativos

Brucelose bovina
(B. abortus ou B.

mellitensis)

BBAT, CFT, ELISA, FPA, BBAT+NH, MRT, IFN-y
SAT

. Milk Ring Test (MRT)

Este teste consiste na mistura do antigénio de Brucella com leite fresco. Na
presenca de anticorpos de Brucella formam-se complexos antigénio-anticorpo
formando um anel roxo na superficie. Na auséncia de complexos antigénio-anticorpo, a
camada superficial do leite permanece inalterada. Este teste ndo é considerado um teste
sensivel, mas a falta de sensibilidade compensam o facto do teste poder ser repetido
mensalmente, devido ao seu custo muito baixo. Este teste s6 é possivel realizar em leite

de bovinos (Saavedra, Ballem, et al. 2019).

Il. Testes de antigénios de Brucella tamponados (BBAT)

Este teste de aglutinagcédo simples utiliza o antigénio corado. Estes incluem o
teste Rosa de Bengala (RBT) e o Buffered Plate Agglutination Test (BPAT). Os testes

de aglutinagéo sao usados para testes serologicos para efeitos de rastreio, uma vez que
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fornecem diagnosticos preliminares especificos de confianga e sdo economicamente

razoaveis (Mohan, Saxena, e Malhotra 2016).

Ill. Teste rosa de bengala (RBT do inglés “Rose Bengal Test”)

O Teste Rosa de Bengala € um método de diagnostico simples para a
brucelose e € o mais usado para diagnéstico serolégico. O RBT é feito com uma
suspensao de B. abortus a pH de 3,6 -3,7.

O RBT consiste num simples teste de coagulagdo, em que as gotas de
antigénio corado com rosa de bengala, e o soro sdo misturados numa placa, com
pequenas superficies convexas, que é levemente agitada, onde qualquer sinal de
coagulagao/aglutinagao, significa uma reagéo positiva. (Alton 1988).

O RBT é um teste simples, rapido, barato e eficiente para rastreio, usado para
diagndstico individual de animais e manadas, assim como em humanos. Este teste foi
considerado eficiente no diagndéstico de brucelose aguda em humanos e ainda € usado
em casos cronicos. Normalmente, os resultados estdo disponiveis em poucos minutos
(Khan et al. 2017; Teng et al. 2017).

Contudo, apesar de rapidos e excelentes para o rastreio, este teste ndo é
seguro para animais que ja estao vacinados, pois pode originar falsos positivos devido
a sua alta sensibilidade. E de acordo comum que o RBT tem pouca especificidade em
animais e em humanos que ja foram imunizados com a vacina S19. De facto, na maior
parte dos paises, o teste rosa de bengala é o mais utilizado como teste de rastreio,
seguido do CFT para o diagnéstico da brucelose (Khan et al. 2017; Smirnova et al.
2013).

IV. Buffered Plate Agqlutination Test (BPAT)

O BPAT é também um teste de aglutinagdo onde o antigénio de B. abortus
corado é utilizado. Sdo necessarias duas solugdes cortantes, verde brilhante e violeta
cristal, que sdo juntos em volumes iguais pata preparar uma suspensao com a cor azul
esverdeada. Este antigénio é misturado numa placa com o soro, e qualquer aglutinagao

significa uma reagao positiva (OIE - World Organization for Animal Health 2018).

V. Serum Agqqlutination Test (SAT)

O SAT tem sido usado com sucesso, ha muitos anos, em programas de
vigilancia e controlo da brucelose bovina. A reacdo é lenta, uma vez que requer
incubacgao durante a noite a 37°C. SAT, demonstra pouca sensibilidade e especificidade

em relacao aos outros testes, apesar da sua realizagao ser muito econémica. Este teste
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€ apropriado apenas para bovinos ( Wright e Smith 1897; OIE - World Organization for
Animal Health 2018).

VI. Complement Fixation Test (CFT) — teste de fixacdo do complemento (TFC)

O CFT deteta anticorpos anti-Brucella que sao capazes de ativar o
complemento. O Sistema de complemento consiste numa série de proteinas, as quais,
quando desencadeadas por um complexo antigénio-anticorpo, reagem de forma
sequencial de forma a provocar a lise da célula (Saavedra, Ballem, et al. 2019).

Este teste € mundialmente utilizado, mas a sua realizagcao € complexa e requer
boas condig¢des laboratoriais e equipas devidamente formadas para titular e manter os
reagentes com a precisdo necessaria.

Existem inumeras variagdes deste teste em uso mas o mais conveniente é em
formato de microtitulagdo. O CFT € normalmente muito especifico mas menos sensivel
do que o RBT e o teste de ELISA e a auséncia de atividade anti-complementar deve ser
testada para cada soro. Além de que, como a maior parte dos testes serolégicos, o CFT
pode mostrar resultados positivos apds a vacinagao para B. abortus, com a vacina S19,
e nao é suficientemente especifico, na presenga de reagdes sorolégicas falsos
negativos (RSFN). Portanto, os resultados de CFT podem ser investigados usando
estratégias confirmatérias ou complementares (OIE - World Organization for Animal
Health 2018).

VII. Indirect Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (i-ELISA) ou Competitive

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (c-ELISA)

Testes seroldgicos como ELISA sao capazes de rapidamente identificar IgM e
IgG individualmente, permitindo uma melhor correlagdo com a situagao clinica (Naik et
al. 2017). O Teste de ELISA é recomendado para testes de rastreio de bovinos, assim
como de humanos devido a sua especificidade e sensibilidade comparado com o teste
RBT (Khan et al. 2017).

O i-ELISA foi desenvolvido originalmente para permitir a avaliagdo de
anticorpos no soro do leite de bovinos. A sua maior qualidade € a sua elevada
sensibilidade mas sdo também muito vulneraveis a reacdes nao especificas.Contudo, a
especificidade deste teste pode ser baixa (McGiven et al., 2003; Saegerman et al., 2004;
Praud et al., 2012)

A c-ELISA oferece vantagens significativas através da avaliagcéo indireta, uma
vez que amostras de varias espécies podem ser testadas sem a necessidade de

conjugados de enzimas especificos da espécie testada. Para além disso, c-ELISA
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reduz, mas né&o elimina, as reagdes causadas por anticorpos produzidos em resposta a

vacinacgéo. (OIE - World Organizations for Anima health 2018).

VIll. Fluorescence Polarization Assay (FPA)

E uma técnica simples de medicao da interag&o antigénio/anticorpo e pode ser
feita em ambiente laboratorial ou no campo. Este método é baseado num principio fisico:
quéo rapido a molécula gira num meio liquido correlacionando este dado com a sua
massa. Moléculas de menor dimensdo giram mais rapido e despolarizam uma luz
polarizada, enquanto moléculas maiores giram mais lentamente e consequentemente
despolarizam menos, mostrando uma luz mais forte.

O FPA mede o grau de despolarizagao em mili-polarizagées (mP). Durante o
teste, as amostras de soro sdo incubadas com um antigénio especifico de B. abortus,
marcado com uma substancia que contém fluoresceina. Na presenca de anticorpos
contra a Brucella spp., sédo formados complexos fluorescentes(Banai, Itin, e Bardenstein
2018; Godfroid et al. 2010).

Neste teste, existe capacidade de reduzir mas nunca de eliminar
completamente as reacbes devido a producao residual de anticorpo produzido em

resposta a vacinagao (Nielsen et al., 1996; Gall et al., 2002).

IX. Lateral Flow Assay (LFA)

Este teste € uma versao simplificada de ELISA, que consiste numa tira de
detecao de nitrocelulose que contém lipopolissacaridos (LPS) de Brucella, assim como,
provas de detecido especificas de Brucella spp., flanqueadas por um lado por uma
camada de reagente, que consiste huma solugédo de conjugado imune dourada, e por
outro lado uma camada de absorvente. O fluxo do teste é realizado pela adigéo de 5 pl
de soro diretamente na camada de reagente, adiciona-se mais liquido de teste e, o
resultado pode ser lido 10 a 15 minutos depois por inspeg¢ao visual da coloragdo do
mesmo. O LFA, é baseado na ligagao de anticorpos especificos presentes na espécie
clinica do LPS e, na coloragdo do anticorpo de ligagao para conferir ao anticorpo

conjugado uma coloragao dourada (Smits et al. 2003).

X. Interferon-Gamma (IFN-y)

O teste do interferdo gama envolve estimulagéo dos linfécitos em todo o sangue
com antigénios adequados, tais como a Brucelina. Este é um teste relativamente

sofisticado que é feito através da mistura de sangue heparinizado com brucelina,
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seguido de incubagao, o resultado da produgao de IFN-y é detetada através de ELISA
(Ducrotoy et al. 2016; OIE - World Organizations for Anima health 2018).

Xl. Brucelin Skin Test (BST) — teste de brucelina

O teste de Brucelina caracteriza-se por ser um teste imunoldgico alternativo,
que pode ser usado para testar e rastrear manadas nao vacinadas, garantindo que é
usada uma preparagao de antigénio standard purificada (livre de S-LPS) é utilizada.
Este antigénio € uma mistura de mais de 20 proteinas provenientes de Brucella spp.
(Ducrotoy et al. 2016).

O BST possui uma elevada especificidade, tanto que bovinos n&o vacinados e
seronegativos sdo reatores positivos ao teste de brucelina devem ser considerados
animais infetados (Pouillot et al. 1997).

Este teste tem uma alta sensibilidade para o diagnostico de B. mellitensis em
pequenos ruminantes, na auséncia de vacinacao, € considerado um dos testes mais
especificos. (OIE - World Organizations for Anima health 2018).

Animais imunizados com a vacina S19 ou RB51 podem dar resultados positivos
durante varios anos. Contudo, o BST é provavelmente o teste indireto mais especifico
para diagnostico de Brucelose (em animais n&o vacinados). O diagndstico final ndo deve
ser feito unicamente com base em respostas intradérmicas dadas por alguns animais
na manada e deve ser suportado com um teste de diagnéstico complementar (De
Massis et al. 2005; OIE - World Organizations for Anima health 2018).

190 4
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Grafico 4 - Comparagéo dos testes com a sua performance na detecédo de Brucella spp. nos bovinos (Gall
e Nielsen 2004)

2.4. Vacina

Ao longo dos tempos, muitas vacinas foram criadas com o objetivo da
imunizagdo dos animais para erradicagdo da doenca, e assim, para salvaguardar este
problema de saude humana, apenas algumas vacinas de Brucella spp. foram aprovadas
para uso generalizado no campo, todas elas baseadas estirpes vivas atenuadas. (OIE -
World Organizations for Anima health 2018)

Vacinas vivas, sdo superiores as vacinas mortas ou acelulares, uma vez que
sobrevivem no hospedeiro por um periodo de tempo suficiente para induzir uma
resposta imunitaria pela continua demanda do sistema imunitario do hospedeiro. Foi
estimado que uma boa vacina deve sobreviver 7,9 1,2 semanas antes de se eliminar
do organismo através da resposta do sistema imunitario.

Por outro lado, estirpes de vacinas virulentas, sobrevivem mais tempo no
hospedeiro, descartando o seu uso como vacinas adequadas. A capacidade da estirpe
vacinal é estabelecida pela indugao de uma resposta imunitaria celular por parte do
hospedeiro, em comparagédo com um animal de controlo ndo vacinado. (Oliveira &
Splitter, 1995; Grill6 et al., 2012;).

Em contrapartida, a resposta humoral tem um papel, maioritariamente como
funcdo secundaria, no transporte da imunidade protetora durante a disseminagao
precoce do patogénio no sangue (Vitry et al. 2014).

Infelizmente, os anticorpos eleitos pela vacina prejudicam a vigilancia dos
métodos de monitorizagao, devido a falta de métodos efetivos que podem distinguir
entre a vacina e a estirpe sorolégica de campo. Laboratérios de referéncia, podem
desempenhar um papel determinante na qualidade das vacinas, estabelecendo um
stock standard e, confirmando a qualidade dos lotes vacinais precedendo ao seu uso,
neste caso, a vacinagao (Banai 2002).

Para humanos, estas vacinas, S19, RB51 e Rev.1, tém alguma viruléncia pelo
que, deve ser incluido na legenda um aviso de perigo. Caso haja exposi¢ao acidental
ou inoculagao deve ser consultado um médico.

