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CAPITULO 1

ASPECTOS ZOONO:I'ICOS DA BRUCELOSE BOVINA:
REVISAO DE LITERATURA



RESUMO

Esta atualizacdo sobre a brucelose tem o objetivo de abordar a situagdo epidemiolégica da
brucelose humana no Brasil e no mundo, suas fontes de infeccdo e grupos de risco,
sintomatologia clinica, tratamento, caracteristicas dos antimicrobianos utilizados para o
tratamento da doenca no ser humano, assim como seus mecanismos de resisténcia. Além
disso, aborda o papel de Brucella spp. como agente de bioterrorismo.

Palavras-chave: Brucella spp., brucelose, zoonose, salide publica, bioterrorismo

ABSTRACT

The goal of this update of brucellosis as a zoonotic disease is to address the human brucellosis
and its epidemiological situation in Brazil and in the world, their sources of infection and risk
groups, clinical symptoms, treatment and characteristics of the antimicrobials used to treat
disease in humans. It discusses the role of Brucella spp. as an agent of bioterrorism.

Keywords: Brucella spp., brucellosis, zoonosis, public health, bioterrorism
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1. INTRODUCAO

A brucelose é uma doenga infecciosa,
altamente  contagiosa, causada  por
bactérias do género Brucella e considerada
pela Organizacao das Nacfes Unidas para
Agricultura e Alimentacao (FAOQ),
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e
pela Organizacao Mundial da Saude Animal
(OIE) uma das doencas mais importantes e
difundidas no mundo (Corbel et al., 2006).

O género Brucella é constituido por dez
espécies que podem infectar diferentes
espécies animais, mas revelam preferéncia
quanto ao hospedeiro e apresentam
diferenca de patogenicidade (Osterman e
Moriyon, 2006; Foster et al., 2007; Scholz et
al., 2008): B. abortus (bovinos), B. canis
(canideos), B. ceti (ceticeos), B. inopinata
(ser humano), B. melitensis (ovinos e
caprinos), B. microti (Microtus arvalis), B.
neotomae (Neotoma lepida), B. ovis
(ovinos), B. pinnipedialis (pinipenideos) e B.
suis (suideos). Em 2005 uma amostra de
Brucella spp. foi isolada a partir de um
implante de mama de uma paciente de 71
anos de idade nos Estados Unidos, com
sintomas clinicos compativeis aos da
brucelose (Kumar et al., 2008).
Posteriormente, esta foi reconhecida como
uma nova espécie chamada de Brucella
inopinata (Scholz et al., 2009), que também
foi isolada de uma amostra de bidpsia de
pulm&o de um paciente de 52 anos de idade
com pneumonia obstrutiva cronica na
Austrdlia (Tiller et al., 2010). Recentemente
foi descrita a infeccdo de babuinos em
cativeiro (Papio spp.). Os isolados eram
morfologicamente compativeis com Brucella
spp., porém suas caracteristicas fenotipicas
eram distintas daquelas das espécies
atualmente  descritas neste  género
(Schlabritz-Loutsevitch et al., 2009).

A brucelose é uma zoonose de distribuicéo
mundial, que acarreta problemas sanitarios
importantes e  prejuizos  econdmicos
bastante significativos. Em bovinos, a
doenca acomete, preferencialmente, fémeas
em idade reprodutiva ativa, provocando
abortos, nascimento de bezerros fracos e

retencdo de placenta (Corbel et al., 2006).
Nos machos, a infeccdo por B. abortus é
geralmente assintomética, podendo em
alguns casos desenvolver orquite com
consequente infertilidade por diminuicdo da
gualidade espermatica (Campero, 1993).
Em suinos, cabras, cavalos e caes, a
infeccao por Brucella spp. também provoca
aborto nas fémeas e orquite nos machos. Ja
em ovinos, a infeccdo por B. ovis causa
uma doenca conhecida como epididimite
dos carneiros.

A infec¢do humana ocorre pelo consumo de
leite ou derivados ndo pasteurizados e pelo
contato com material de aborto de animais
infectados. A brucelose é uma zoonose que
apresenta um forte carater ocupacional, ja
que tratadores, veterinarios e magarefes,
por forca de suas atividades,
frequentemente manipulam anexos
placentarios, fluidos fetais e carcagas de
animais, expondo-se ao risco de infecgéo
guando esses materiais provém de animais
infectados  (Manual..., 2006). Outra
frequente fonte de infeccdo humana é a
contaminagdo laboratorial. A brucelose é
reportada como a principal doenca adquirida
em laboratério, o que refor¢a a necessidade
do emprego de medidas estritas de
biosseguranca quanto a manipulagdo do
agente e materiais infectados em
laboratérios (Fiori et al., 2000). Vale lembrar
gue a dose infectante de Brucella spp.,
especialmente da B. melitensis, € muito
baixa sendo estimada em 10 organismos
(Georghiou et al., 1991).

A doenca no ser humano é caracterizada,
na maioria das vezes, por sintomas
inespecificos normalmente associados as
infeccbes por diferentes agentes, o que
dificulta o diagnéstico. Entre os sintomas
mais comuns se destacam a febre, a
sudorese noturna, dores musculares e
articulares. Na fase aguda prevalece a febre
intermitente recorrente e, na fase crénica,
endocardite, artrite e osteomielite (Manual...,
2006).

Em geral, o tratamento da brucelose

humana é feito pela associacdo de
antimicrobianos e € bastante prolongado
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(seis semanas). Para que haja sucesso da
terapia no homem, o inicio precoce e a
escolha correta do antimicrobiano sé&o
fundamentais (Young, 1995; Corbel et al.,
2006).

Brucella spp. é listada pelo Centro de
Controle e Prevencao de Doencas (CDC)
dos Estados Unidos como pertencente a
categoria B, grupo em segunda ordem de
prioridade como agente de bioterrorismo.
Este fato gera uma preocupagdo quanto ao
reconhecimento pela classe médica dos
casos que possam estar associados a
episédios bioterroristas (Klietmann e Ruoff,
2001; Robinson-Dunn, 2002).

A Brucella melitensis, considerada a
espécie mais patogénica para o homem, é
exética no Brasil (Poester et al., 2002),
assim a grande maioria dos casos de
brucelose humana séo relacionados a
Brucella abortus.

2. BRUCELLA ABORTUS

Os bovinos sdo os  hospedeiros
preferenciais de B. abortus, mas outros
animais, incluindo bisdes, camelos, iaques,
como também equideos, suinos, ovinos,
caprinos, bubalinos e cdes podem ser
infectados por essa espécie de Brucella
(Crawford et al., 1990; Carter e Chengappa,
1991; Bathke, 1999). O bisdo e o alce séo
reservatérios em potencial para a brucelose
que poderiam servir como fonte de infec¢éo
para os bovinos (McCorquodale e
DiGiacomo, 1985).

Existem sete biovariedades de B. abortus
(biovares 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 9) que sédo
diferenciadas uma das outras por provas
bioquimicas, incluindo testes de
sensibilidade a corantes (tionina e fuccina
bésica), requerimento de CO,, producéo de
H,S e presenga de antigenos de superficie
(A ou M) (Alton et al., 1988). No Brasil, j&
foram relatadas cinco destas biovariedades
(1, 2, 3, 4 e 6) (Minharro, 2009).

As bactérias do género Brucella sé&o

resistentes a diversos fatores ambientais e
B. abortus pode permanecer por longos
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periodos (seis meses ou mais) em material
de aborto ou parto nas pastagens. O
aumento da temperatura, da luz solar direta
ou a diminuicdo da umidade diminuem esta
resisténcia (Crawford et al., 1990; Brasil,
2006a). A B. abortus é sensivel a
pasteurizacdo e a desinfetantes (cal, cloro,
cresol, fenol e formol) para instalacdes,
utensilios e ambientes (Russel e
Koulikovskii, 1984; Manual..., 2006).

3. BRUCELOSE BOVINA

A brucelose bovina é causada,
principalmente, por Brucella abortus. Outras
espécies de Brucella, como B. suis e B.
melitensis, podem, mais raramente, causar
brucelose nos bovinos quando estes estédo
em contato com suinos e caprinos e ovinos,
que sao respectivamente, os portadores
naturais destes agentes (Ewalt et al., 1997).
Vale ressaltar que B. melitensis é exdtica no
Brasil (Poester et al, 2002; Manual...,
2006).

As principais manifestagBes clinicas da
doenca sdo o aborto no tergo final da
gestacdo, a retencdo de placenta e o
nascimento de bezerros fracos (Thoen et
al.,, 1993; Acha e Szyfres, 2003). Os
machos séo, em sua maioria,
assintomaticos, porém podem desenvolver
orquite que pode estar associada a
vesiculite seminal e epididimite (Rankin,
1965; Mc Caughey e Purcell, 1973).

A transmissdo da brucelose bovina se da
principalmente por via oral, mas também
tem grande importdncia a via aerdgena
(Crawford et al., 1990; Acha e Szyfres,
2003). O contato direto dos animais com
fetos abortados, placentas e descargas
uterinas infectadas e eliminadas no
ambiente no momento do parto ou do aborto
€ a principal fonte de infeccdo para os
animais susceptiveis (Crawford et al., 1990).
O habito dos bovinos de lamber e cheirar
animais recém-nascidos ou mesmo fetos
abortados também favorece este tipo de
transmissao (Nicoletti, 1980; Silva et al.,
2005).



A monta natural ndo representa grande
risco de transmissdo da brucelose, pois o
macho deposita 0 sémen na vagina onde
existem defesas inespecificas que dificultam
a infecg¢éo (Nicoletti, 1980; Campero, 1993).
Entretanto, durante a inseminacgéo artificial
com sémen contaminado por B. abortus, o
sémen é depositado diretamente no (tero,
onde ndo existem estas barreiras
inespecificas, aumentando assim o risco de
infeccdo (Crawford et al. 1990; Campero,
1993). Por outro lado, a transferéncia de
embriBes, quando realizada segundo
protocolos internacionalmente preconizados
de lavagem e tratamento do embrido, ndo
representa risco de transmissédo da doenga
e ja foi empregada com sucesso para o
aproveitamento de vacas positivas de alta
linhagem (Stringfellow e Seidel, 1999).

A brucelose esta na lista de doencas
notificaveis da Organizacdo Mundial de
Saude Animal (OIE), sendo considerada
como enfermidade transmissivel, importante
do ponto de vista socioeconbmico e
sanitario em nivel nacional e com
significante  repercussdo no comércio
internacional de animais e de seus produtos
(Manual..., 2008).

A importancia econdmica da brucelose
bovina esta relacionada as perdas diretas
causadas por abortos, natimortos e
nascimento de bezerros fracos, retengéo de
placenta, metrite, perda de peso, queda da
producdo de leite e aumento do periodo
entre as lactacbes, perda do valor de
comercializagdo e condenacdo de carcacas
de animais infectados (Thoen et al., 1993;
Lage et al., 2008b).

Outro fator que deve ser considerado é a
reducdo progressiva do rebanho pela
diminuicdo da natalidade, em consequéncia
do aborto e do nascimento de bezerros
fracos, aumentando assim 0s gastos com
reposicao de animais (Miranda et al., 2008).

A brucelose bovina esta amplamente
distribuida no mundo e sua prevaléncia é
maior em paises em desenvolvimento e
menor em paises desenvolvidos (Crawford
et al,, 1990; Young, 1995). Alguns paises
como a Dinamarca, Finlandia, Noruega,

Austria, Holanda e Luxemburgo ja
receberam a qualificacdo de livres da
brucelose bovina. Franga, Grécia, Irlanda,
Italia, Portugal e Espanha estdo em fase de
erradicacdo (Godfroid e Kasbohrer, 2002).
Porém, em muitos paises como Israel,
Kuwait, Arabia Saudita, Brasil e Colémbia, a
brucelose é considerada uma doenca
reemergente (Corbel et al., 1997). Na
América Central, a prevaléncia da brucelose
bovina tem sido estimada entre 4 e 8% e 0s
programas de controle da doenca tem sido
pouco efetivos no controle de seu avango
(Moreno, 2002).

No Brasil, o Ultimo estudo de &ambito
nacional de prevaléncia da brucelose bovina
foi realizado em 1975 (Brasil, 1977). Em
2003 foi estabelecida uma cooperagéo
técnica entre o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento e a Universidade
de S&o Paulo com o intuito de desenvolver
estudos epidemioldgicos para a
caracterizagdo da situacao epidemiolégica
da brucelose bovina pelas universidades
federais. At¢é o momento ja foram
concluidos estudos em 15 unidades
federativas: Bahia, Santa Catarina, Distrito
Federal, Goids, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais, Paran, Rio de
Janeiro, Rio Grande do Sul, Rondbnia, S&o
Paulo, Sergipe e Tocantins (Poester et al.,
2009).

A infeccéo por B. abortus foi identificada em
todos os estados da Federagcdo, mas com
diferenca da prevaléncia entre os estados.
Os resultados encontrados revelaram que
Santa Catarina possui a menor prevaléncia
e que Mato Grosso € o estado com maior
prevaléncia. Esse dado sugere que a
brucelose pode estar mais disseminada na
regido Centro-Oeste do Brasil, regido que
concentra 0 maior niumero de bovinos de
corte no pais (Brasil, 2006b). A prevaléncia
no Estado de Minas Gerais foi estimada em
1,09% de animais positivos e 6,04% de
focos. Esta prevaléncia baixa é creditada a
implantacdo de um programa de vacinacao
obrigatério e progressivo iniciado em 1992,
que culminou com a cobertura total do
estado em 1998 (Lage et al., 2005). Apesar
da prevaléncia relativamente baixa de
animais infectados por B. abortus no Estado
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de Minas Gerais, a introducdo do programa
de erradicacdo baseado no diagnéstico e
sacrificio de animais positivos ainda nao foi
possivel, em fungdo do numero elevado de
propriedades com animais infectados. Desta
forma, o emprego preliminar de medidas
que diminuam a prevaléncia da brucelose
no estado é de fundamental importancia
antes de se iniciarem as medidas de
erradicacdo da brucelose (Lage, et al.
2008a).

As medidas de controle adotadas nos casos
de brucelose envolvem medidas
econbmicas e de salde publica. Estas
medidas podem ser classificadas em duas
categorias gerais: de higiene e de
vacinagdo. A higiene inclui todos os
procedimentos que tem por objetivo limitar a
exposicdo de animais susceptiveis tais
como isolamento, restricbes comerciais,
sacrificio de animais positivos e desinfeccao
(Lage et al., 2005, Nicoletti, 2005).

Praticas agropecuarias modernas como o
aumento efetivo do rebanho e um comércio
mais intenso do gado levam a introducado de
animais infectados em rebanhos
previamente saudaveis e a um aumento da
persisténcia da doenca (Nicoletti, 2005).

Varios paises possuem medidas de controle
para brucelose com o objetivo de reduzir a
prevaléncia ou erradicar a doenca
proveniente de animais domésticos numa
tentativa de prevenir a transmissdo desta
para o homem. Os programas
regulamentares séo geralmente
influenciados pela prevaléncia da doenca
dentro da populagédo animal e da populagéo
humana e de consideracbes econdmicas.
Programas para erradicar ou reduzir as
infeccdes por Brucella abortus incluem:
programas de teste e sacrificio, saneamento
ou vacinacdo (Olsen e Stoffregen, 2005).
Deve-se ressaltar que o tratamento da
brucelose bovina ndo é permitido e todos os
bovinos infectados devem ser sacrificados.

No Brasil, foi langado no ano de 2001 pelo
Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento  (MAPA) o Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) visando
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a implantacdo de um programa de
vacinacdo obrigatdria contra a brucelose
com a vacina B19, a realizacdo de estudos
de prevaléncia da doenca em varios
estados do pais e a formagdo de recursos
humanos para atuar no programa (Brasil,
2001; Manual..., 2006).

4. BRUCELOSE HUMANA

A brucelose € transmitida ao homem
principalmente pelo contato direto com
placenta infectada, fetos ou secrecdes
uterinas de bovinos, ovinos, caprinos,
suinos e camelos, ou pelo consumo de
alimentos contaminados. As espécies mais
patogénicas para o homem sdo B.
melitensis e B. suis, enquanto B. abortus &
considerada de patogenicidade moderada e
B. canis de baixa patogenicidade para o
homem (Hartigan, 1997). Espécies de
Brucella de origem marinha também foram
reconhecidas como causadoras de infec¢éo
no homem (Sohn et al., 2003; McDonald et
al., 2006). Um estudo relatou ndo haver
diferenca clinica significativa entre os casos
de brucelose causados por B. melitensis e
B. abortus (Dokuzoguz et al., 2005).

A brucelose humana é uma doencga de dificil
diagnéstico em funcdo dos sintomas
apresentados serem geralmente
inespecificos e é considerada uma doenca
eminentemente ocupacional. Em paises que
possuem estatisticas confidveis de infec¢éo
humana por B. abortus, observa-se uma alta
taxa de infecgbes em médicos veterinarios
por acidentes ocorridos pelo manuseio de
vacinas (Ashford et al., 2004; Santos et al.,
2005; Corbel et al., 2006). Martinez e
colaboradores (2003) relataram a ocorréncia
de surtos da doenca através do consumo de
leite cru oriundo de animais infectados. Por
ser uma zoonose, quase todos 0s casos
humanos tém origem animal, assim a
erradicacdo da doenca em seres humanos
estid diretamente relacionada com sua
erradicacdo em animais (Nicoletti, 2002).