Contudo, devido a algumas limitagdes em relagdo a estas vacinas, tém sido
feitos grandes esforgos para o desenvolvimento de novas vacinas, mais seguras e mais
eficazes, que também possam ser usadas noutros animais suscetiveis a mesma doenca

(Dorneles, Sriranganathan, e Lage 2015).
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As caracteristicas para uma boa vacina para combater a brucelose devem incluir os
seguintes fatores (G. Schurig et al., 1995; Ko & Splitter, 2003b):

a) Ser uma vacina viva, capaz de providenciar uma resposta forte das
células Th1 do sistema imunitario;

b) Ser capaz de ndo desencadear anticorpos que interfiram com os testes
sorolégicos para diagnéstico da doenga, ndo obstante do teste utilizado,
dose e via de administracao, idade ou sexo dos animais;

c) Estar atenuada ou ndo causar doenga ou infegcdo persistente em
animais imunizados ou ser patogénica para humanos.

d) Ser capaz de induzir uma protegéo contra infegao sistémica ou uterina,
de longa duragdo, para além de prevenir o aborto mesmo em animais
gestantes inoculados com uma unica dose;

e) Nao provocar seroconversao, ou seja, nao alterar o estado soroldgico
do doente na revacinacéo.

f) Ser estavel e ndo reverter a viruléncia in vivo ou in vitro;

g) Ser econdmica, facil de produzir e administrar.

(Ko e Splitter 2003b; Schurig et al. 1995)

2.4.1. Vacina S19

A vacina S19 é uma vacina viva atenuada e a primeira vacina para B. abortus
a ser usada extensivamente para o controlo da brucelose bovina (Dorneles, Oliveria, e
Lage 2017).

As suas caracteristicas gerais sdo a sua estabilidade e baixa patogenicidade,
imunogenicidade relativamente alta e antigenicidade moderada (Dorneles et al. 2015).

A vacina S19 é uma vacina viva atenuada do biovar 1 de B. abortus que induz
uma resposta de anticorpos, a qual ndo é distinguida da resposta dos anticorpos
induzidos pela infegdo com as estirpes de campo. (Graves, 1943; Manthei, 1959; F. M.
Jones & Hooper, 1976; Koh & Morley, 1981; Klaus Nielsen, 1990).

A vacinagao normalmente é feita em bezerras entre os trés e os oito meses de
idade. Contudo, os grupos etarios aos quais, a vacina € administrada, ndo parece induzir
imunidades dispares. A restricdo etaria da vacinagdo, devido a interferéncia no
diagnostico da brucelose tem sido considerada uma das desvantagens desta vacina,
sendo ao longo do tempo substituida pela vacina RB51, que ndo apresenta esse
problema. (Meyer & Nelson, 1969; Cordes & Carter, 1979; E. M. S. Dorneles et al.,
2015;).
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Em animais jovens, pode ser administrada a dose normal, ou uma dose
reduzida para minimizar os titulos residuais de anticorpos assim como para prevenir
infecao persistente provocada pela vacina (P Nicoletti, 1990; Breitmeyer et al., 1992;
Steven C. Olsen & Stoffregen, 2005).

A vacina S19, foi testada como uma estratégia de vacinagao, para utilizagéo
em populagdes infetadas, com o objetivo de reduzir o aborto e consequentemente a
transmissdo da brucelose, contudo, foi descontinuada na Europa devido a vacinagao de
fémeas gestantes, onde, por vezes, causaria aborto, mas principalmente, devido a
persisténcia de anticorpos vacinais (Corner e Alton 1981; Nicoletti 1990).

De um modo geral, depois da vacinagao dos vitelos, S19 n&o persiste no trato
reprodutivo de fémeas adultas e ndo causa aborto nesses animais. Nao obstante,
mesmo com uma frequéncia marcadamente baixa, alguns bovinos permanecem
infetados cronicamente, podendo abortar e excretar a estirpe vacinal pelo leite. ( Meyer
& Nelson, 1969; Corner & Alton, 1981).

Apés a vacinagao do efetivo bovino, com uma, duas ou trés doses,
antecedentes a idade reprodutiva, McDiarmid recuperou a estipe vacinal de S19 de 10%
das amostras testadas e 1,5% casos de aborto. Em machos a vacinagédo com S19 em
idade jovem, resulta em titulos de anticorpos persistentes, infegao testicular e,
consequentemente, infertilidade (McDiarmid 1958).

Além disso, a vacinagao de animais infetados, com a vacina S19 n&o cura ou
nao altera o curso normal da doenga. Por outro lado, a duragdo da imunidade induzida
por S19 em bovinos vacinados em idade jovem, foi provado que fosse deveras longo,
abrangendo praticamente toda a vida produtiva do animal (McDiarmid 1958).

A imunidade nos bovinos vacinados, entre os seis e 0s oito meses, hao diminui
da primeira a quinta gestagéo. Contudo, as experiencias de revacinagdo com S19 e com
vacinas com B. abortus morto, ndo demostraram qualquer beneficio comparadas com a
imunizagdo com S19, apenas em idade jovem, embora, aparentemente, segundo a
observagao de McDiarmid, existe algum beneficio na revacinagdo com S19
(McDiarmid, 1958; Manthei, 1968; F. M. Jones & Hooper, 1976;).

Em condi¢cdes de campo, 82 a 95% dos bovinos vacinados mostram protegao
completa contra as estirpes virulentas, contudo, foi também demonstrado que a eficacia
da vacina decresce proporcionalmente com o aumento da exposi¢cao bacteriana.
(Manthei, 1968; F. M. Jones & Hooper, 1976; Yu et al., 2007).

Sendo a vacina S19 patogénica para o ser humano, a sua utilizagéo requer
formagao para os individuos que a manipulam e implica todo o tipo de material de
protecao individual tais como luvas, casacos de manga comprida, 6culos de protecéo e

mascaras N95 (Dorneles et al. 2015).
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2.4.2. Vacina RB51

A estirpe RB51, de B. abortus € uma estirpe resistente a rifampicina, que
demonstra falta de expressao na cadeia “o-side” (OPS). A estirpe da vacina RB51 foi
desenvolvida em 1982 pelo grupo do professor Gerhardt Schurig’s, e é derivada do
biovar 1 da estirpe 2308 de B. abortus.

As caracteristicas gerais desta vacina sdo a sua estabilidade e n&o reverter o
fendtipo virulento para os animais imunizados. A protecao contra o aborto, induzida pela
vacinagdo com RB51 em bovinos, ja foi altamente demonstrada em condi¢des
experimentais e, foi também demonstrada a sua eficacia em situagdes de campo, em
manadas com prevaléncia alta e baixa ( G. G. Schurig et al., 1991; N F Cheville et al.,
1993; M. G. Stevens et al., 1994; Lord et al., 1998; S. C. Olsen, 2000; Steven C. Olsen
& Stoffregen, 2005; Miranda et al., 2013).

A literatura mostra que os bezerros vacinados com RB51 aos trés, cinco e sete
meses de idade ficam protegidos contra a infe¢do com B. abortus e aborto. Isto também
acontece com as novilhas que sdo vacinadas aos dez e vinte e quatro meses. Ainda
assim, tem sido sugerido que em condigdes experimentais, a vacinagdo com a vacina
S19 seja ligeiramente, apesar de nao significativo, mais eficaz que a vacina RB51
(Cheville et al. 1993, 1996; Olsen e Stoffregen 2005; Poester et al. 2006).

Depois da vacinagdo com RB51, é normal que a reacao do linfonodo cervical,
a qual desaparece seis a dez semanas depois. A vacina RB51 é considerada mais
atenuada que a S19, baseada em resultados de eliminagao e examinagéao histolégica
dos tecidos infetados dos animais vacinados (Cheville et al. 1996; Olsen e Stoffregen
2005).

Embora a vacina RB51 ter baixas caracteristicas abortivas, ndo é
completamente segura para administrar na vaca gestante, principalmente quando
administradas doses altas ( G. G. Schurig et al., 1991; Norman F. Cheville et al., 1996).

Contudo, alguns resultados indicam que vacas, bezerros e machos nao
vacinados ou anteriormente vacinados com S19, podem ser vacinados com RB51 com
a dose integral, mesmo durante a gestagcao (Edmonds et al., 1999; L. E. Samartino et
al., 2000; Fernando P. Poester et al., 2006; Martins et al., 2009).

Esta vacina, assim como a S19, pode provocar infecio em humanos
principalmente nos individuos imunodeprimidos. A vacina RB51 é resistente a
rifampicina, um dos antibidticos de escolha para o tratamento da brucelose humana, e
o facto da presenga da vacina nao ser detetada em testes seroldgicos, sdo os pontos a

ter atencdo durante o diagnostico e tratamento de humanos. Portanto, as medidas de
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seguranga usadas com a vacina S19 devem ser replicadas para esta vacina S. C. Olsen
et al., 1999; Ashford et al., 2004).

Como a vacina RB51 nao induz a producao de anti-anticorpos em animais
imunizados, contorna assim os problemas observados apds a vacinagdo com S19.
Consequentemente, os bovinos vacinados podem facilmente ser diferenciados dos
animais naturalmente infetados. ( G. G. Schurig et al., 1991; S C Olsen, 2000; L. E.
Samartino et al., 2000) .

A vacinagao com RB51 nao induz a produgao de anticorpos detetaveis nos
testes sorologicos, mesmo no caso dos bezerros vacinados varias vezes com a dose
integral de vacina ( S. C. Olsen et al., 1999; S. C. Olsen, 2000; L. E. Samartino et al.,
2000).

Os anticorpos especificos para RB51, podem ser detetados através do teste de
ELISA, até aproximadamente doze semanas pos vacinagao, com diferentes titulos. Os
animais vacinados com S19 apresentam maior titulo de anticorpos anti-RB51 do que os
vacinados com RB51, isto deve-se provavelmente a persisténcia de S19, o que pode
resultar, na reagao cruzada, dos anticorpos entre niveis de anticorpos contra os
antigénios de RB51 (Mark G. Stevens et al., 1995; S. C. Olsen et al., 1997; Nielsen et
al., 2004) .

A revacinagdo com RB51 tem sido recomendada seis meses a um ano apos a
primeira vacinagao (Luna-Martinez e Mejia-Teran 2002).

Apesar da revacinagdo com RB51 ser considerada uma ferramenta para
aumentar a imunidade de uma manada, nem todos os animais estdo completamente

protegidos apos a primeira imunizagao (Dorneles et al. 2015).

2.4.3. Vacina S45/20

Esta vacina esta preparada com a estipe 45/20 do biovar 1 de B. abortus
combinada com um 6leo adjuvante. A 45/20 é uma B. abortus rugosa, derivada de uma
S45/0 lisa, ap6s 20 inoculacdes por porquinhos da india.

Esta bacterina foi muito usada na UE para controlo da B. abortus, para
substituicao da S19, com o objetivo de eliminar os problemas relacionados com a
indugao de anticorpos que fossem reconhecidos nos testes de diagnéstico de rotina.
Contudo, os dados existentes em relagdo a eficacia e a resposta imunoldgica sao
contraditérios, e muitas vezes mostram vantagens em relagéo a utilizagao da vacinagao
com S19 ( P Nicoletti, 1990; E. M. S. Dorneles et al., 2015).

O seu uso obteve alguns recuos tais como o uso do 6leo adjuvante que
implicava a repeticdo da vacinagao e reversio da cadeia lisa quando usada como vacina

viva, e anticorpos detetados nos testes de rotina, para detegdo e diagndstico de B.
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abortus. Esta vacina também apresentou varias vezes reagao no local de inoculagao
que levou ao seu desuso em alguns animais ( P Nicoletti, 1990; E. M. S. Dorneles et
al., 2015) .

2.4.4. Vacina SR82

Esta estirpe SR82 é o biovar 6 de B. abortus e € uma vacina viva atenuada
usada desde 1974 na URSS (Unido de Republicas Sociais Soviéticas) para o controlo
da brucelose bovina. Esta vacina aglutina com os anti-soros lisos e rugosos, mas nao
induz resposta positiva nos testes de aglutinagao ( Salmakov et al., 2010; lvanov et al.,
2011).

O nivel de protegédo fornecido pela SR82 é muito semelhante ao nivel de
protecao dado por S19, apds desafiado com B. abortus virulento tem mostrado ser eficaz
em condigdes de campo. Hoje em dia, esta vacina ainda é muito usada na Federagao
Russa, Azerbaijao e outros paises dessa regido (Ilvanov et al. 2011).

Tabela 7 - Vantagens e desvantagens das vacinas contra a Brucelose Bovina.

- Viva e atenuada - Anticorpos da vacina sdo os mesmos de
- Essencial para a erradicagdo da | Brucella spp., logo interfere com os testes
brucelose nas ultimas décadas. de diagnéstico de rotina.
- Estabilidade - Animais podem permanecer infetados
- Baixa patogenicidade cronicamente.
- Alta imunogenicidade - Pode induzir aborto
- Antigenicidade moderada - Excregao de estirpe vacinal no leite
- Jovens animais bem imunizados | - Pode causar infertilidade nos touros
permanecem sem sintomas | - Pode provocar infegdo em humanos
praticamente toda a vida produtiva. (principalmente imunodeprimidos)
- Estabilidade da vacina in vitro e in vivo | - reacéo do linfonodo cervical
- Fenétipo nao virulento - Nao é 100% segura em vacas gestantes
- Protecao contra aborto. - Pode provocar infegdo em humanos
- Nao induz a produgdo de anticorpos | (principalmente imunodeprimidos)
detetaveis nos testes soroldgicos. - resistente a rifampicina (tratamento da
brucelose humana)
- Falha na imunizacdo apenas com uma
administragéo.
-Nao induz a produgéo de anticorpos | - Uso de 6leo adjuvante
reconhecidos nos testes de diagnoéstico | - Reagéo vacinal
de rotina
-Vacina atenuada -Proibicdo da sua utilizacdo em alguns
-Nao induz aglutinagéo nos testes de | paises.
diagndstico de rotina

2.5. Prognostico

Devido a localizagao intracelular da Brucella spp. e a sua capacidade de se
adaptar as condi¢des ambientais encontradas no seu nicho replicativo, por exemplo,
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nos macréfagos, a falha no tratamento e as taxas de recidiva sao altas e dependem do
conjunto de medicamentos utilizados e do desempenho do paciente.

O tratamento 6timo para a brucelose humana é uma combinagdo de dois
antibidticos, (Pappas e Papadimitriou 2007; Seleem et al. 2009). A combinagao de
doxiciclina com estreptomicina é atualmente a melhor opcéo terapéutica com menos
efeitos secundarios e menos recidivas especialmente em casos subagudos e formas
localizadas de Brucelose. Contudo esta combinagao, € menos pratica, pois tem de ser
administrada por via parenteral durante trés semanas.

O “Expert Committee On Brucellosis” mudou as suas recomendagdes para
brucelose aguda em humanos adultos para Rifampicina (600-900 mg/dia P OS) e
doxiciclina (200 mg/dia P OS) durante seis semanas. (Alp et al., 2006; Ariza et al., 1992;
Solera et al., 1995; Falagas & Bliziotis, 2006; Le Fléche et al., 2006; Seleem et al.,
2009;).

E paradoxal que a brucelose possa ser considerada como uma zoonose re-
emergente, afetando muitos animais e pessoas em todo o mundo. O paradoxo apoia-se
no facto do custo real das medidas de controlo, porém, existe ainda falta de fundos ou
“know how” politico, para implementar estas medidas em varios paises.

Controlar a brucelose animal em paises em desenvolvimento requer um
esforco consideravel para construir uma infraestrutura que eduque as pessoas acerca
dos riscos da brucelose, fornega laboratérios com condicbes adequadas, e pessoal
formado para recolher e testar amostras, manter registos e programas de vigilancia
ativa. Visto isto é importante realgcar que quando a incidéncia da brucelose esta
controlada nos reservatorios animais, existe um decréscimo na incidéncia da doenca
em humanos (Seleem et al. 2009).

A partir dos esforgos bem sucedidos por parte dos paises desenvolvidos que
sdo capazes de controlar a brucelose bovina, pode concluir-se que a erradicacédo da
brucelose pode ser conseguida apenas quando todos os esforgos estdo concentrados
em encontrar uma solugdo. A ndo ser que haja um excelente apoio politico para a
indemnizacéo correta do produtor, pela perda de animais infetados, é quase impossivel
controlar esta importante zoonose. Os produtores de leite e produtos lacteos, os
produtores de exploracdes de carne, os consumidores e os politicos devem trabalhar
em conjunto para encontrar uma solugéo de erradicagéo pratica que seja adequada para

0 pais em causa (Seleem et al. 2009).
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2.6. Impacto da doencga

O impacto econémico da brucelose varia consoante a geografia e o sistema
de producdo e também da espécie pecuaria e dos sistemas de maneio, da capacidade
de resposta dos sistemas médico-veterinarios.

Nos locais onde a brucelose ainda persiste, as populagdes selvagens, tornam-
se em reservatorios (exemplo do bisonte na América do Norte). Paises emergentes e
economicamente estaveis tendem a reportar o maior numero de casos nas espécies
pecuarias.

Em paises economicamente mais desfavorecidos, a brucelose € endémica e
altamente negligenciada, com altas incidéncias em animais e humanos e praticamente
sem controlo eficaz (Mangen et al., 2002; J. J. McDermott & Arimi, 2002; J. McDermott
et al., 2013).

A brucelose tem sido um assunto de grande importancia em matérias de saude
publica, uma vez que causa grande impacto as industrias da agropecuaria, e muitos
esforgos tém sido feitos e devidamente reconhecidos, com o objetivo de controlar e
erradicar esta doenga dos bovinos. O desenvolvimento de uma vacina eficaz para a
brucelose tem sido um desafio para os cientistas desde ha muitos anos (Dorneles et al.
2015).

A epidemiologia da brucelose humana tem mudado drasticamente ao longo dos
ultimos anos devido a varias razdes sanitarias, politicas e socioecondmicas juntas com
o nivel de globalizagdo em que vivemos.

A doenga ocorre mundialmente, exceto naqueles paises onde a Brucelose foi
erradicada. Contudo, em muitos paises a brucelose € uma doenca de declaragao
obrigatéria as autoridades de saude, embora os numeros oficiais constituam uma
pequena porgao da verdadeira incidéncia da doenga. (Pappas et al., 2006b)

A incidéncia da brucelose humana estima-se que esteja ronde os 0,03 pessoas
infetadas por 100.000 habitantes. Embora a estimativa dos custos associados as
infegdes com brucelose permanega limitada para alguns paises, estatisticas revelam
que as perdas economicas devido a brucelose sao muito extensas, para além da
produgao animal (produgéo de leite, aborto e falhas reprodutivas) mas também na saude
publica (custo do tratamento e diminuigéo do efeito). Por exemplo, na América Latina,
estima-se que as perdas economicas anuais rondem os 600 milhdes de ddlares.
Todavia, os programas de erradicacdo da doencga sao dispendiosos mas os dados
apontam para que, ainda assim, sejam sete vezes menores.

Nos EUA, o programa de erradicagdo da brucelose entre os anos de 1934 e

1997 custou mais de 3.5 bilides de délares, sendo que os custos da diminuicdo da
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producgéo de leite, e do aborto s6 em 1952 custaram 400 milhées. ( G. Schurig et al.,
1995; Acha & Szyfres, 2005; Seleem et al., 2009)

As perdas animais devido a esta doenca podem ser de grande importancia,
primariamente devido ao decréscimo de 20% da producéo de leite nas vacas que sofrem
aborto. A sequela mais comum, a infertilidade, aumenta o intervalo entre lactagdes e
consequentemente, o intervalo entre partos é prolongado em varios meses. Além disso,
estes acontecimentos resultam na perda de bezerros e alteracdo do programa
reprodutivo da exploragdo. Estes dados tém grande importéncia principalmente em
vacadas de producdo de carne, onde os bezerros representam a Unica fonte de
rendimento das mesmas. A alta incidéncia de infertilidade permanente resulta numa
selecdo errada das vacas reprodutoras com grande valor, que devido ao aborto
associado a brucelose revelam falha reprodutiva, e acontecem algumas mortes devido
as graves metrites, seguidas de retencdo placentaria.

As perdas economicas devido a brucelose bovina incluem perda de bezerros
devido ao aborto, reducao da quantidade de leite, condenagao de vacas com valor para
a exploragao devido a sua falha na fertilidade, pde em causa todas as movimentagdes
de gado da area afetada, custo das intervengbes médicas e custo dos programas de

erradicagéo (Dubie et al. 2014).

2.7. Estratégias de erradicagdo da doenga em Portugal

O programa de erradicagao da Brucelose em Portugal consiste num processo
que envolve varias entidades, que vao da Diregcao Geral de Alimentacao e Veterinaria
(DGAV) até ao produtor, passando pelas associagoes regionais, médicos veterinarios e
produtores.

O programa de erradicagdo de Brucelose Portugués esta presente nos
seguintes documentos oficiais, que seguem em anexo:

- Portaria n°205/2000 de 5 de Abril - A avaliagéo do sistema em vigor relativo a
recolha, transporte e abate sanitario evidenciou a necessidade de se proceder a sua
reformulacao, tendo em vista adapta-lo a realidade da situagao sanitaria atual, com
resultados mais eficazes e que melhor correspondam ao esforgo técnico e financeiro
que o Estado tem vindo a desenvolver.

- Despacho conjunto n°530/2000 de 16 de Maio — relativo as indemnizagbes a
atribuir aos proprietarios de animais sujeitos a abate sanitario.

- Decreto-lei n°244/2000 de 27 de Setembro - O presente diploma estabelece
as normas técnicas de execucdo do Programa de Erradicacdo da Brucelose, adiante
designado por PEB, bem como os procedimentos relativos a classificagéo sanitaria de

efetivos e areas e a consequente epidemiovigilancia da doenga.
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- Decreto-lei n°142/2006 de 27 de Julho — onde E criado o Sistema Nacional de
Informagao e Registo Animal (SNIRA), que estabelece as regras para a identificagéo,
registo e circulagao dos animais das espécies bovina, ovina, caprina e suina, bem como
dos equideos e estabelece ainda o regime juridico dos centros de agrupamento,
comerciantes e transportadores e as normas de funcionamento do Sistema De Recolha
De Cadaveres De Animais mortos na exploragéo (SIRCA).

- Portaria n°178/2007 de 9 de Fevereiro - A presente portaria regulamenta o
exercicio das competéncias ou atribuicdes das diferentes entidades que participam na
execucao das intervencgbes sanitarias do Programa Nacional de Saude Animal (PNSA)
bem como a modalidade de apoios do Estado as agdes executadas pelas organiza¢des
de produtores pecuarios (OPP) e ainda o pagamento pelos criadores das agdes
executadas pelos servigos oficiais.

- Deciséo da Comissao 2002/598/CE de 15 de Julho — que submete o programa
de erradicagao e controlo de Brucelose nas ilhas dos Agores.

- Manual de Apoio as estratégias de Controlo da Brucelose Bovina no ambito
do plano de erradicagéo da Brucelose Bovina da Diregdo Geral de Veterinaria (agora
DGAV) em Novembro de 2008.

2.8. Classificagao sanitaria dos efetivos bovinos quanto a Brucelose

As Diregdes de Servigo Veterinario Regionais (DSVR) sédo responsaveis pelas
classificagbes sanitarias de todos os efetivos no Programa Informatico de Saude Animal
(PISA). Este procedimento é feito apds cada atividade sanitaria no efetivo, de testes de
pré-movimentacao a servigos de sanidade anuais. Os efetivos podem ser classificados
como oficialmente indemnes (B4), indemnes (B3) ou n&do indemnes (B2) como

demonstrara a seguinte tabela.

Tabela 8 - Classificagdo Sanitaria dos efetivos. Os estatutos B2.1, B3S e B4S s&o atribuidos pelo PISA
para informag&o mais precisa do estado sanitario do efetivo. (Adaptado de Fonseca, Fonseca, and
Pinheiro 2008)

Nao indemne

Esta classificagao é considerada ndo indemne e é usada para o calculo da
incidéncia a nivel dos relatérios técnicos, devendo ser utilizada sempre que se
confirme oficialmente a presenca de animais infetados que nos exames
laboratoriais post-mortem ou outros, tenham sido isoladas e identificadas
bactérias do género Brucella, na exploragdo em causa.

Indemne

E utilizada sempre que se suspenda a classificagéo sanitaria a um efetivo

indemne.
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B4 Oficialmente indemne

B4S E utilizada sempre que se suspenda a classificagéo sanitaria a um efetivo
oficialmente indemne.

2.9. Aparecimento de Brucelose numa exploragido — Procedimento

Apods o surgimento de animais sorologicamente positivos a Brucelose, existem
varios passos para por em agao os planos de erradicacdo da doenga. Esses passos
encontram-se descritos em Diario da Republica, no Decreto de Lei n°. 244/2000 e
descritos simplificadamente para facil consulta das partes envolventes, no Manual de
apoio as estratégias de controlo da brucelose Bovina.

Estes passos, contemplam, de forma geral, realizagdo de um inquérito
epidemioldégico, onde a Diregcdo de Servigos Veterinarios Regionais (DSVR) é
responsavel por uma avaliagdo epidemiolégica de todos os resultados positivos, no
decurso de provas serolégicas em todos os efetivos onde ainda nado esta descrita
nenhuma medida de controlo desde o ultimo resultado positivo ou, ainda nido esta
isolada a bactéria B. abortus.

Esta avaliagdo faz-se através do inquérito epidemioldgico (modelo em anexo),
que implica a deslocagao a exploracdo, uma entrevista ao proprietario, com questoes
previamente estudadas, que tem como objetivo a determinagéo da origem da infegao, a
sua eventual disseminagdo em exploracbes de contacto ou epidemiologicamente
relacionadas, fatores de risco capazes de interferir na evolugdo da doenga. Isto permite
estudar a probabilidade de presenga do agente no efetivo e consequentemente a sua
infecao por Brucella. Assim diferencia-se um “efetivo com sorologia positiva sem indicios
de infegédo” e “efetivo com sorologia com suspeita de infegao” consoante as informagdes
recolhidas.