4.1. Epidemiologia

O primeiro caso de brucelose humana no
Brasil foi descrito em 1913 por Gongalves



Carneiro (Veronesi, 1976). Houve um
grande numero de publicagbes sobre a
doenca entre 1930 e 1950, nas quais 0s
casos de infeccdo por Brucella spp.
ocorreram em magarefes e trabalhadores
envolvidos com o processamento de carnes.

Na espécie humana, a brucelose ¢é
considerada uma antropozoonose e uma
doenca ocupacional (Doganay e Aygen,
2003). A incidéncia da doenca no homem é
pouco conhecida (Corbel, 1997). Em
contrapartida, a susceptibilidade do ser
humano ao agente etiolégico da doenca tem
importancia relevante, pois a Organizacao
Mundial de Saude estima que a cada ano
surjam 500 mil novos casos, afetando
principalmente pessoas envolvidas com a
bovinocultura (Doencas..., 2006; Pappas et
al.,, 2006). Sabe-se que este numero é
subestimado particularmente em algumas
regidbes do mundo em parte pelo longo
periodo de incubacgéo (variando de meses a
anos) e presenca de sintomas inespecificos,
principalmente na fase aguda.

A brucelose humana é endémica em paises
da bacia do Mediterrdneo, da peninsula
Arabe, no subcontinente indiano, partes do
México, da América Central e do Sul
(Pessegueiro et al., 2003). Em contraste
com os paises do Norte e do Centro da
Europa, onde a brucelose tem sido
gradualmente eliminada, a sua prevaléncia
ainda é alta, ou até continua a aumentar nos
paises do Mediterrdneo, representando um
importante problema de saude publica em
Portugal, Espanha, sul da Franca, Italia,
Grécia e Turquia (Godfroid e Kasbohrer,
2002; Pappas et al., 2006).

No Brasil os estudos soroepidemioldgicos,
embora escassos, realizados em diversas
partes do pais e em diferentes grupos
ocupacionais, como fazendeiros, vaqueiros,
médicos veterinarios e funcionarios de
matadouro, demonstram a ocorréncia da
brucelose humana, além de avaliarem os
fatores de risco envolvidos na infeccdo. Na
regido Norte, Lopes (1999), em um estudo
soroepidemioldgico realizado no Estado do
Para, verificou que 32% (16/50) das
pessoas que mantinham contato com
bovinos  foram  sororreagentes  para

brucelose. Na regido Centro-Oeste, um
estudo realizado com trabalhadores rurais
do Municipio de Araputanga, MT, avaliou os
fatores de risco associados a ocorréncia de
brucelose em individuos reagentes para
Brucella abortus (Schein, 2006). Na regido
Sul, Goncalves et al. (2006) observaram
que 0,66% (1/150) de individuos que
trabalhavam em um frigorifico no Estado do
Parana eram positivos para brucelose. Na
regido  Sudeste, Vasconcelos (2003)
realizou um estudo para conhecer o perfil
soroldgico de estudantes, residentes e pés-
graduados de Medicina Veterinaria pela
pesquisa de anticorpos anti-B. abortus.
Nesse estudo néo foi identificada nenhuma
amostra reagente na populacdo estudada.
Na regido Nordeste, Lacerda et al. (2000)
observaram 10,17% (6/59) de magarefes
sorologicamente  reagentes em  dois
matadouros do Municipio de Sao Luis, MA.
Em Pernambuco, no Municipio de
Garanhuns, Mendonga (1997) encontrou
2,99% de individuos positivos, usando a
técnica do antigeno acidificado tamponado
para pesquisa de anticorpos anti-B. abortus
de vérios grupos ocupacionais, dentre eles
trabalhadores de mercado de carne,
pecuaristas, tratadores de animais e
estudantes de Medicina Veterinaria.

A transmissdo da brucelose pode ocorrer
por diferentes vias. A ingestdo é a forma
mais frequente de transmissdo em
decorréncia do hébito de consumo de leite
cru. Apesar do conhecimento da
epidemiologia e das vias de transmissado da
doenca ser muito antigo, surtos resultantes
do consumo de leite contaminado
continuam ocorrendo (Martinez et al., 2003).
A carne crua com restos de tecidos
linfaticos e o sangue de animais infectados
podem conter microrganismos viaveis,
portanto, de igual modo representam risco
para a populagdo consumidora. E
importante ressaltar que o leite e a carne
guando submetidos a tratamento térmico,
ndo trazem risco a saude publica (Manual...,
2006).

A infeccdo por contato direto € mais
frequente em fazendeiros, veterinarios,
trabalhadores rurais e magarefes, sendo
considerada nestes casos uma doenca
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ocupacional (Blood e Radostitis, 1991). As
vias de infec¢&o nos casos de contato direto
com animais infectados s&o: conjuntival,
respiratéria ou por penetracdo do agente
por lesdes na pele. A inoculagdo acidental
também  pode ocorrer durante a
manipulagéo de seringas com
microrganismos Vivos, especialmente
durante a vacinacao (Aguilera, 2005).

O manuseio das vacinas B19 e RB51,
patogénicas para o homem, também p&em
em risco algumas classes de profissionais,
como médicos veterinarios e vacinadores
(Ashford et al., 2004; Santos et al., 2005;
Corbel et al., 2006).

Magarefes, trabalhadores da industria de
laticinios e donas de casa, pelo contato com
carne e leite contaminados tém maior risco
de infeccdo (Manual..., 2006; Berkelman,
2003).

Os abatedouros sdo um ambiente propicio
para a ocorréncia de infec¢cdo ocupacional,
uma vez que, além dos operéarios
trabalharem em contato direto com as
carcacas, 0 ambiente do abatedouro
favorece a formacédo de grande quantidade
de aerossbis que podem potencialmente
transmitir o agente. Estas condi¢bes
resultam em frequente exposicdo dos
magarefes ao agente, particularmente, em
areas endémicas (Barbuddhe et al., 2000).
Ha também relatos de casos de infeccéo
por Brucella spp. de individuos que
trabalham com empacotamento de carnes
(Landau e Green, 1999).

Machos castrados e aqueles que ainda néo
atingiram a idade reprodutiva e que estdo
infectados néo séo fontes de infeccdo direta
para outros bovinos, mas tém importancia
na transmisséo ao homem durante o abate
em frigorificos (Brucelose..., 2002).

Os homens sdo mais comumente afetados
do que as mulheres (Mantur et al., 2006),
isto se deve pelo maior risco da exposicao
ocupacional. A brucelose humana afeta
pessoas de todas as faixas etarias. O
controle da brucelose nos animais
domésticos  resulta indiretamente  no
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controle da doenca humana (Pessegueiro et
al., 2003).

A brucelose é a infecgdo bacteriana mais
frequente de ser adquirida em laboratérios
(Young, 1995). A transmisséo da brucelose
em laboratérios de pesquisa e de
diagnéstico é bem documentada na
literatura (Arlett, 1996), tendo sido relatada
até mesmo a ocorréncia de surtos de
brucelose em pessoal de laboratério (Fiori et
al., 2000). Laboratoristas por manipularem
grandes massas bacterianas na producédo
de vacinas e antigeno, ou mesmo na rotina
de diagnéstico direto, podem se infectar por
meio de solu¢Bes de continuidade da pele
ou contato com mucosas, sobretudo a
conjuntiva e a mucosa respiratoria
(Manual..., 2006). Um aspecto importante
da transmissdo laboratorial € que néo
necessariamente 0s casos estédo
relacionados a acidentes. Aparentemente,
0os aeross6is formados por praticas
microbiolégicas rotineiras sdo uma forma
comum de transmisséo (Martin-Mazuelos et
al.,, 1994). Por ser a infec¢do laboratorial
mais comum é imprescindivel a implantacao
de medidas de biosseguranca na
manipulacdo de Brucella spp.,
principalmente, em  laboratorios  de
pesquisa, local onde ocorre a maioria dos
acidentes (Richmond e McKinney, 1993).
Brucella spp. sdo classificadas dentro do
grupo 3 de biosseguranca por serem
potencialmente transmitidas por aerossois e
em alguns casos serem capazes de
produzirem infec¢Bes letais. A manipulacdo
laboratorial de culturas vivas ou de materiais
contaminados de animais infectados assim
como de produtos de abortos é perigosa e
deve ser feita em laboratério com nivel 3 ou
superior de biosseguranca (Manual...,
2004).