Posteriormente, a decisdo e selecdo das medidas de controlo a aplicar nos
efetivos, sdo responsabilidade das DSVRs, mediante de uma proposta escrita
devidamente fundamentada e validada pelo Diretor de Servigos Veterinarios da Regiao.

Em termos de estratégia de erradicagdo da brucelose, perante um caso
positivo, existem trés opgdes, segundo a legislagdo em vigor, o abate total do efetivo, a
vacinacao do efetivo de risco ou a vacinacao de todos os efetivos pertencentes a mesma
area de risco. Estas opcdes sao devidamente avaliadas, depois de analisado o inquérito
epidemioldgico (que segue em anexo neste documento) e as entidades responsaveis
pela sanidade animal, e consequentemente, pela salde publica, como a DGAV.

As medidas de controlo a implementar serdo homeadamente, re-testagem dos

animais positivos, abate total do efetivo e a aplicagdo da vacina RB51 em efetivos, ou
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areas epidemiolégicas, através de um Plano Individual de Saneamento (PIS), que tem
em conta as necessidades de cada exploragdo em especifico face a infecdo com B.
abortus e estabelece parametros de selegao e base legal das medidas em referéncia.

As mudancgas de estatuto sanitario da exploracdo decorrem paralelamente a
este processo.

O abate de animais positivos, enquadra-se numa das medidas para controlo
desta doenca, sendo executado no decurso da aplicacdo das medidas de controlo
referentes a vacinagdo com RB51. Todos os bovinos seropositivos(FCP), através do
teste de fixagdo do complemento (TFC), sao alvo de colheita de material biolégico para
exame bacterioldgico, com tipificagdo do agente, exceto, os animais provenientes de
uma exploragao com B. abortus ja conhecida, e que esteja em isolamento (com estatuto
sanitario B2.1).

Todos os efetivos relacionados com o efetivo infetado, devem ser
reconhecidos, e assim, manifestar uma mais valia para os seus produtores que podem
avangar com um programa de controlo de um efetivo ainda nao infetado e reconhecer
menor probabilidade de perdas no seu efetivo através de um aumento na vigilancia
referente a esta doenga.

O PIS é um documento, que se assemelha a um contrato, com duragdo minima
de cinco anos, entre todas as entidades responsaveis, isto €, DSVR, Médico Veterinario
coordenador da Organizagao de Produtores Pecuarios (MVOPP) e o Produtor, o Médico
Veterinario Executor (MVE). Neste documento s&o estabelecidas as medidas a
desenvolver no sentido de controlar a infegdo brucélica, nos bovinos da Unidade
epidemioldgica, em questao, prevenir a infegao de outros efetivos, assim como evitar a
sua reintrodugao apds a erradicacao.

Esta presente neste documento, toda a descricdo da exploragdo ou unidade
epidemioldgica (UE), a descrigdo do surto de brucelose, a situagao epidemioldgica e
regido onde se encontra no momento de elaboragao do PIS. Para além disso, engloba
também, a justificagao para aplicagdo da vacina nesta unidade epidemiolégica, assim
como as condicbes de aplicagdo da vacina. Estdo ainda especificadas as
responsabilidades de cada parte envolvente individualmente, entenda-se, a DSVR, os
Médicos Veterinarios Coordenadores e Executores da OPP e do Produtor.

Apos a elaboragao do PIS com todos os intervenientes implicados, inicia-se a
sua aplicagao no efetivo afetado, comegando com atividades como o isolamento dos
animais positivos até obtencdo de resultados seroldgicos, eliminagdo dos animais
positivos e vacinagao de acordo com o PIS.

Apos a saida de qualquer animal positivo, as instalagdes onde o(s) mesmo(s)

permaneceram, tém obrigatoriamente, de ser limpas e desinfetadas, o mesmo deve ser
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provado pelo veterinario da exploracéo através do preenchimento de um impresso que
estara em anexo neste documento, o qual ‘Controlo da limpeza e desinfecdo de

exploragdes apos abate sanitario’ e, posteriormente, entregue a DSVR.

Com tudo isto, este estudo tem os seguintes objetivos:

- Descrever as intervencdes médico-veterinarios num surto de brucelose numa
exploracdo de bovinos de carne no Alto Alentejo, desde a sua detecdo, até ao seu
controlo;

- Estudar a prevaléncia da doenga no efetivo;

- Estudar a relacdo entre a idade dos animais e o numero de amostras
realizadas;

- Estudar a relagao entre a idade dos animais e o diagndstico de Brucelose por
testagem positiva;

- Estudar a relagéo entre o sexo dos animais e o diagnostico de Brucelose por
testagem positiva;

- Estudar a relacéo entre a época do ano e o aparecimento de casos positivos.

Universidade Luso6fona de Humanidades e Tecnologias |Faculdade de Medicina Veterinaria 54



3. Materiais e Métodos

Este estudo foi levado a cabo no periodo de marcgo de 2018 a fevereiro de 2020,

no Alto Alentejo,numa vacada de bovinos de carne do Alto Alentejo.

3.1. Enquadramento da exploragao

O presente surto de infegdo com B. abortus, teve origem num efetivo bovino de
raca cruzada, situado no Alto Alentejo, numa exploragao pecuaria, de regime extensivo
numa unica propriedade, com uma area aproximada de 386,5 hectares, localizada numa
zona rodeada de exploragdes com o mesmo propdsito, e varias atividades agricolas de
sementeira. Esta exploracdo esta integrada numa associacdo de cacga devido a
abundéancia de espécies cinegéticas presentes nesta zona.

Quanto aos dados reprodutivos desta exploragdo, o produtor ndo tem
quaisquer registos, uma vez que nunca se deparou com problemas graves deste foro.
O maneio reprodutivo nesta exploragéo faz-se através de dois grupos distintos,
nomeadamente as novilhas e as vacas. Muitas das novilhas s6 sdo apresentadas ao
macho por volta dos 3 anos, parindo com cerca de 4 anos. Os machos estao com as
vacas todo o ano, ndo havendo qualquer intervengdo no maneio reprodutivo desta
manada.

O objetivo desta exploragédo é a venda de animais jovens, tanto machos como
fémeas, para sistemas de engorda ou diretamente para abate, que tém como destino
final a venda de carne para consumo animal e humano, dos quais dependem os
rendimentos da exploragdo. Algumas novilhas permanecem na exploragdo para
substituicao de fémeas mais velhas.

Esta propriedade tem como recursos hidricos para abeberamento dos animais,
a presenca de varias barragens, e também um pequeno curso de agua que tem origem
em propriedades vizinhas. Existe também nesta mesma propriedade um efetivo ovino
de cerca de 35 animais pertencente ao mesmo produtor.

A alimentagao dos animais, consiste em pasto natural, em suplementacdo com

alimento seco, tacos, e forragem durante os meses de maior escassez de alimento.
3.2. Descrigao do surto

3.2.1. Detegao do primeiro caso de Brucelose

Em Margo de 2018, foi realizado o servigo de sanidade anual nesta exploracéo,
onde foram realizadas colheitas de sangue para obtengdo de amostras a todo o efetivo
bovino a partir dos 6 meses, salvo raras excegbdes onde foi retirado sangue a animais

com idade menor, devido a sua ascendéncia.
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Nesta fase surgiu o primeiro caso positivo ao teste rosa de bengala e ao teste
de fixacdo do complemento, testes utilizados para a detegcdo desta doenga a nivel
nacional. Posteriormente, este resultado foi retestado e foi confirmado, ficando a
exploragao sob sequestro.

A data do primeiro caso positivo (T1), o efetivo com mais de 6 meses era
constituido por 192 animais e nao existia qualquer sinal clinico descrito ou queixa do
produtor em relacdo a uma possivel falha reprodutiva ou outros problemas clinicos.

Os resultados foram envidos para o produtor e entidades envolvidas no controlo
da brucelose na exploracdo, e procedeu-se ao isolamento imediato dos animais
positivos, para posteriormente se efetuar o seu abate sanitario.

Com o aparecimento de um caso positivo, a exploragdo tomou a caracterizagao
de “Efetivo com suspeita de brucelose”, que se estabelece sempre que: “Tenham
ocorrido abortos ou quaisquer outros sinais clinicos que possam levar a suspeita de
infecao por Brucella; Inquéritos epidemioldgicos sobre casos de brucelose humana ou
animal indiquem a possivel existéncia de animais suspeitos; Tenha havido contacto com
rebanhos ou animais considerados positivos ou suspeitos ou, os efetivos submetidos a
controlo serolégico se encontrem a aguardar resultados laboratoriais concludentes.”
(Diario da Republica 2000)

Trinta dias depois, a exploragao foi sujeita a novo rastreio, onde se realizou
nova colheita de sangue a todos os animais com mais de seis meses, englobando,
agora, animais que nao teriam sido testados na visita anterior e assim sucessivamente

até ao final deste estudo.

3.2.2. Recolha de amostras de sangue e testagem

As amostras de sangue foram colhidas de acordo com os procedimentos oficiais
definidos por lei e aplicados pelo Médico-Veterinario oficial.

A Tabela 10 mostra o numero de colheitas realizadas, as quais foram
posteriormente testadas, e o numero de colheitas nao realizadas, que correspondem a
animais com menos de 6 meses ou animais que sairam da exploragao desde a ultima

testagem, por razbes de abate sanitario, por venda ou por morte.
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Tabela 9 - Distribuicdo do numero de colheitas de amostras de sangue por Testagem

Coheitas  Colheitas no Total de

realizadas realizadas Animais
Data n % n % n %
1 24-03-2018 192 65,1 103 349 295 100%
2 17-05-2018 192 65,1 103 349 295 100%
3 18-07-2018 204 69,2 91 30,8 295 100%
4 20-11-2018 228 69,2 67 30,8 295 100%
g 5 17-01-2019 229 77,6 66 224 295 100%
S 6 01-03-2019 206 69,8 89 30,2 295 100%
% 7 09-07-2019 212 71,9 83 28,1 295 100%
= 8 19-08-2019 162 54,9 133 45,1 295 100%
9 27-09-2019 157 53,2 138 46,8 295 100%
10 11-11-2019 163 55,3 132 447 295 100%
11 23-12-2019 166 56,3 129 43,7 295 100%
12 11-02-2020 128 434 167 56,6 295 100%

As amostras de sangue foram recolhidas para tubo seco, especifico para o
efeito, com agulha estéril de 18 Gauge, acoplada ao mesmo. De seguida foram
refrigeradas até ao seu processamento em laboratério. E de notar que as condigdes de
refrigeragéo no campo (imediatamente apds a recolha) e no transporte, podem nao ser
sido totalmente de acordo com as recomendacodes as ideais, 0 que podera ter impacto
na qualidade da amostra para testagem, de acordo com os termos ditados pelo
“Procedimento de referéncia para colheita de amostras de material biolégico para
diagndstico da brucelose” (INIAV)

Os sangues foram enviados para a OPP, onde a DIV e DSVR os encaminham
para o laboratério de referéncia associado a mesma, neste caso, departamento do
INIAV responsavel pela Brucelose bovina e laboratério de referéncia da respetiva OPP.

A testagem das amostras é através de testes de Rosa de Bengala e teste de

Fixagcdo do complemento (CFT).

3.2.3. Recolha de dados da exploragao

A recolha de dados foi feita com acordo de confidencialidade com o produtor,
de forma a que nao seja possivel a identificagdo desta exploragao (dai a existéncia de
documentos rasurados nos anexos apresentados neste documento).

Apés a recolha de amostras sanguineas ao efetivo, todas as agdes foram
devidamente registadas nas plataformas digitais respetivas.

Dados recolhidos incluiram:
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o Data de colheita de sangue
¢ Numero de Identificagdo Animal
e |dade
e Sexo
Um inquérito epidemioldgico foi levado a cabo (Anexo |), onde as seguintes
informagdes foram levantadas:
e Caracterizacao da exploracao e assisténcia veterinaria
e Caracterizacao sanitaria
e Origem e difuséo da infegao (a partir de dados dos ultimos doze meses)
de ou para outras exploragdes.
e Caracterizacao da exploracao e do sistema produtivo
o Exploragdes epidemiologicamente ligadas
e Todos os registos de atividades sanitarias, introdugdo ou movimentagao

de animais na exploragao.

3.3. Andlise de dados

A analise dos dados foi realizada através de estatistica descritiva e inferencial,
utilizando-se o software SPSS-24.0 (Statistical Package for the Social Sciences).

Foi calculada a prevaléncia de Brucelose com base no numero de amostras
positivas sobre o niumero de amostras totais.

Uma analise descritiva da distribuicdo de animais no efetivo, do nimero de
animais testados positivos, da idade e do sexo dos animais foi levada a cabo com
recurso a frequéncia absoluta, percentagem, média e desvio-padréo.

Foram realizados testes paramétricos para analise das variaveis idade, nimero
de amostras, apds realizado o teste da normalidade de Kolmogorov-Smirnov, e
confirmacgao de que as variaveis apresentavam uma distribuicdo de normalidade.

Para as variaveis ndo normalmente distribuidas, nomeadamente idade, sexo
e época do ano foram utilizados testes ndo-paramétricos.

A relagéo entre a idade dos bovinos (meses) o diagndstico de Brucelose por
testagem positiva foi analisada através do teste de Mann-Witney que é o teste nao-
paramétrico adequado para comparar as fungdes de distribuicdo de uma variavel ordinal
medida em duas amostras independentes (Maréco 2014), como € o caso da idade.

A relagao entre o sexo dos bovinos (meses) e o diagndéstico de Brucelose por
testagem positiva foi analisada através do teste do Qui-Quadrado (x2), o qual é utilizado
para testar se duas ou mais populagbes (ou grupos) independentes diferem

relativamente a uma determinada caracteristica.
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4. Resultados

4.1. Intervengoes médico-veterinarias no maneio do surto

Neste surto, as medidas de controlo incluiram as seguintes:

a)

f)

Isolamento e abate sanitario dos animais positivos, num total de X ao
longo dos 23 meses do estudo

Estabelecimento de um plano de vigilancia da exploragdo com
retestagem periddica de 30 dias

Elaboracdo de um plano individual de saneamento

Vacinagao do efetivo feminino com mais de quatro meses de idade, a
partir do dia X, visto que a medida anterior nao estava a surtir os efeitos
desejados de controlo do surto. A vacinagao foi feita com 2ml da vacina
RB51 (correspondente a 10-34 x109 UFC de microrganismos da estirpe
RB51) por via subcutanea (SC), na tabua do pescogo,
independentemente do estado fisiolégico de gestagdo em que as
fémeas se encontrem

Revacinagao para todas as fémeas que foram vacinadas com idades
compreendidas entre os 4 e os 12 meses, 6 a 12 meses apds a
primovacinagao. Para todas as restantes fémeas, a revacinagéo
depende da evolugdo da situacdo epidemiolégica da unidade
epidemioldgica.

Higienizac&o de todos os espacgos de isolamento dos animais positivos
de acordo com a legislagdo em vigor, certificado pelo veterinario da
exploracdo. (Anexo V)

Durante as retestagens, foi possivel observar com alguma frequéncia
no efetivo outras manifestagbes clinicas provavelmente relacionadas
com o surto descrito, nomeadamente abcessos podais, animais com
baixa condigdo corporal, diarreia, prolapsos uterinos e dermatofitose

nos vitelos, para os quais foi necessaria agdo médico-veterinario.

4.2. Impacto do surto no tamanho do efetivo

O efetivo era a data do primeiro caso (T1) constituido por 192 animais com

mais de 6 meses e 0 seu tamanho veio a oscilar entre os 128 e 228 animais (Grafico 6).
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Numero de animais no efetivo ao longo do estudo
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Grafico 5 - Numero de animais, com mais de 6 meses, no efetivo, testados ao longo deste estudo.

Este surto, desde o seu aparecimento até ao momento de término deste estudo
(fevereiro 2020), mostrou uma perda de 97 animais resultante de diagndstico de
brucelose positivo.

Aos trinta dias apos (T2) a saida do primeiro animal positivo, ndo se verificou
qualquer animal positivo a testagem.

A nova retestagem (T3) foi definida para ter lugar apés 60 dias, da qual resultou
um novo caso positivo, que o laboratério afirmou como “prejudicado” devido a condigdes
nao ideais da amostra. Dado isto, nhdo se procedeu ao abate imediato do mesmo animal,

sendo 0 mesmo retestado novamente com todo o efetivo 60 dias depois.

A figura seguinte apresenta o aparecimento de casos positivos ao longo do
tempo e das doze testagens efetuadas (T1 a T12).
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T1-24/3/2018

Aparecimento do
12 caso

T2-17/5/2018 T3 - 18/07/2018 T4 -20/11/2018

0 casos positivos 1 caso positivo 6 casos positivos

T7-9/07/2019
T8 -19/08/19 T6 - 1/03/2019
- VACINACAO RB51 »
7 casos positivos » 7 casos positivos
51 casos positivos

T9 - 27/09/2019 T10- 11/11/2019

T11-23/12/2019 T12 - 11/02/2020

9 casos positivos 4 casos positivos 0 casos positivos 7 casos positivos

Figura 7- Cronologia do aparecimento dos casos positivos na exploragdo em estudo.

4.3. Numero de amostras para testagem de Brucelose

A tabela 11 apresenta a frequéncia absoluta e relativa das amostras de sangue
efetuadas no efetivo para testagem de Brucelose, como medida de controlo do surto.

Tabela 10 - Numero de colheitas de sangue amostradas entre margo 2018 a fevereiro de 2020, num efetivo
bovino de cerca de 200 animais afetado num surto de Brucelose, num total de 295 animais testados

Colheitas Colheitas ndo
realizadas realizadas

Total 2239 63,2% 1301 36,8% 3540 100%

Total

4.4. Idade dos animais no efetivo e relagdo com numero de amostras

As idades dos 295 animais amostrados (Tabela 11), dos quais resultaram 2239
amostras estavam compreendidas entre 1 més (<1 ano) e 203 meses (=17 anos) com
uma média de 63,0 + 52,5 meses (5.3 + 4.4 anos).

Tabela 11 - Frequéncia da idade (meses) dos bovinos num efetivo de Id;de Coplboyinos (meses;%
295 animais afetado com um surto de Brucelose entre margo de 2018 Meédia 64,03
e fevereiro de 2020 Mediana 44,00
Desvio Padrao 52,49
Minimo 1
Maximo 203
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O Grafico 7 apresenta a distribuicdo do numero de amostragens feitas em relagdo a
idade dos animais testados. E de realgar que 1186 (53%) das amostras recolhidas foram
feitas a animais entre os 6 e 48 meses.

N2 de amostras em fung¢do da idade dos bovinos

200 L Média = 64,03
183 Desvio padréo.
180 17 =52,486
3 N=2.239
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Idade (meses) dos bovinos
e amostras de sangue

Grafico 6 — Comparagao do nimero de amostras de sangue em fungao da idade (meses) dos bovinos.

4.5. Prevaléncia de Brucelose no efetivo bovino

No que se refere ao diagndstico da Brucelose (Grafico 8) do total de 2239
amostras de sangue de bovinos, 97 (4,33%) amostras apresentaram um resultado
positivo a testagem para Brucelose e as restantes 2142 (95,67%) amostras testaram
negativo. O que revela uma prevaléncia total de 4% de Brucelose no efetivo.

Diagnéstico de Brucelose

95,67% CINegativo
2.142 M Positivo

Grafico 7 — Percentagem de resultados positivos e negativos a testagem para Brucelose num
efetivo de 295 animais, num total de 2239 testes realizados num surto de Brucelose bovina.
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4.6. Relacao entre Idade e Diagnéstico de Brucelose no efetivo bovino

O Grafico 9 mostra que a média de idade dos bovinos com resultados positivos

(74.8 + 44.0 meses) foi superior comparada com a média de idade de bovinos com

resultados negativos (63.5 + 52.8 meses). Esta diferenca foi estatisticamente

significativa (p=0,001). E de notar que o animal mais jovem que testou positivo tinha 7

meses de idade e o animal mais velho tinha 171 meses (14 anos) de idade.

80

707

74,78

60

63,54

50

40

30

Média de Idade (meses)

20

10

| |
Negativo Positivo

Diagnéstico de Brucelose

Diagnostico de

Idade dos bovinos Brucelose
(meses) Negativo Positivo Dif.
Média 63,54 74,78 11,24
Mediana 44,00 62,00 106
Desvio Padrao 52,80  44,01" 879
Minimo 1 7 8
Maximo 203 171 32,00

p= 0,001

Grafico 8- (esquerda) Representacdo da média de idade do efetivo em relagdo ao seu diagndstico de

Brucelose.

Tabela 12 —(direita) Comparagao de idade (meses) em fungéo do diagnodstico de Brucelose.
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4.7. Relagao entre Sexo e Diagnéstico de Brucelose no efetivo bovino

A Tabela 14 mostra uma relagéo estatisticamente significativa (p=0,005) entre
0 sexo dos animais no efetivo e o diagndstico de Brucelose por testagem positiva, sendo
que a maioria dos diagnosticos de Brucelose positivos ocorreu nos bovinos do sexo

feminino (n=96; 99%) em comparagao com os bovinos do sexo masculino (n=1; 1%).

Tabela 13 - Associagéo entre o sexo e o Diagnostico de Brucelose do efetivo bovino

Diagnostico
Negativo Positivo Total p
Feminino n 1919 96 2015
% 89,6%  99,0% 90,0%
Masculino n 223 1 224
% 10,4% 1,0% 10,0%
Total n 2142 97 2239

% 100,0% 100,0%  100,0% 0,005

O Gréfico 11 mostra que 2015 (90%) das amostras testadas corresponderam

a animais do sexo feminino e que 223 (10%) eram de machos.

Numero de amostras correspondentes a cada sexo e a sua
relacdo com o diagndstico de brucelose

2.0007 1.919 Diagnostico
de
Brucelose
.Negativo
M positivo

1500

1.000-

Numero de amostras

500

223
- | I
1
o
Feminino Masculino

Sexo dos Bovinos

Grafico 9 - Distribuicdo do diagndstico de Brucelose em fungéo do sexo dos bovinos

4.8. Relagao entre época do ano da testagem e Diagnéstico de Brucelose

no efetivo bovino

A Tabela 15 e o Grafico 12 apresentam a distribuicdo e frequéncia das

amostras com resultados positivos a Brucelose ao longo das testagens feitas, em
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diferentes épocas do ano. E de notar que a maioria dos diagndsticos positivos ocorreu
em julho de 2019 (n=51; 52,6%), seguindo-se setembro de 2019 (n=9; 9,3%). Esta
diferencga de seropositividade em diferentes épocas do ano revelou-se estatisticamente

significativa (p=0,000).

Tabela 14 - Associagao entre o diagndstico de Brucelose e a respetiva testagem do efetivo e o seu resultado

Diagnoéstico de Brucelose
Negativo Positivo Total
n % n % n % P

24-03-2018 191 8,9%
17-05-2018 192 9,0%
18-07-2018 203 9,5%
20-11-2018 222 10,4%
17-01-2019 225 10,5%
01-03-2019 199 9,3%
09-07-2019 161 7,5%
19-08-2019 155 7,2%
27-09-2019 148 6,9%
11-11-2019 159 7,4%
23-12-2019 166 7,7%
11-02-2020 121 5,6%

0% 192 8,6%
00% 192  86%
1,0% 204 9,1%
62% 228 102%
41% 229 102%
72% 206  92%
52,6% 212 9,5%
72% 162 12%
93% 157  7,0%
41% 163 13%
00% 166 74%
72% 128  57%

Testagem

W
] PR V- R R SRC N - N

Total 2142  100% 97 100% 2239 100% 0,000

0 células (0,0%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem minima esperada ¢ 5,55.

Grafico 10 - Diagnostico de Brucelose em fungdo do momento de colheita de dados

Diagnéstico de Brucelose em relagéo a data
de colheita das amostras

Diagnéstico de
Brucelose
ENegativo
M Positivo

09-07-2019
01-03-2019

Data

17-01-2019

17-05-2018

24-03-2015" |

T T T T
0 50 100 150 200 250

Numero de amostras
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5. Discussao

Desde o aparecimento do primeiro caso de brucelose, o produtor, foi obrigado,
a agir em concordancia com as ordens dadas pela DSVRA. O animal em questao,
isolado nas instalagcbes do produtor, foi retestado, para confirmagdo da sua
seropositividade, onde permaneceu até ser recolhido para um centro de abate que o
realizou, segundo o decreto de lei n°® 244/2000 de 27 de setembro relacionado com as
normas técnicas de execugao do Programa de Erradicagcao de Brucelose (PEB), bem
como a classificagao sanitaria dos efetivos e areas e a consequente epidemiovigilancia
da doenca.

O reaparecimento dos casos, nesta exploracao, é, neste momento a maior
questao para o produtor, pois, desde o aparecimento de Brucella neste efetivo bovino,
reduziu drasticamente o retorno econémico que o produtor tinha desta exploragcédo, uma
vez que se encontrava impossibilitado de vender qualquer animal num periodo tao
alargado. Posto isto, a disponibilidade financeira para investir no seu efetivo também
ficou reduzida, e consequentemente o estado geral do efetivo veio a decrescer ao longo
do tempo.