A transmissdo da brucelose e sua
prevaléncia na regido dependem de varios
fatores, como habitos alimentares, métodos
de processamento do leite e seus
derivados, costumes sociais, praticas
pecuérias, condicbes climaticas, estado
socioecondmico e higiene ambiental. A
sanitizacdo ambiental é particularmente
importante no contexto da transmisséo via
aérea (Joint..., 1986; Mantur et al., 2007).



A transmissdo de pessoa a pessoa hdo é
comum e a maioria dos autores a considera
insignificante do  ponto de  vista
epidemiolégico (Godfroid et al., 2005). A
transfusdo de sangue, o transplante de
tecidos e a transmissdo sexual sdo rotas
possiveis de infeccdo, porém raras (Corbel
et al., 2006).

4.2. Sintomatologia Clinica

A Dbrucelose humana geralmente se
manifesta por estado febril agudo com
duracdo menor que dois meses ou
subagudo, com duragéo que varia de dois a
doze meses. O periodo febril pode persistir
por tempo maior que 1 ano e progredir para
uma doenca incapacitante crénica com
severas complicagBes. Alguns autores
(Pappas et al., 2005) tém considerado que
esta classificacdo possui uma limitada
importancia clinica. Pessoas infectadas com
Brucella spp. normalmente apresentam
sinais e sintomas inespecificos semelhantes
aos da gripe sazonal e de doencas
septicémicas. Os mais comuns sdo febre,
fadiga, dor de cabeca, sudorese, mialgia,
artralgia e perda de peso (Mantur et al.,
2004; Mantur et al., 2006). Em alguns casos
0S pacientes apresentam somente dores
articulares e lombares, movimentos
involuntarios dos membros, ardor nos pés
(Mantur et al.,, 2006) ou ataque cardiaco
isquémico (Bingol e Togay-Isikay., 2006).

A doenca é aguda em cerca de metade dos
casos, com um periodo de incubagcédo que
varia de duas a trés semanas. Na outra
metade dos casos, o inicio é insidioso, com
sinais e desenvolvimento de sintomas
durante um periodo de semanas a meses
apos a infeccao (Corbel et al., 2006).

B. melitensis € associada com infeccdes
agudas enquanto as infec¢cbes causadas
por outras espécies sdo geralmente
subagudas ou prolongadas. A forma aguda
da brucelose humana é caracterizada por
um quadro febril que oscila durante o dia. A
falta de uma terapia adequada durante a
fase aguda pode resultar na disseminagéo
da bactéria por varios tecidos e resultar em
uma doenca subaguda ou crdnica com

complicacbes clinicas graves, envolvendo
principalmente alteracdes musculo-
esqueléticas (Colmenero et al, 1996;
Mantur et al., 2007).

O envolvimento ésseo e articular sdo as
complicagBes mais frequentes da brucelose,
ocorrendo em 20 a 60 % dos casos. As
articulacbes sao atingidas de forma
assimétrica, sobretudo as grandes
articulacbes de carga, como a coluna
lombar, articulagdo coxofemoral, joelho,
entre outros. A osteomielite brucélica
predomina na coluna, podendo evoluir para
espondilodiscite com ou sem formacdo de
abscessos e posterior fusdo dos corpos
vertebrais.

As lesGes osteoarticulares incluem artrite,
osteomielite, tenossinovite e  bursite
(Pessegueiro et al.,, 2003). A analise do
liguido sinovial revela predominancia de
linfécitos mononucleares, sendo possivel
identificar a bactéria em até 50% dos casos
(Khateeb et al., 1990; Young, 1995). As
alteracdes tipicas ou sugestivas de

osteomielite vertebral podem ser
observadas por tomografia axial
computadorizada (TAC), porém a

ressonancia magnética € a técnica
radiolégica mais sensivel e especifica para
detectar este tipo de lesdo (Khateeb et al.,
1990; Carragee, 1997)

Na brucelose transmitida por via alimentar
0s sintomas sistémicos predominam sobre
gueixas gastrointestinais. No entanto,
alguns pacientes com a doenga apresentam
nduseas, vodmitos, dor e desconforto
abdominal. Raros casos de ileite, colite e
peritonite bacteriana espontdnea foram
relatados (Corbel et al., 2006).

O figado é comprometido na maioria dos
casos de brucelose, mesmo quando os
testes de fungdo hepética indicam
normalidade ou valores ligeiramente
alterados (Pessegueiro et al., 2003).

As complicac8es do trato respiratorio podem
ser encontradas, mais comumente, em
magarefes e estdo relacionadas a inalacéo
da Brucella spp. (Karimi et al., 2003). Sua

z

apresentacdo € bastante variavel, desde
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sindromes  gripais até  pneumonias,
abscessos pulmonares e derrame pleural
(Garcia-Rodriguez et al., 1989; Al-Jam’a et
al., 1993). Raramente 0s microrganismos
séo identificados na  expectoragéo
(Pessegueiro et al., 2003).

Orquite e epididimite sdo as complicacdes
mais frequentes (12/16) da brucelose
envolvendo o0 sistema geniturinario nos
homens. Geralmente, a orquite unilateral
nos casos de brucelose pode se assemelhar
ao céancer testicular ou a tuberculose
(Navarro-Martinez et al., 2001; Mantur et al.,

2007).

Em mulheres gestantes a infec¢cdo por
Brucella spp. aumenta o risco de aborto
espontaneo ou de transmissédo intra-uterina
da infeccdo para o feto (Khan et al.,2001;
Giannacopoulos et al., 2002). O aborto é
uma frequente complicacdo da brucelose
nos animais, onde a localizacdo placentéaria
esta associada com eritritol, um estimulante
do crescimento de B. abortus. Apesar desta
substancia ndo estar presente no tecido
placentario humano, a bacteremia por
Brucella spp. pode resultar em aborto,
especialmente  durante 0os  primeiros
trimestres. O pronto diagnéstico e
tratamento da brucelose durante a gravidez
pode salvar a vida do feto. A transmisséo da
brucelose de mées lactantes aos seus filhos
através da amamentagdo € muito rara,
porém ja foi relatada (Corbel et al., 2006).

A endocardite infecciosa é a manifestacédo
cardiovascular mais comum e é dita como a
causa mais comum de morte por brucelose.
Endocardite é relatada em cerca de 2% dos
casos e pode envolver tanto as valvulas
cardiacas nativas quanto as protéticas. A
valvula aodrtica estd envolvida com mais
frequéncia que a valvula mitral (Pessegueiro
et al, 2003; Corbel et al, 2006). O
tratamento da endocardite causada por
Brucella spp. geralmente requer uma
combinacé@o de terapia antimicrobiana e de
substituicdo da valvula através de cirurgia
(Al-Kasab et al., 1988; Corbel et al., 2006).
O reconhecimento precoce, a adequada
antibioticoterapia e a auséncia de sinais de
faléncia cardiaca podem guiar o médico a
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escolha de um tratamento prolongado e
conservativo (Reguera et al., 2003).

A neurobrucelose refere-se a uma
variedade de complicagdes neurolégicas
associadas com brucelose. A invasao direta
do sistema nervoso central ocorre em cerca
de 5% dos casos de infeccdo por B.
melitensis e meningite ou meningoencefalite
sdo as manifestacbes mais comuns. A
meningite por Brucella spp. pode ser aguda
ou cronica. Andlise do liquido
cefalorraquidiano geralmente revela um alto
contetido protéico, concentragdo de glicose
normal ou baixa e pleocitose linfocitica
(Corbel et al.,, 2006). Brucella spp. é

raramente isolada no liquido
cefalorraquidiano (LCR) entretanto,
anticorpos especificos podem ser

demonstrados no LCR e no soro (Sanchez-
Sousa et al., 1990).

Varias lesbes cutaneas tém sido relatadas
em pacientes com brucelose, incluindo
erupcdes cuténeas, nodulos, pépulas,
eritema, petéquias e purpura (Corbel et al.,
2006).

Apesar de incomuns, lesBes oculares
podem ser observadas em pacientes com
brucelose. Uveite € a manifestagdo mais
frequente. Como ainda ndo foi relatado
isolamento de Brucella spp. a partir das
estruturas do olho nos seres humanos,
muitas  das lesbes oculares  séo
consideradas complicacdes tardias,
possivelmente imunologicamente mediadas.
Consequentemente, o tratamento indicado
para essas complicacbes é 0 uso de
corticosterdides (Pessegueiro et al., 2003).

A brucelose é uma doencga sistémica que
pode afetar varios o6rgdos, desta forma
mesmo que as evidéncias clinicas nao
sejam inteiramente compativeis, quando ha
possibilidade de infeccdo por Brucella spp.,
o diagnostico diferencial se faz necessério,
especialmente em &reas endémicas
(Pappas et al., 2005). A doenca mostra
sérias consequéncias a saude publica,
determinando inabilidade temporéria para o
trabalho, tratamentos longos e caros,
recuperacdo demorada e ainda sequelas



sérias no sistema locomotor e sistema
nervoso (Louzd, 1993).