Existem varios fatores que podem influenciar o reaparecimento da doencga,
nesta exploragéo, tais como, a presenga de fauna selvagem, a presenga de outros
efetivos bovinos nas exploragbes circundantes, a presenga de cursos de agua que
atravessam a exploragéo que sao provenientes de exploragdes vizinhas, a dificuldade
de detegdo de abortos dado o regime extensivo da exploragédo e a cadeia alimentar de
animais silvaticos, danos nas infraestruturas que separam os grupos de animais e
exploragdes contiguas, o facto dos animais jovens ndo serem testados, e
permanecerem na exploragao, até testarem positivo (6 meses),

De facto, os animais, mesmo com barreiras fisicas, muitas vezes misturam-se
pelo que, em determinada situacdo, encontramos animais errantes, pertencentes a
exploragdes vizinhas, junto da manada que iria ser testada, apesar desse facto nao
justificar todos os reaparecimentos de brucelose nesta exploragao, constituem, no
entanto, um problema sanitario.

A ocorréncia de problemas observados durante as retestagens deveu-se
provavelmente, a diminuicdo da suplementacdo alimentar do efetivo que
secundariamente, levou a imunodepressdo, e consequentemente mais suscetiveis a
tais fatores, como por exemplo, parasitas, fungos, problemas podais, oftalmicos,
problemas da pele e pelagem. Nos animais jovens, foi possivel observar alguns casos
de desnutricdo e mau estado geral, devido a eliminagdo das suas progenitoras, devido

ao seu estado epidemioldgico e também devido a fraca suplementagao.
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O calculo da prevaléncia foi feito através do numero de amostras positivas
sobre o numero total, o que pode nao refletir a prevaléncia real no efetivo, visto que
apenas animais com mais de 6 meses (salvo excegdes de vitelos filhos de vacas
positivas) foram testados. Com isto, a prevaléncia de 4% pode estar inflacionada. E
possivel que se se calculasse a prevaléncia com base no nimero de animais infetados
sobre a populacao do efetivo, que este valor fosse mais baixo.

O facto de 53% das amostras recolhidas terem sido feitas a animais entre os 6
e 0s 48 meses (4 anos), dos quais muitos deles sdo fémeas que ainda nao tinham tido
oportunidade de mostrar sintomatologia reprodutiva, por s6 serem postas a cobri¢cao
depois dos 3 anos idade. Este facto pode estar associado a falta de dete¢ao de abortos
ou outros problemas reprodutivos, caracteristicos de uma infegéo por Brucella spp.

Animais testados com um més dizem respeito a vitelos cujas mées testaram
positivo e os quais tiveram igualmente de ser testados, por risco de contagio através do
leite e outras secrecoes.

Os dados deste estudo mostram que animais de idades variaveis apresentaram
infecao por Brucella spp., o que esta de acordo com a literatura cientifica. Nesta
exploragao, estes resultados nao surpreendem, visto que vitelos permanecem com as
maes até cerca dos 12 meses, 0 que propicia a infecdo entre animais mais velhos e
mais jovens.

A relacéo do sexo dos individuos com a sua seropositividade, demonstra que
a prevaléncia desta doenga é mais incidente nas fémeas como varios autores ja o
demonstraram ( Mangi, 2015; De Alencar Mota et al., 2016). Este facto é bastante
normal porque, a quantidade de fémeas nesta exploragdo € muito maior, e também o
facto destas terem sido separadas dos machos durante o periodo de maneio do surto
de Brucelose e até ao final do estudo. Embora, seja importante realgar, que uma vez
que o método reprodutivo desta exploracao € a utilizagdo de um macho para inumeras
fémeas, poderiamos estar perante a situagdo de infecdo das fémeas a partir de um
macho assintomatico, dado que a transmissdo venérea esta descrita na literatura.
(Wilesmith, 1978; P. Nicoletti, 2010). Outro fator importante é a quantidade de fémeas
na exploracéo e a patogenia desta bactéria, que se caracteriza por ser gram-negativa
com grande afinidade para o utero gravido, devido a facilidade da sua sobrevivéncia e
multiplicagao neste meio com tanta influéncia de hormonas (Gyles et al. 2008).

Quanto a época do ano em que se revelaram mais casos positivos, esta deu-
se no periodo de verdo, nos meses de julho e setembro. Embora esta bactéria tenha
maior capacidade de sobrevivéncia em situacdes de temperaturas baixas e altas
percentagens de humidade (Godfroid et al. 2013), isto coincidiria com o periodo de

Inverno, onde estas condigdes climatéricas se fazem verificar no nosso pais. Contudo,
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este aumento de casos positivos pode ser justificado pelo inicio da época de parigdes
na exploracdo, onde poderao ter ocorrido partos de fetos abortados que pela dificuldade
da sua detecdo, que nao foram notificados pelo produtor. Visto que o produtor ndo
realiza controlo reprodutivo, ndo havia conhecimento de quais e quantas vacas estariam
gestantes, e portanto ndo houve identificagao de perdas fetais.

Mesmo apés a vacinagao de todo o efetivo, a emergéncia de novos casos,
testagem apéds testagem, ndo seria espectavel, pois esta vacina ndo pode ser detetada
nos testes seroldgicos pois a cadeia O-side dos anticorpos de Brucella (a porgao que €
detetada nos testes soroldgicos) ndo existe na vacina RB51 ( G. G. Schurig et al., 1991,
N F Cheville et al., 1993; Mark G. Stevens et al., 1995; Norman F. Cheville et al., 1996;
Fernando P. Poester et al., 2006;).

A analise dos fatores de risco a partir do inquérito epidemioldgico deste surto
nao faz parte dos objetivos deste estudo. Contudo, suspeita-se que a infegédo tenha tido
origem numa exploragéo contigua, mais especificamente através de animais errantes
pertencentes a exploragao vizinha.

A presenca de animais vizinhos nesta exploracido, a presenga de animais
selvagens que possam estar a servir de reservatorio para a B. abortus (Godfroid et al.
2013), a contaminagao dos cursos de agua que atravessam a exploragdo a montante e
a presenca de abortos nao detetados. Estes sao fatores de risco de reaparecimento da
doenca, mas nem todos s&o possiveis de controlar, devido ao regime e maneio da
exploracgao.

Nesta exploracgéao, tivemos oportunidade de observar, que apesar dos esforgos
feitos por parte de todas as entidades de sanidade animal, existem fatores extrinsecos
que o comprometem, isto remete-nos para uma reflexdo para a importancia da
biosseguranga nas exploragdes pecuarias, que cada vez mais tem sido um assunto de
grande importancia, na Medicina Veterinaria mas também, a nivel da Organizagao
Mundial da Saude (OMS).
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6. Conclusao

A brucelose, continua a ser uma doenca endémica no nosso pais, apesar de
muitos esforcos serem feitos para a sua erradicagdo, embora com todas as limitagcoes
inerentes aos nossos sistemas de producéo.

Com este trabalho foi demonstrado que a idade média de infecdo nesta
exploragcao é aos 6 anos de idade, a época do ano mais incidente da doenga sera no
inicio da época de parigdes, ou seja, no verao, e o sexo feminino revelou ser o mais
afetado por esta doenga, nesta exploragao.

No geral, este surto de brucelose esta perto de se encontrar controlado, e n&o
devera ser necessario o abate sanitario de todo o efetivo.

Seria interessante para esta exploragdo, o inicio de um controlo reprodutivo,
tanto por parte do produtor, assim como da parte veterinaria para saber dados
importantes, tais como, taxa de fertilidade, taxa de concegao, taxa de aborto, entre
outros, pois numa exploragdo que sofreu tantas perdas devido a esta patologia, seria
interessante, tentar evita-lo e/ou deteta-lo novamente a partir dos dados reprodutivos.

A nivel nacional, ou pelo menos nas zonas onde a fauna selvagem é mais
abundante, seria interessante fazer um estudo em conjunto com o Instituto da
conservagao da Natureza e das Florestas (ICNF), tanto da presenga da doenga na fauna
selvagem, através da colheita de sangue de animais abatidos em atividade cinegéticas,

sujeitos a exame veterinario post-mortem.
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8. Anexos

8.1. Anexo | - Modelo de Inquérito epidemiolégico para a Brucelose

Bovina
;’) Ministério da —
Agiric ult wra, Direcgao-Geral
do Desenvolvimento de Veterinaria

Rural e das Pescas

BRUCELOSE BOVINA - INQUERITO - PARTE |
Exploracées Bovinas com Animais Sero- Positivos / Focos de Brucelose

Objectivo: CaracterizacGo da exploracdo, avaliacdo da origem da infeccdo e
avaliacdo da sua possivel difusé@o para oufras exploracées.

1- Caracterizagdo da Exploragdo e Assisténcia Veterindria

1.1.Marca Oficial de Exploracdo (MOE)

Detentor: Telefone/Telemével:
Local

Localidade/Freguesia Concelho:

OPP Ndo aderente a OPP O
Geo-referenciacdo (faculfativa): Latitude Longitude

1.2 Efectivo da exploracdo (c/base no SIRA/RED):
Fémeas Adultos Fémeas de substituicdo___ Machos reprodutores ___Engorda
Qutros ruminantes O Indique espécie(s) en°®

1.3 Assisténcia Veterindria - Medico Veterindrio Executor:
Nome
Cédula Profissional n® Contacto telefénico

2 - Caracterizacdo sanitdria

2.1 Classificagdo Sanitdria B___
Datas e resultados de todos os rastreios dos Ultimos 3 anos (— listagem do PISA)

2.2Vacinagdo para Brucelose: — listagem do PISA
Tipo de vacina utilizada:

Data:inicio __/ / Ultima vacinacdo _ 1/ /.

Jovens/Adulios: / Taxa de cobertura: %/ %
2.3.Abortos:

Ocorréncia de abortos O

Meses da gestacdo: N° de abortos nos Ultimos 12 meses

Recolha e envio para andlise laboratorial J

Data(s) de colheita NUmero abortos enviados

Qutras patologias que causem abortos diagnosticadas na exploracdo O
Caracterizacdo e datas

2.4 Problemas de fertilidade das fémeas reprodutoras ou de mortalidade neonatal O
Caracterizacdo e datas

2.5. Observacdes:

1
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3- Origem e difusdo da Infecg¢do (*dados dos Ulfimos 12 meses)

3.1.Contactos directos com ruminantes de outras exploracées* O

Caracterizacdo das exploracdes:  Ovinos e CaprinosJ Bovinos O

Datas(s) MOE(s): Classificacdo(oes) sanitaria(s):

Tempo de contacto: acidental0  pouco frequente O  frequente O

vedacdesd transumancia O pastos comuns O caminhos partilihados O

Animais silvaticos: 0  Espécie(s)

3.2.Contacto com exploracdes de ruminantes do mesmo proprietdrio O

MOE (s) ([Znexo ﬂ- listagem do PISA/SNIRA com dados

sobre espécies de animais, exploracdo (6es) — espécie(s), n® animais, localizacdo)

3.3Introducdo de animais * O

Exploracdes O MOE(s) Centros de Agrupamento O MOE(s)

Empréstimo Otempo de permanéncia

N° animais, idades, MOE de origem, classificacdo sanitaria ( listagem SNIRA)

3.4. Identificacdo do Transportador habitual

3.5. Testes de pré-movimentacdo de animais infroduzidos * O ( - resultados)
Resultados Data(s) colheita Data(s) de andlise

3.6. Utilizagdo de macho(s) reprodutor(es) * O
Prépria exploracdo O Exterior @ exploracdo O LA. O
MOE(s) de Origem Classificac@o(des) sanitarials) B

3.7. Partilha de equipamentos/ alfaias com outras exploracdes * 0
MOE(s) de Origem Classificacdoles) sanitarials) B

3.8. Casos de Brucelose nos Ulfimos 5 anos 0 (Se sim, - listagem do PISA)

3.9 Histéria prévia de Brucelose na Exploracdo

3.10. Opinides do proprietdrio sobre a origem provdvel da doenca
Introducdo de animais O Vizinhanca O Re-ocormréncia O
Transumdancia /mistura de animais/pastagens comuns) O Outras causas 0

3.11. Opinides do veterindrio executor sobre a origem provdvel da doenca
Infroduc¢do de animais O Vizinhanca O Re-ocomréncia O
Transumancia/mistura de animais/pastagens comuns O Outras causas O

3.12.8aida de animais da exploracdo * O

Caracterizacdo das explora¢des de destino: Ovinos e Caprinos O Bovinos O
MOE(s): Classificacdo(des) sanitaria(s):

Centros de agrupamento O Saida de produtos / estrume da exploracdo O
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3.13.Esquema das exploracdes confinantes geograficamente, MOE e classificacdes
sanitdrias das exploracdes envolventes

N

3.14. Observacgdes

3.15. Provdvel origem da infec¢do:

Data / /

Relator

Informacdes prestadas pelo detentor da exploracdo O

Se ndo, identificar funcdo/ arau parentesco

3
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Agricul t ura, Direcgéo-Geral
do Desenvolvimento de Veterinaria
Rural e das Pescas

BRUCELOSE BOVINA - INQUERITO - PARTE Il
Exploracdes Bovinas com Animais Sero- Positivos / Focos de Brucelose

Objectivo: Informagcdes que permitem avaliar a difusGo da doenca na exploracdo e
programar esfratégias de confrolo para reducdo da sua difusGo na propria
explorac@o e para outras.