Os pacientes cujos sintomas clinicos
persistam durante 12 meses ou mais a partir
do momento do diagndstico se enquadram
em trés categorias: recidiva, infeccdo
cronica localizada, e convalescenca
retardada. A recidiva é definida como a
recorréncia  de sinais e  sintomas
caracteristicos (com ou sem uma cultura
positiva) que ocorrem em algum momento
apés a conclusédo de um curso de
tratamento. A infec¢cdo crbnica localizada é
caracterizada pela ocorréncia de sinais e
sintomas caracteristicos (com ou sem uma
cultura positiva do sangue) causados pela
incapacidade de eliminar um foco de
infeccdo profunda, como osteomielite, ou
abscessos profundos e pode exigir
intervencdo cirdrgica para drenar focos de
infeccdo, além de terapia antimicrobiana.
Convalescenca retardada é por sua vez
definida como a persisténcia dos sintomas,
sem sinais caracteristicos de infeccao,
como febre, em pacientes que tenham
completado um curso da terapia, e nos
quais os titulos de anticorpos declinaram ou
mesmo desapareceram. Estes pacientes
parecem ndo se beneficiar com cursos
repetidos da terapia antimicrobiana (Corbel
et al., 2006).

4.3. Diagnéstico

Informag8es epidemiolégicas como historia
de exposicdo a animais e a comidas
exdticas ou leite e derivados néo
pasteurizados sdo muito importantes para o
diagnéstico de infeccdo por Brucella spp.
Em todos os casos uma amostra de sangue
do paciente deve ser coletado e o teste
laboratorial deve ser solicitado, ja que o
diagnéstico definitivo para brucelose deve
ter confirmacdo laboratorial (Young et al.,
1995). Um diagnéstico definitivo e rapido é
extremamente importante para eliminagéo
da infeccdo, assim como um tratamento
especifico e prolongado com antibiéticos
(Solera et al., 1997).

Ferramentas laboratoriais usadas para
diagndstico da brucelose incluem

isolamento e identificagcdo da Brucella spp.
de amostras clinicas, detecgdo do antigeno,
demonstracdo do genoma e de anticorpos
especificos contra Brucella spp. Culturas
sanguineas continuam a ser o padrdo ouro
de diagndstico e fornecem provas definitivas
da brucelose, mas podem néo fornecer um
resultado positivo para todos os pacientes,
mesmo em condi¢des ideais (Colmenero et
al., 1997; Pappas et al., 2006). A aspiracéo
e cultura da medula sédo consideradas por
muitos uma técnica bastante sensivel
(Gotuzzo et al., 1986), apesar de ser um
procedimento invasivo e doloroso. As
bactérias do género Brucella possuem um
crescimento relativamente lento e o
resultado da cultura pode nédo se tornar
disponivel por varios dias ou semanas. Em
particular para pacientes com doencgas
cronicas, a sensibilidade da cultura pode ser
baixa (Mantur et al., 2007). A deteccdo
laboratorial e a identificacdo de Brucella
spp. sdo baseadas principalmente no
isolamento e na caracterizagdo fenotipica
(Alton, 1988).

Quando a confirmacado bacteriol6gica néo é
possivel, o diagnéstico baseia-se na
deteccdo de titulos elevados ou na subida
de titulo de anticorpos especificos (anti-
Brucella) (Pessegueiro et al., 2003). O
diagndstico soroldgico padrdo utiliza o teste
da soroaglutinacdo lenta em tubos e
confirma o diagndstico da doenga quando
um unico titulo = 160 é encontrado ou
guando o aumento de quatro vezes no titulo
de anticorpos é observado entre o inicio da
doenca e a fase de convalescéncia. Outros
meétodos soroldgicos como o ELISA e o
Western Blot também sdo utilizados, mas
ainda precisam de normalizacdo (Bossi et
al., 2004).

A amplificacdo de &cido nucléico tem sido
explorada para a rapida deteccao e
confirmagédo do diagnostico de infeccdo por
Brucella spp. A PCR (Polymerase Chain
Reaction) é um método rapido que pode ser
aplicado em uma ampla variedade de
espécimes clinicos (Pappas et al., 2003),
pois apresenta sensibilidade muito maior do
gque o isolamento do agente em varias
formas de apresentacdo clinica da
brucelose humana (Morata et al., 2001).
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Quatro espécies de Brucella e alguns de
seus bhiovares podem ser discriminados pela
chamada AMOS-PCR, um ensaio multiplex
com cinco pares de primers diferentes
(Bricker e Halling, 1994). No entanto, uma
técnica de PCR, que permite a
diferenciacdo de isolados de Brucella tanto
em espécies quanto em biovares ainda néo
foi desenvolvida.

Embora ainda ndo sejam usados na rotina,
0os métodos moleculares sdo bastante
promissores, tendo grande utilidade para o
acompanhamento pés terapéutico e para a
deteccdo precoce de agravamentos da
infeccdo (Morata et al., 1999). Embora
possam ter grande aplicacao no futuro, deve
ser lembrado que para a realizagdo das
técnicas moleculares sao necessarios infra-
estrutura e equipamentos adequados além
de pessoal capacitado e treinado (Navarro
et al., 2004).

4.4, Tratamento

Para que a terapia contra a brucelose
humana seja eficaz alguns aspectos devem
ser considerados: (i) o tratamento deve ser
iniciado o mais rpido possivel; (i) com
combinac¢éo de drogas incluindo pelo menos
uma droga com boa penetracdo nas células
e (ii) a terapia deve ser prolongada. O
tratamento da brucelose humana é uma
area controversa por causa do espectro da
doenca, da possibilidade de infeccéo
cronica e do desenvolvimento de
complicagbes (Radolf, 1994). Muitos
agentes antimicrobianos sdo ativos contra
as espécies de Brucella, no entanto, a
eficacia clinica nem sempre se correlaciona
com a susceptibilidade in vitro (Hall, 1990).
Em todos os casos, € importante que o
paciente termine o curso completo da
terapia, pois o risco de recidivas e de
recuperacao incompleta é
consideravelmente alto (Solera et al., 1998).

Os antimicrobianos mais utilizados sé@o as
tetraciclinas, o0s aminoglicosideos, a
rifampicina, o cotrimoxazol (combinagédo de
sulfametoxazol e trimetoprim), as
guinolonas e as cefalosporinas de 32
geracdo. A escolha da associacdo de
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antimicrobianos deve levar em conta
diversos fatores, como: idade, gravidez,
toxicidade potencial e gravidade do quadro
clinico (Pessegueiro et al., 2003).

0] tratamento recomendado pela
Organizagdo Mundial da Saude para os
casos agudos de brucelose em adultos é
rifampicina 600 a 900 mg e doxiciclina 100
mg duas vezes ao dia por no minimo seis
semanas (Joint..., 1986). Alguns autores
ainda afirmam que a combinagdo antes
estabelecida de estreptomicina (1g/dia por
duas a trés semanas) por via intramuscular
com uma tetraciclina (2g/dia por seis
semanas) oral propicia menos recidivas
(Mantur et al., 2006) (Tabelal). Além disto,
apesar da rifampicina ser econdmica e ter
boa penetragdo intracelular, seu uso
apresenta inUmeras desvantagens quando
comparado ao da estreptomicina, como: a
inducdo de aumento da velocidade de
metabolizagdo hepatica da doxiciclina, a
toxicidade intrinseca para 0 organismo
humano e seu uso reservado como
tuberculostatico (Colmenero et al.,, 1994;
Pessegueiro et al., 2003).

A brucelose em criangas pode ser tratada
com sucesso com uma combinacdo de
doxiciclina  4mg/kg/dia e  rifampicina
10mg/kg/dia, por via oral, por seis semanas
(Mantur et al.,, 2004). Alguns autores
recomendam que a gentamicina (5mg/kg/
dia, via IM) seja administrada
concomitantemente nos primeiros cinco a
sete dias de terapia para prevenir recidivas
(Mantur et al, 2004; Hall, 1990).
Resultados satisfatérios podem ser obtidos
com o0 uso de Co-trimoxazole (8/40
mg/kg/dia, duas vezes ao dia, via oral)
administrado por seis semanas em
associagao com estreptomicina
(30mg/kg/dia, uma vez ao dia, via
intramuscular) durante 3 semanas ou com
gentamicina (5mg/kg/dia, uma vez ao dia,
via intramuscular ou endovenosa) durante 7
a 10 dias (Corbel et al., 2006). Rifampicina
com ou sem uma combinacdo de co-
trimoxazole provou ser segura para O
tratamento de brucelose durante a gravidez
(Pappas et al.,2005; Ozbay e Inanmis,
2006).