1. Caracterizacdo da exploracdo e do sistema produtivo

1.1.Aptiddo Produtiva
LeiteO Came O Outrad
Intensivo 0 semi-intensivo O extensivo O

1.2 Regime da exploracdo
Estabulagdod Pastoreiod  Mistod % Pastoreio

Animais por hectare

1.3.Pratica fransumancia /pastoreio comum O Caracterize

1.4 Finalidade produtiva dos animais adquiridos
Reproducdo O Producdo leite/carne O Engorda O Outras O

1.5 Reposicdo do efectivo reprodutor (fémeas):
Autoteposicdo O Compra no exterior 0 Gestantes

1.6.Avaliacdo dos possiveis pontos de contacto com animais de outras exploracées
(em todo o perimetro da exploracdo):

1.7.Condigdes para isolamento dos animais 0

1.8 Partos:
Sazonais O Cuidados na assisténcia aos partos 0
Isolamento das fémeas O Destino das secundinas/abortos:

1.9 Maneio em Grupos Produtivos O Etdrios O

1.10.Higiene da exploracdo
Limpeza e desinfecc¢do O Periodicidade Destino do estrume?

Apreciacdo das condicdes de higiene da exploracdo: Boas O Suficientes O MasO

1.11.Cdes
Colheita sangue O Resultado tratamento

1.12.Zoonose
Brucelose Humana Z Venda de produtos e processamento O

1.13.Recomendacdes de medidas de controlo:

4
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BRUCELOSE BOVINA - INQUERITO - PARTE lll
Exploracées Bovinas com Animais Sero-Positivos / Focos de Brucelose

1.Exploracdes epidemiologicamente ligadas

1.1.Dados das exploracdes / NOUmero de animais / Classificacdo sanitdria
MOE
MOE
MOE

1.2 Caracterizacdo das exploracdes

MOE
MOE
MOE

1.3.0corréncia de abortos

MOE
MOE
MOE

1.4 Resultados Laboratoriais (Serologia positiva/lsolamento/ Biovar)

MOE
MOE
MOE

1.5.0bservacdes
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Rural e das Pescas.

ANEXOS

Anexo1 O
Listagem do PISA c/ datas e resultados de todos os rastreios dos ultimos 3 anos

Anexo 20
Listagem de todos os animais vacinados na exploracdo

Anexo 30
Listagem do PISA/SNIRA com dados sobre espécies animais, n° animais,
localizacéo de exploracées de ruminantes do mesmo proprietdrio

Anexo 4[]
Listagem dos dados dos animais infroduzidos na exploracGo nos Ultimos 12

meses (numero, idades), com identificacGo da MOE de oricgem e respectiva
classificacéo sanitdria)

Anexo 5[
Listagem dos testes de pré-movimentacdo de animais intfroduzidos nos Ulfimos
12 meses ou copia dos boletins de andlise com o respectivo resultado

Anexo 6 [J
Listagem do histérico das classificacdes sanitdrias dos Ultimos 5 anos
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8.2. Anexo Il - Plano individual de Saneamento
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DIRECGCAO DE SERVIGOS DE ALIMENTAGAO E VETERINARIA REGIAO ALENTEJO

PIS

N.° 1/DSAVRA/2019

PLANO INDIVIDUAL DE SANEAMENTO CELEBRADO ENTRE A DIRECGAO DE SERVIGOS

VETERINARIOS DA REGIAO DO ALENTEJO, O MEDICO VETERINARIO COORDENADOR DO OPP

DE. ., DR. ., O MEDICO VETERINARIO EXECUTOR, DR.
_E O PRODUTOR/GERENTE

Neste protocolo sera estabelecido as medidas a desenvolver no sentido de controlar a infecgdo brucélica
nos bovinos desta unidade epidemiologica, prevenir a infecgdo de outros efectivos bem como evitar a

sua reintrodugao apos a erradicagao.

Entende-se por unidade epidemioldgica (UE) a exploragdo denominada ., situada no
concelhode. . __ -, com o numero oficial

A - Introdugao

A actual situagao sanitaria do efectivo de bovinos pertencentes a ... , localizado no
Concelho de dadreada. ., devido a sua dimensao e condigdes de

maneio, requer uma estratégia propria no combéte a“brucelose bovina, pelo que urge tomar as medidas
descritas neste PIS.

Atendendo ao seguinte:

o Explora cerca de 231 bovinos numa area de 386,55 hectares com a finalidade de produgéo

e Nao obstante se terem implementado as medidas de profilaxia e de policia sanitaria
consideradas adequadas nao se verificou melhoria da classificagdo sanitaria nas exploragdes
desta UE, tendo inclusive sido isolada Brucella abortus em material proveniente de abates
sanitarios efectuados.

o A situagdo epidemiologica que se verifica nesta UE é diferenciada da verificada na Regido onde
esta inserida, constituindo risco epidemiolégico para esta.

e Os bovinos encontram-se numa UE de alto risco de infecgao, pretendendo-se aumentar a
imunidade dos mesmos através da implementag@o de um programa de controlo e erradicagao,
incluindo a vacinag@o com RB-51.

e Face a ineficacia ja demonstrada pelos meios de controlo aplicados, conhecidas as
potencialidades da vacinagao e uma vez que a decisdo da Comissdo 2002/598/CE de 15 de

1
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DIRECCAO DE SERVICOS DE ALIMENTACAO E VETERINARIA REGIAO ALENTEJO

Julho aprova a vacina viva da estirpe RB 51 para animais em risco de infecgao com Brucella
abortus, no ambito da Directiva 64/432/CEE do Conselho, considera-se recomendével adoptar
nesta data a vacinagdo nos moldes que abaixo se propdem.

e O elevado risco de transmissdo da doenga, deve ser tido em conta, pelo que se propde a
vacinagdo de todos os bovinos reprodutores do sexo feminino com mais de 4 meses de idade,
existentes nas exploragdes da UE, com o objectivo final de atingir a erradicagdo da Brucella
abortus nesta UE, no menor espago de tempo.

Face ao exposto e apds avaliagio epidemiologica da situagdo, é elaborado este PIS, pelo qual os
intervenientes se obrigam a:

B - A Direcgéo de Servigos de Alimentagéo e Veterinaria Regido do Alentejo (DSAVRA) assume,
pelo presente, e sem prejuizo das competéncias legais, os seguintes compromissos:

o Disponibilizar os meios humanos e materiais necessarios ao acompanhamento e avaliagéo local
da execugao do programa de vacinagao.

o Velar pelo cumprimento da condig&o de que a vacina so seré aplicada por um médico veterinario
autorizado para o efeito, no dmbito do programa de erradicagdo apresentado, atraves da
realizagéo de acgdes de acompanhamento da vacinagéo.

o Decidir na sequéncia da evolugéo da situagéo epidemiologica nas diferentes exploragées da UE
a revacinagao das fémeas adultas, passados 6 a 12 meses.

e Velar pelo acompanhamento das condices de armazenamento, distribuicéo, aplicagao e
destruicdo da vacina RB-51 ndo utilizada apos a sua reconstituigao, através da elaboragdo de
relatorios trimestrais.

o Controlar o isolamento dos animais seropositivos até 30 dias apds a notificagédo do produtor e
proceder ao seu abate sanitério decorrido um periodo minimo de 4 semanas apds a inoculagéo
da vacina.

e Assegurar o acompanhamento e a realizagao dos abates sanitéarios dos animais considerados
seropositivos a brucelose, de acordo com o constante no Decreto-lei 244/2000 de 27 de
Setembro.

o Controlar a entrada de animais na UE, através da emiss&o de documentos sanitarios.

e Velar para que os animais da UE apenas possam ser movimentados com destino a abate
imediato.

[}
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o Controlar a obrigatoriedade, a assumir pelo detentor, de que os animais adquiridos sejam
provenientes de exploragdes com estatuto sanitario oficialmente indemne de brucelose,
tuberculose e leucose enzodtica bovina, sendo colocados em quarentena e submetidos a
controlo sorolégico e vacinagao & entrada da exploragdo, mantendo-se a mesma até
conhecimento dos resultados da prova da intradermotuberculinizagdo e serologicos negativos.

« Efectuar a investigagao epidemiologica (elaboragao de inquéritos epidemiolégicos) e laboratorial
de todos os abortos notificados pelo produtor.

« Reforgar a implementagao das medidas de policia e profilaxia sanitéria, na UE em causa.

e Criar e manter permanentemente actualizada uma base de dados informéatica especifica para
avaliagdo da implementagao do programa de vacinagao.

o Promover a elaboragao de relatorios de progresso trimestral de acompanhamento com vista a
discussao e controlo e comunicar qualquer anomalia detectada durante a vigéncia do programa
de vacinagao.

o Desenvolver acgdes de informagao e divulgagao junto dos tratadores dos animais.

« Informar a Direcgdo Regional de Salde sobre a realizagao do programa de vacinagéo com RB-
51, atendendo a sua resisténcia a rifampicina e a penicilina.

C - Os Médicos Veterinarios Coordenador e Executor da OPP de ., assumem no
ambito do presente protocolo e sem prejuizo das suas atribuigdes, o seguinte compromisso:

o Enviar 4 DSAVRA a programagao das actividades anuais e a publicitagdo da realizagdo
semanal, com uma antecedéncia minima de quinze (15) dias.

o FEfectuar as colheitas de sangue regulares, de acordo com o constante no Manual de
Procedimentos para a Classificagao Sanitaria dos Efectivos.

« Efectuar a colheita de sangue e a vacinagao a todos os bovinos do sexo feminino com mais de 4
meses de idade e a recolha de sangue aos machos reprodutores, existentes na UE.

o Aplicar a dose vacinal de 2ml (correspondente a 10 a 34 x10 (9) UFC de microorganismos da
estirpe (RB-51) por via subcutanea, na tabua do pescogo, independentemente do estado
fisiologico de gestag@o em que as fémeas se encontrem.

o Nao vacinar os machos.
o No primeiro ano de implementagao do PIS, revacinar todas as fémeas jovens vacinadas com

RB-51 entre os 4 e os 12 meses de idade, 6 a 12 meses depois da primo vacinagéo. Esta acgao,
deve, idealmente, ser efectuada 2 a 3 semanas antes da cobrigéo.
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e Assumir o compromisso de acompanhar e assegurar que todas as fémeas bovinas adquiridas
para repovoamento dos efectivos, provenientes de explorages com estatuto sanitério
oficialmente indemne de brucelose, tuberculose e leucose enzootica bovina, serdo colocadas
em quarentena e submetidos a controlo sorologico e vacinagdo a entrada da exploragdo. A
quarentena manter-se-a até conhecimento dos resultados das provas de diagnostico.

e Dependendo da evolugao da situagéo epidemiologica na UE, podera ser decidida a revacinagéo
das fémeas adultas, passados 6 a 12 meses.

e Apos a primo vacinagdo de todo o efectivo, a qual deve ser efectuada em tempo util, néo
podendo ultrapassar os 6 meses, e até determinagdo da DGAV, a OPP vacinara, anualmente,
com uma Unica aplicagdo de vacina, todas as fémeas jovens de substituicdo nascidas na UE,
com idades compreendidas entre os 4 € os 12 meses.

e Devem ser escrupulosamente respeitados todos os cuidados com a refrigeragédo da vacina
(entre 0s 2 e 0s 7 ° C.), assim como com a sua reconstituigdo. Apos reconstituicdo (mistura do
liofilizado da vacina com o solvente) a vacina deve ser aplicada dentro das 3 horas seguintes.
Devem ser respeitadas todas as condigdes de assepsia durante a reconstituigéo e aplicagdo da
vacina. Devem ainda ser tomadas todas as medidas referentes a eliminagao pelos métodos
apropriados, (através da utilizagdo de contentores “PDF”, para incineragdo obrigatoria) de
frascos e de todo o material utilizado durante a vacinag@o, nomeadamente seringas ou agulhas
descartaveis.

o Criar todas as medidas de biosseguranga durante a aplicagéo da vacina.

e Efectuar o registo minucioso referente a entrada, armazenamento, saida e destruigéo da vacina
RB 51, de modo a permitir verificar o controlo deste processo pelos SVR.

e Efectuar o registo da vacinagéo e averbamento da data, em cada passaporte de bovino.

e Proceder ao registo individual da vacinagao no PISA.

e Compromete-se 0 médico veterinario executor, apos a vacinagéo de cada efectivo, a apresentar
ao medico veterinario coordenador, um relatério técnico pormenorizado sobre o cumprimento do

PIS, o qual sera enviado de imediato aos SVR.

e Efectuar a identificagdo de todos os animais nascidos na UE, de acordo com as normas em
vigor.

o Diligenciar o envio de material dos abortos, para exame laboratorial.

e Reforcar a implementagdo das medidas de profilaxia sanitaria na UE, comunicando a DSVRA
qualquer anomalia detectada, aquando da realizagdo dos saneamentos.
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o Diligenciar todos os esforgos no sentido de aumentar a sensibilizagao dos tratadores de animais,
contribuindo para a divulgagao e informagao dos mesmos.