Vale ressaltar que a rifampicina ndo é
indicada para o tratamento da brucelose
humana nos casos de acidentes vacinais
com a vacina RB51. Este fato pode ser
explicado por esta amostra vacinal ter sido
elaborada a partir de diversas passagens da

amostra de Brucella abortus 2308,
originalmente lisa, em meios seletivos
contendo baixas doses de rifampicina,
tornando-a resistente in vitro a este
antimicrobiano (Schurig et al., 1991; Ashford
et al., 2004).

Tabela 1 — Recomendacdes para o tratamento da brucelose humana sem complicacdes sérias

(adultos ndo gestantes)

Administracao

Duracéao 2
Tratamento Droga Dose (mg) Via Doses® (semanas) Ref.

Primeira Linha Doxiciclina® 100 Oral 2 6 A
Rifampicina® 900 Oral 1 6
Doxiciclina® 100 Oral 2 6 B/C
Estreptomicina® 15/kg* IM 1 2a3
Doxiciclina 100 Oral 6 D
Rifampicina 900 Oral 6
Gentamicina 240 IM 2

Segunda Linha Doxiciclina 100 Oral 2 6 C
Gentamicina 5/kg IM 1 1
Doxiciclina 100 Oral 2 6 D
Rifampicina ou 900 Oral 1 6
Tetraciclina 500 Oral 4 6
Gentamicina / 240 IM 1 2
Estreptomicina 1000 IM 1 2

Alternativo Tetraciclina 500 Oral 4 6 A
Estreptomicina 1000 IM 1 2a3

Opcional SXT® 800/160° Oral 2 6 A
SXT 800/160* Oral 6 B/C/D
Doxiciclina 100 Oral 2 6
Outra base’ 6
Ofloxacina ou 400 Oral 2 6 C
Ciprofloxacina 500 Oral 6
Doxiciclina 100 Oral 6
Outra base 6

1 — Doses Diarias; 2 — Ref. — A — Joint WHO/FAO, 1986; B — Corbel et al., 2006 (*);

C — Ariza et al.,

2007; D — Skalsky et al., 2008; 3 — Tratamento indicado como alternativo por Ariza et al., 2007; 4 —
Tratamento indicado como alternativo por Skalsky et al., 2008; 5 — SXT — sulfametoxazol + trimetoprim; 6
— Sulfametoxazol — 800 mg + trimetoprim — 160 mg; 7 — Outra base: doxiciclina, ciprofloxacina,
estreptomicina, gentamicina, ofloxacina, rifampicina, sulfametoxazol + trimetoprim ou tetraciclina; *
Segundo Corbel et al., 2006 a dose para estreptomicina é de 1000mg/dia e para SXT é de sulfametoxazol

400mg + trimetoprim 80 mg.
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Alguns tipos de tratamento nao séo
recomendados para o tratamento da
brucelose humana. Ariza e colaboradores
(2007) ndo recomendam a utilizagdo de
azitromicina, pois estudos demonstraram a
inadequacdo desta droga para o tratamento
da brucelose humana ou de meropenem,
por ser uma droga de alto custo e por sua
importancia no tratamento de infeccdes
mais severas. Ja Skalsky e colaboradores
(2008) relatam que a monoterapia € menos
eficaz do que o uso de antimicrobianos
combinados, que tratamentos com duragéo
menor do que trinta dias tem maior chance
de falhas ou recidivas e que a combinacgéo
de quinolonas com rifampicina ou doxiciclina
€ menos eficaz do que a combinacdo de
doxiciclina com rifampicina ou
estreptomicina.

A maioria das falhas no tratamento da
brucelose n&o ocorre em fungdo da
resisténcia as drogas primarias (Solera et
al., 1997), mas sao atribuidas ao estilo de
vida intracelular da Brucella spp., portanto,
as drogas com uma boa penetracdo
intracelular sdo necessarias para 0 sucesso
do tratamento (Hall, 1990). No entanto,
casos esporadicos de resisténcia aos
antibiéticos tém sido descritos (Turkmani et
al., 2006).

Até o presente, nao foi desenvolvida
nenhuma vacina eficaz e segura para o
homem, embora ja tenham sido usadas
vacinas vivas atenuadas e vacinas criadas a
partir de subunidades da Brucella spp., que
demonstraram pouca utilidade prética, pois
conferiam protecdo para as formas mais
graves por um periodo inferior a dois anos,
além do risco elevado no caso das vacinas
vivas (Corbel, 1997; Pessegueiro et al.,
2003).

5. ANTIMICROBIANOS USADOS PARA
O TRATAMENTO DA BRUCELOSE
HUMANA

A escolha de um antimicrobiano para o
tratamento de uma infeccdo bacteriana deve
seguir critérios importantes, como a
identificacdo do organismo infectante e a
determinacdo de sua sensibilidade aos
agentes antimicrobianos (Rang et al., 1997).

Também  devem ser levados em
consideracgéo alguns aspectos do
hospedeiro, como a exposicdo prévia a
antibioticos, a idade, as fungbes hepatica e
renal, a administracdo concomitante de
outras drogas que possam interagir
negativamente com o antibiético e o fato do
paciente estar gestante ou com o sistema
imunolégico comprometido (Craig, 2004;
Betts et al., 2003).

As tetraciclinas séo antibioticos
bacteriostaticos, de amplo espectro, que
atuam por inibicdo da sintese protéica apos
sua captacao nos microrganismos sensiveis
por transporte ativo. O grupo inclui a
tetraciclina, a oxitetraciclina, a doxiciclina e
a minociclina (Rang et al., 1997). As drogas
neste grupo estdo estreitamente
relacionadas, assim organismos sensiveis a
tetraciclina também sdo considerados
sensiveis a doxiciclina e minociclina.
Entretanto, alguns organismos de
sensibilidade intermedidria ou resistentes a
tetraciclina podem ser sensiveis a
doxiciclina, minociclina ou a ambas
(Methods..., 2006). Segundo critério
interpretativo para a classificacdo das
amostras de Brucella spp. como sensiveis
ou resistentes a doxiciclina, estabelecido
pelo CLSI, amostras que apresentem
concentracdo inibitéria minima =1ug/ml séo
consideradas resistentes (Performance...,
2008). Yamazham e colaboradores (2005)
analisaram 44 amostras de B. melitensis
isoladas a partir de culturas sanguineas de
pacientes adultos com brucelose aguda
entre 1998 e 2003 na Turquia e relataram
que a susceptibilidade antimicrobiana
destes isolados mostram que a doxiciclina
foi mais ativa do que as quinolonas e os
macrolidios testados.

Os aminoglicosidios sdo um grupo de
antibioticos com uma estrutura quimica
complexa, que se assemelham quanto a
atividade antimicrobiana, caracteristicas
farmacocinéticas e toxicidade.
Estreptomicina, gentamicina e amicacina
pertencem a esse grupo de antibidticos
(Rang et al., 1997; Methods..., 2006). Os
aminoglicosidios inibem a sintese protéica
bacteriana e s&o bactericidas. S&o mais
amplamente usados contra microrganismos



Gram negativos. A gentamicina é o
aminoglicosidio mais comumente usado e a
amicacina a de mais amplo espectro,
podendo ser eficaz em infec¢des causadas
por microrganismos resistentes a
gentamicina (Rang et al., 1997; Methods...,
2006). Segundo os critérios interpretativos
para a classificacdo das amostras de
Brucella spp. como sensiveis ou resistentes
a gentamicina e a estreptomicina, temos
que amostras que apresentem
concentragdo inibitéria minima =4ug/ml e
>8ug/ml, respectivamente, sdo resistentes a
estes  antimicrobianos  (Performance...,
2008). Vale ressaltar que ndo foram
estabelecidos critérios interpretativos para a
classificacédo das amostras de Brucella spp.
como sensiveis ou resistentes a amicacina.

As sulfonamidas sao drogas bacteriostaticas
que atuam por interferéncia com a sintese
do acido fdlico e, portanto, com a sintese de
nucleotideos (Rang et al, 1997). O
sulfametoxazol € testado em combinacao
com trimetoprim e a associagdo entre 0s
dois antibacterianos provoca uma inibigdo
sequencial de dois passos na via metabdlica
dos folatos em algumas bactérias Gram-
positivo e Gram-negativo. O uso deste par
de drogas sugere que a combinacdo de
agentes quimioterapicos pode ser uma
estratégia eficaz na cura de infeccdes
bacterianas (Rang et al., 1997). O ponto de
corte para a classificacdo das amostras de
Brucella spp. como sensiveis ou resistentes
a combinacdo de sulfametoxazol +
trimetoprim é de 22/38ug/ml para amostras
resistentes (Performance..., 2008).
Turkmani e colaboradores (2006) relataram
que oito das setenta e quatro amostras de
B. melitensis estudadas apresentaram
susceptibilidade intermediaria a
sulfametoxazol-trimetoprim (STX).

As quinolonas s&o bactericidas que
interferem na sintese dos acidos nucléicos
durante o processo de reparacdo e de
replicacio do DNA e inibem enzimas
responséaveis pela manutencédo de um DNA
funcional, as topoisomerases Il (uma DNA-
girase) e IV (Walsh, 2003). Esse grupo de
farmacos (quinolonas e fluorquinolonas)
inclui um ndmero de agentes estreitamente
relacionados. As fluorquinolonas tém

excelente distribuicdo nos tecidos e fluidos
corporais. A ciprofloxacina, antibiético de
amplo espectro, € a fluorquinolona mais
comumente utilizada. E importante no
tratamento de infec¢cdes por bastonetes e
cocos Gram-negativo, facultativos e
aerébios (Rang et al., 1997). Vérios estudos
sdo focados na atividade das quinolonas
contra Brucella spp., pois estes agentes
antimicrobianos constituem uma atraente
alternativa para o tratamento de brucelose
humana. Os pontos de corte estabelecidos
para a classificacdo das amostras de
Brucella spp. como sensiveis ou resistentes
a ciprofloxacina e a ofloxacina sao,
respectivamente, de 21ug/ml =22ug/ml para
resisténcia (Performance..., 2008). Embora
a resisténcia in vitro as quinolonas nao seja
alta, a eficacia destes antibidticos
permanece controversa pela selecdo de
cepas resistentes e por ndo alcangar uma
atividade bactericida eficaz em
concentracdes intracelulares (Garcia-
Rodriguez et al., 1991; Rubinstein et al.,
1991; Akova et al., 1993; Qadri et al.,
1995).

A rifampicina é um derivado semi-sintético
da rifamicina B, um produto natural da
classe de antibiéticos ansamicina, que atua
na subunidade B da RNA polimerase
dependente do DNA tendo acéo bactericida
tanto para microrganismos extracelulares
quanto intracelulares (Walsh, 2003). As
amostras de Brucella spp. podem ser
classificadas como sensiveis, intermediarias
ou resistentes a rifampicina e o ponto de
corte estabelecido para essa classificacdo &
de, respectivamente, <1ug/ml, 2ug/ml,
24ug/ml  (Performance..., 2008). Em um
estudo realizado com 74 isolados de B.
melitensis foi observada boa atividade
bactericida da rifampicina. Entretanto, duas
amostras apresentaram sensibilidade
reduzida a este antibiético (Turkmani et al.,
2006).

Cerca de trés quartos dos casos de
resisténcia a rifampicina sdo decorrentes de
mutacdes localizadas nas posicdes 406 e
411 dos residuos das cadeias laterais da
subunidade B da RNA polimerase (Spratt,
1994). O desenvolvimento de resisténcia é
relativamente rapido se a rifampicina é
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utilizada como agente Unico no tratamento
de infeccBes (Heep et al., 2000). Marianelli
e colaboradores (2004) relataram a
associacdo de mutacbes especificas no
gene rpoB, codificador da subunidade 3 da
RNA polimerase, com o desenvolvimento de
resisténcia a rifampicina em amostras de
Brucella spp.

As bactérias podem desenvolver multiplos
mecanismos contra um agente (nico ou
classes de agentes, sendo que uma Unica
alteracdo pode resultar no desenvolvimento
de resisténcia a antibidticos diferentes
(Kaye et al., 2000). Em algumas estirpes
bacterianas, os mecanismos de resisténcia
podem coexistir tornando-as
multirresistentes aos antibiéticos (Sousa,
2001). Em bactérias da microbiota
hospitalar, podemos encontrar mdltiplos
mecanismos de resisténcia, como aquisi¢cao
de varios genes de resisténcia em ambiente
de grande consumo de antibi6ticos e
mutagdo de um Unico gene que confere
resisténcia a mudltiplos antibidticos (por
alteracdo da permeabilidade e mecanismos
de efluxo).

A bomba de efluxo € um mecanismo,
dependente de energia, responsavel pelo
bombeamento de substéncias toxicas
indesejaveis e de antimicrobianos para fora
da célula. Alguns sistemas de efluxo séo
medicamentos especificos, enquanto outros
podem acomodar multiplas drogas e, assim
contribuir para a multirresisténcia
bacteriana. Os transportadores de efluxo
bacterianos s&o classificados dentro de

cinco grandes superfamilias, com base na
sequencia de aminoacidos e na fonte de
energia usada para exportar 0s substratos,
sendo a RND (resistance-nodulation-cell
division) exclusiva das bactérias Gram-
negativo (Morita et al., 2006). As bombas de
efluxo geralmente consistem em uma
proteina transmembrana mono competente
que abrange varios dominios. No entanto,
as bactérias Gram-negativo, que sé&o
protegidas por uma membrana externa, 0s
transportadores de efluxo podem ser
organizados como sistemas de Vvarios
componentes, em que a bomba de efluxo
localizada na membrana interna trabalha em
conjunto com uma proteina de fusdo
periplasmatica e uma proteina de
membrana externa (Bambeke et al., 2003).
Braibant e colaboradores (2002)
descreveram pela primeira vez a existéncia
de uma proteina, NorMl, capaz de mediar a
resisténcia as drogas por um mecanismo
ativo de efluxo em B. melitensis. A
existéncia de um transportador multidrogas
indica que, mesmo se a resisténcia ndo seja
um problema a se considerar no tratamento
da brucelose humana, é necessario o
estabelecimento de um controle de padréo
de sensibilidade de Brucella spp. para
assegurar um tratamento adequado e a
prevencdo de crescente desenvolvimento
de resisténcia a antimicrobianos nestas
bactérias. Martin e colaboradores (2009)
relataram a ocorréncia em B. suis de genes
que quando expressos induzem resisténcia
a tetraciclinas e fluorquinolonas, classes de
antimicrobianos utilizados no tratamento da
brucelose humana.

Tabela 2 — Principais mecanismos de resisténcia, descritos em Brucella spp., a antimicrobianos

usados para o tratamento da brucelose humana.

Mecanismo de
Resisténcia

Espécie de Brucella

Antimicrobiano Referéncia

S

Bomba de efluxo Brucella melitensis

Brucella abortus
(RB51)
Brucella melitensis
Brucella suis

Mutacg8es genéticas

Bomba de efluxo Brucella suis

Ciprofloxacina
Gentamicina

Braibant et al. (2002)

Rifampicina Marianelli et al. (2004)

Ciprofloxacina
Doxiciclina

Martin et al. (2009)
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6. BIOTERRORISMO

O bioterrorismo é definido como o uso de
agentes biologicos para causar doenca e /
ou morte em seres humanos, animais ou
plantas (Klietmann e Ruoff, 2001).

Os agentes de interesse para uso como
armas biologicas apresentam algumas
caracteristicas particulares, como
adaptacdo a dispersdo por aerossois,
estabilidade no ambiente, facilidade de
obtencdo em grandes quantidades, alta
susceptibilidade da populacdo, provocar
tanto morbidade quanto mortalidade alta,
ser transmissivel pessoa a pessoa e de
dificil diagnéstico (Robinson-Dunn, 2002).

O método de contaminagédo de alimentos ou
de abastecimento de agua é considerado
uma via moderna plausivel para a
disseminagdo de alguns agentes biolégicos
(Franz et al., 1997). Porém, o método mais
eficiente de disseminar amplamente
agentes biologicos é através da disperséo
destes em aerossois. Este método envolve
equipamentos de baixo custo e facil
obtencdo que podem produzir aerossois
com particulas de 1 a 10 ym (Franz et al.,
1997), que podem permanecer em
suspensao por horas e sdo suficientemente
pequenos para atingir bronquiolos distais e
alvéolos terminais apdés a inalacdo
(Klietmann e Ruoff, 2001).

A liberacdo de agentes biolégicos pode ser
silenciosa e passar despercebida até que as
vitimas comecem a apresentar sintomas e a
procurar os servicos de saude, o que pode
acontecer varios dias ap6s o0 ataque
bioterrorista. @~ Esse tempo entre o
aparecimento de sintomas e procura por
servico médico é suficiente para
contaminagdo  secundaria de  outras
pessoas e assim, a epidemia poderia
ocorrer em larga escala (Bellamy e
Freedman, 2001). Muitas das doencas
causadas por ataques  bioterroristas
apresentam caracteristicas relativamente
nao especificas. Avaliacdo epidemiolégica
rigorosa € necessdria para descobrir a
causa da doenca. Um padrdo temporal ou
geografico incomum pode sugerir que um

surto de doenca nao é um fendmeno natural
(Bellamy e Freedman, 2001). A deteccéo
precoce de um ataque bioterrorista € crucial
para diminuir o nimero de doentes e mortos
(Rotz et al., 2000).