D - O detentor assume através do presente Protocolo e sem prejuizo das
obrigagdes que legalmente Ihe incumbem enquanto detentor de bovinos, os seguintes
COmpromissos:

o Diligenciar todas as condigdes de maneio ou outras que permitam poder efectuar a vacinagéo,
no tempo e forma determinados, de modo a atingir os objectivos propostos.

e Garantir as condigdes de isolamento dos efectivos, no sentido de impedir que se verifique
qualquer contacto com outros animais ou partilha de areas forrageiras com outros efectivos.

e Tomar conhecimento da recomendagao de evitar a cobrigao de qualquer fémea durante as 14
semanas posteriores a vacinagao.

o Notificar 0 médico veterinario executor de todos os abortos verificados, diligenciando o seu
envio para o laboratério e sempre que possivel isolar os animais até a confirmagéo da doenga.

o Providenciar a destruicao ou enterramento de materiais de parto ou aborto ndo enviados para o
laboratério.

o Solicitar autorizagao prévia a DSAVRA para a entrada de animais na UE.

* Repovoar, sempre que possivel, com fémeas jovens provenientes da propria exploragéo.

e A adquirir animais, estes deverao ser, obrigatoriamente, provenientes de exploragdes com
estatuto sanitario oficialmente indemne de brucelose, tuberculose e leucose enzodtica bovina.
Estes animais ficarao em quarentena em local apropriado, onde serdo submetidos a provas de
diagnostico e vacinagdo. A situagdo de quarentena manter-se-a até conhecimento dos
resultados das provas de diagnéstico.

e Os animais vacinados que apresentem reacgao seroldgica positiva devem ser imediatamente
isolados apos a notificagdo, aguardando o abate sanitario e cumprindo sempre um periodo
minimo de 4 semanas apds a inoculagdo da vacina.

e A ndo introduzir animais na UE durante o periodo de tempo que durar a primo vacinagdo dos
animais existentes.

o A garantir a formagao dos tratadores de animais.

e A proceder sempre que possivel a lavoura profunda de terrenos.
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E - Medidas complementares
e O cumprimento deste PIS esta ao abrigo da legislagdo em vigor, nomeadamente do
constante no Decreto-lei 244/2000 de 27 de Setembro e alteragdes que venham a ser
introduzidas.
e Em caso de qualquer incumprimento deste PIS, aplica-se o constante no artigo 16° do
referido Diploma, bem como o disposto no Decreto-lei 338/99 de 24 de Agosto e no Decreto-
lei 39 209 de 14 de Maio de 1953.

e 0 nao cumprimento das determinagdes da DSAVRA fica ainda abrangido pelos artigos 281°
(perigo relativo a animais) e 348° (desobediéncia), do Cédigo do Processo Penal.

o Podera a DSAVRA suspender este PIS em caso de grave infracgéo sanitéria.

Portalegre, 18 de Junho de 2019

Direcgao de Servigos Veterinarios da Regido do Alentejo

Médico Veterinario Coordenador da OPP

Médico Veterinario Executor da OPP

O detentor
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8.3. Anexo lll - Manuel de apoio as estratégias de controlo da Brucelose

bovina.
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Rural e das Pescas

Direcgao de Servigos de Satde e Protecgdo Animal

MANUALDE APOIO
AS
ESTRATEGIAS
DE
CONTROLO
DA
BRUCELOSEBOVINA

NO AMB_ITO DO PROGRAMA DE
ERRADICACAO DA BRUCELOSE BOVINA

DIRECGAO GERAL DE VETERINARIA
NOVEMBRO 2008
Versdo 1.2

LARGO DA ACADEMIA NACIONAL DE BELAS ARTES, 2 —1249-105 LISBOA TELEF. 21 323 95 00 FAX. 21 346 35 18
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8.4. Anexo IV - Certificado da Limpeza e desinfe¢cao de exploragées apos

abate sanitario

f REPUBLICA, | . ocsnsasomne
PORTUGUESA l faNsRTaneme,

CONTROLO DA LIMPEZA E DESINFECAO DE EXPLORACOES
APOS ABATE SANITARIO

N° PROCESSO:

[
Marca de exploragdo | Data do abate sanitario l

1. Identificag@o da exploragdo/detentor

Nome do produtor

Morada da exploragdo

NIF / NIPC detentor } ] r I 3 llelel. I H l 1, I_lT:

2. Animais submetidos a abate sanitario

I Capirinos { Qutros, I

Bovinos l Ovinos

|
Tratou-se de despovoamento? ] Sim‘ [ Néo{

3. Desinfegdo das instalagdes

Instalagdes afetas cos animais
que foram limpas e desinfetadas

Entidade que procedeu a
limpeza e desinfe¢cdo

; Data de aplicagao

4.

Eu [produtor / representante legal). i et

declaro que as instalagdes foram limpas e desinfetadas de acordo com as instrugdes dos servi-
Gos veterindrios.

—

s de. ~ de 5
O Produtor .
8.
Ev, . Médico Veterindrio, atesto que (assinalor com X):

execuotei/acompanhei [riscor © que ndo inferessa) o desinfe¢do das instolagdes no dia
R R
verifiquei o estado de limpeza dos instologdes no dio . /__/. ~_ e cpresentavam adequado

estado de limpeza.

() Médico Veterinario e =,
|

I — At AR
NOTA: Este documento deve ser enviado/entregue nos servicos da respetiva DSAVR/DAV como evidéncia do cum-
primento das medidas de impeza e desinfe¢do determinadas no sequestro. Constitui parte integrante do processo
de levantamento do sequestro & explorag&o.

CAMPO GRANDE. 0 - 1700-093 LISBOA TELEF. 21 323 9500 FAX. 21 346 35 18 - DOCUMENTO DE TRABLANO - REV3
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8.5. Anexo V - Relatério técnico da DGAYV sobre a brucelose bovina em

Portugal.

REPUBLICA 5 ; d
PORTUGUESA | ¢OEeolERToRomaL RELATORIO TECNICO 9 av
Plano de Erradicagio:  BRUCELOSE DOS BOVINOS Periodo Analisado:  Anual de 2017
Estado Membro: PORTUGAL Data de Emissao: 22/04/2018
Entidade Emissora: DIRECAO GERAL DE ALIMENTACAO E VETERINARIA
Origem dos Dados: Unidade Orgéinica - DIRECAO GERAL DE ALIMENTACAO E VETERINARIA
DADOS SOBRE EXPLORACOES
° DE CONTROLADAS - INDICADORES
N° Total / Tl o Sujeitas a Sujeitasa | N° de Explorages g:;‘jg: ° de Exploragdes | %0 4 Exploragdes % de Co 9 de Positivas | % de Novas
Existentes orangidns pe 1° Controlo Controlos Controlos Positivas Despovoadas o de Cobertura caléncia no Positivas
Programa Proseiont Coalos Positivas Despovoadas | em Exploragdes Period) (ncsdénei)
7 3 T £ T 7 T 3 TR TR T TR0
19376 1604 16.040) 4314 394 31 31 0 0.00 99.99] 0.19 0.19
7981 6385 6347 1339 514 0 0 0 0.00] 99.40] 0,00
2.264] 1367 1329] 353 51 1 1 0| 0.00] 97.22] 0,08]
4.726] 4.464] 4371 3.056] pE] 16, il 0 0.00] 579] 037
0 [ 0 o 0 0 0 0.00] 0.00] 0.00] 0.00
34347, 28358] 28,087 .08 1497 | 43| 0 0,00] 9, 0,17] 015
4713 3.753] 2.984] 740 0 14 1 0| 0,00 0.47] 047
39.060] 32.01] 31071 5798 1.492] 62| 57] 0) 0,00 0,20 0,18|
DADOS DO ANO ANTERIOR NO PERIODO Ci ENTE |
18469 15,983 T5.738] 539] 29 9] T 357 9847 0.13] 012
7533] 5733 5720] 489 F) 2 0 0.00 9981 0.03 003
2.028] 064 039 67 2] 2 0 0.00 9765] 0.19] 0.19
4.494] 4325 4319 18| 26[ 23| 0] 0,00 99.86| 0.60[ 053]
0 0 0 [J 0 0 0 0.00] 0.00] 0.00] 0.00
32524 27105 26318) JRIE] E 44| 1 172 98.94] 0,22 0.17
5,001 3.959] 2.946| 1947 7 7 0| 0.00) 7441 0.4 024
37525 31.064] 29.764] 3.060] &l 5l 1 154] 9582 0,2 013
da 5o programa de erradicagi do para o Estado-Membro. Observagées:
da Regido, incluindo exploragdes elegiveis e o elegives para o programs.
ses da Regido clegiveis para o (igual ou menor que (2)).
() Controlo significa a realizac3o a nivel da exploragio, de b doenga em questio, a fim de manter ou melhorar
da exploragi 5 I um controlo.
I5) 5 apelo menos
© des suj 1
(7) Explorages com. pelo menos, um animal seropositivo durante o periodo em anilise, independentemente do ° de vezes que a exploragio tenha
sido controlada.
(8) Explorages cujo estatuto no periodo anterior (ou seja, 4 data do dia anterior 20 inicio do periodo em anilise) o tinha classificagio atribuida,
e ofic ou suspenso e com. pelo menos, um animal positivo neste periodo.
(9) Nitmero de exploragdes sujetas a abate total Origem dos Dados:
TOTAIS 1: Totais do Continente (DSAVRN, DSAVRC, DSAVRLVT, DSAVRALT e DSAVRALG) Unidade Orginica - DIRECAO GERAL DE ALIMENTAGAO E VETERINARIA
‘TOTAIS 2: Totais Nacionais (DSAVRN, DSAVRC, DSAVRLVT, DSAVRALT, DSAVRALG ¢ ACORES)
VT Processado por Computador - PISANET - Programa nformético de Saide Animal (Re Técnicos PE. 2014.0) 78DFA44S-GES2AFF7-ATAS-AOBGE7STENOC

Universidade Luso6fona de Humanidades e Tecnologias |Faculdade de Medicina Veterinaria XV



8.6. Anexo VI - Procedimento de Referencia para colheita de amostras de
Material Biolégico para diagnostico da Brucelose.

Diregio Geral
terinaria, |.P. B¢ BRSSO

® Vetecinaria

InsMutc 2
Qv o
PROCEDIMENTO DE REFERENCIA PARA COLHEITA DE AMOSTRAS
MATERIAL BIOLOGICO PARA DIAGNOSTICO DA BRUCELOSE

AC-LNR 01 (2016-02-18)

INDICE
Introdugdo e Adverté: 2
1. OBIJETIVO 3
2. AMBITO 3
3. REFERENCIAS 3
4. SIGLAS E DEFINIGOES 3
5. COLHEITA DE AMOSTRAS 4
5.1 Material 4
5.2 Equipamento para conservagio das -
5.3 Colheita de para diagnostico 16gico 4
5.3.1 Sang 4
5.3.2 Leite 5
5.3.3 Sémen 5
5.4 Colheita de amostras para diagndstico bacteriologico: 5
5.4.1 Colheita apos o abate ou durante a necropsia (ver anexo 1, com tabela indicativa das amostras a colher por
espécie animal/género) 5
5.4.2 Leite / Colostr 6
5.4.3 Zagarat gi 6
544Esp 6
5.4.5 Produtos do Aborto ou Parto 7
5.4.6 Abcessos, Higromas ou Exsudados de Artrites 7
5.5 Identificagdo das 8
5.5.1 Rotulagem das stras de sangue/soro (serologia): 8
5.5.2 Rotulagem das de leite (serologia): 9
5.5.3 Rotulagem das stras destinadas a bacteriologia: 10
6. ENVIO DAS AMOSTRAS AO LABORATORIO 10
7. ANEXOS 10
ANEXO 1. Tabela indicativa das amostras a colher por espécie animal/género: 11
ALTERACAO (OES) A ULTIMA VERSAO:
Atualizacio da Publicacio de Procedim de Refe ia entre Autoridade C e Laboratorio Nacional de Refe ia para a
Brucelose.
Mod. AC-LNR/1 -Certifique-se que esta a utilizar a ultima versio valida deste documento — | Pagina 1 de 11 |
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