Em resposta as ameacas colocadas pelo
terrorismo global, o Centro de Controle e
Prevencédo de Doencas (CDC) propds uma
lista de agentes bioldgicos criticos que tem
potencial para uso em um incidente
terrorista (Rotz et al., 2002; Emergency...,
2006). Esta lista inclui uma ampla variedade
de agentes bioldgicos e os classifica em trés
categorias com base no seu potencial de
afetar a salde publica, o seu potencial de
disseminacdo e necessidades especiais de
intervencao de saude publica. Brucella spp.
€ considerada como pertencente a categoria
B, que corresponde ao grupo em segunda
ordem de prioridade como agente de
bioterrorismo. A classificagdo dos agentes
facilita a coordenacdo dos esforcos de
planejamento para a preparagéo e resposta
ao bioterrorismo nos planos local, estadual
e federal (Chang et al., 2003). Com esta
orientacdo os sistemas de salde publica
podem enfrentar a ameaga bioterrorista,
aumentando a conscientizagcdo do setor de
saude e de vigilancia para estes agentes
relacionados ao bioterrorismo e para a
doenca que eles causam (Berkelman et al.,
2003).

O interesse em Brucella spp. como armas
biolégicas decorre do fato de que a
transmissdo por via aérea do agente é
possivel e pelo fato de ser altamente
contagiosa, podendo penetrar pelas
membranas mucosas como a conjuntiva,
orofaringe, trato respiratério e abrasbes de
pele. Estima-se que 10 a 100 organismos
sdo suficientes para se estabelecer uma
infeccdo por aerossois em seres humanos.
Os sinais e sintomas sdo semelhantes em
pacientes, qualquer que seja a via de
transmissdo, e sdo em sua maioria, ndo
especificos (Bossi et al., 2004). Brucella
spp. pode ser produzida e dispersa a baixo
custo e a transmissdo para 0s seres
humanos pode resultar em doenca
prolongada e sequelas a longo prazo
(Yagupsky e Baron, 2005).



E estimado que, se um avido liberar 50 kg
de Brucella spp. ao longo de 2 km sobre
uma populacdo de 500.000 pessoas poderia
haver, aproximadamente, 500 mortes e
125.000 incapacitagbes (Bellamy e
Freedman, 2001).

Em funcédo da baixa incidéncia da brucelose
nos paises industrializados, técnicos de
laboratério clinico ndo se mostram
familiarizados com a identificacdo e manejo
de espécies de Brucella spp. Préticas néo
seguras de laboratério durante a
manipulacdo de isolados de Brucella spp.
resultaram na exposi¢do involuntaria ao
organismo e em muitos casos da doenca
adquirida em laboratorio, indicando falta de
preparo para lidar com ameagas de
bioterrorismo envolvendo este agente. O
treinamento do pessoal de laboratério na
identificacdo de espécies de Brucella spp.,
adocéo de procedimentos padréo,
investigacdo dos riscos laboratoriais, uso de
equipamentos de biosseguranca,
administrag8o profilatica de antimicrobianos
e acompanhamento das pessoas
diretamente  expostas sdo altamente
recomendados (Yagupsky e Baron, 2005).

Trabalhos sobre o0s procedimentos e
precaucdes para o trabalho laboratorial, em
episédios de bioterrorismo, tem sido
desenvolvidos visando a conscientizagao da
classe médica para que esta esteja apta a
reconhecer casos que possam estar
associados com estes episddios. O médico
veterindrio tem papel relevante neste
contexto ja que muitos dos agentes usados
nos ataques bioterroristas, inclusive a
Brucella spp., sdo zoondticos e podem
causar danos sérios danos a saude publica
e ao meio ambiente (Klietmann e Ruoff,
2001; Robinson-Dunn, 2002; Bossi et al.,
2004).
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CAPITULO 2

SUSCEPTIBILIDADE DE ISOLADOS BRASILEIROS DE BRUCELLA ABORTUS A
AGENTES ANTIMICROBIANOS
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RESUMO

A brucelose bovina é uma zoonose de distribuicdo mundial, que acarreta problemas sanitarios
e prejuizos significativos. A infecgcdo humana ocorre pelo consumo de leite ou derivados nédo
pasteurizados contaminados e pelo contato com material de aborto de animais infectados.
Para o sucesso da terapia no homem, o inicio precoce e a escolha correta do antimicrobiano
sdo fundamentais. O perfil de susceptibilidade de 150 amostras de Brucella abortus isoladas de
bovinos originados dos estados de Minas Gerais, Para, Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Sao Paulo e Tocantins foi determinado pelo método de diluicdo em agar para oito
antimicrobianos: amicacina, ciprofloxacina, doxiciclina, estreptomicina, gentamicina, ofloxacina,
rifampicina e sulfametoxazol + trimetoprim. Cada antimicrobiano foi testado em 12 diferentes
concentragdes, de 0,06 a 128 pg/mL. Foram realizadas provas bioquimicas e analises
genotipicas através do MLVA16 com o objetivo de identificar possiveis relagdes entre o perfil
de susceptibilidade, bi6tipo, genétipo e origem das amostras. Dentre as amostras testadas,
100% foram sensiveis a doxiciclina e a ofloxacina. Apenas uma (0,66%) amostra apresentou
resisténcia a ciprofloxacina, duas (1,33%) amostras foram resistentes a estreptomicina, duas
(1,33%) resistentes a sulfametoxazol + trimetoprim e cinco (3,33%) resistentes a gentamicina.
Para a rifampicina foram encontradas trés (2%) amostras resistentes e 54 (36%) com perfil
intermediério. Dentre as nove amostras resistentes, 4 de Minas Gerais, 3 do Para e 2 do Rio
Grande do Sul, duas foram consideradas multirresistentes por terem apresentado resisténcia a
mais de uma classe de antimicrobianos. N&o foi verificada uma interacdo entre o perfil das
amostras e sua origem, biotipagem e genotipagem.

Palavras-chave: Brucella abortus, concentracéo inibitéria minima, Brasil.

ABSTRACT

Bovine brucellosis is a zoonosis of worldwide distribution, which causes health problems and
significative losses. Human infection occurs through the consumption of milk or unpasteurized
products and contact with abortion material from infected animals. For the success of therapy in
humans, the early and correct choice of antimicrobial is essential. The susceptibility profile of
150 samples of Brucella abortus isolated from cattle originating from the states of Minas Gerais,
Para, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sdo Paulo and Tocantins was determined by agar
dilution to eight antibiotics: amikacin, ciprofloxacin, doxycycline, streptomycin, gentamicin,
ofloxacin, rifampin and sulfamethoxazole-trimethoprim. Each drug was tested in 12 different
concentrations, from 0.06 to 128 mg / mL. Biochemical tests and genotypic analysis by MLVA16
were performed in order to identify possible relationships between the susceptibility profile,
biotype, genotype and origin of the samples. Among the samples tested, 100% were sensitive
to doxycycline and ofloxacin. Only one (0.66%) sample showed resistance to ciprofloxacin, two
(1.33%) were resistant to streptomycin, two (1.33%) resistant to sulfamethoxazole-trimethoprim
and five (3.33%) resistant to gentamicin. For rifampicin were found three (2%) resistant strains
and 54 (36%) with intermediate profile. Among the nine resistant strains, 4 of Minas Gerais, 3 of
Para and 2 of Rio Grande do Sul, two were considered multidrug resistant because they
presented resistance to more than one class of antimicrobials. There was no interaction
between the profile of the samples and their origin, biotyping and genotyping.

Keywords: Brucella abortus, minimum inhibitory concentration, Brazil.
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1. INTRODUCAO

A brucelose é uma doenca infecto-
contagiosa causada por bactérias do género
Brucella, que infectam animais e o homem.
Nos bovinos, a brucelose é causada por
Brucella abortus. Por ser uma zoonose de
distribuicdo mundial causa grande impacto
econdmico e para a saude publica,
sobretudo em paises em desenvolvimento
(Manual..., 2006).

A transmissédo da brucelose bovina se faz
principalmente pelo contato direto com fetos
abortados, placentas e descargas uterinas
infectadas, eliminadas no ambiente em
grandes quantidades no momento do parto
ou aborto (Enright, 1990). O habito dos
bovinos de lamber e cheirar animais recém-
nascidos, ou mesmo fetos abortados
favorece esta transmissado (Nicoletti, 1980;
Silva et al., 2005).

O homem pode ser infectado pela
manipulagcdo de material de aborto ou parto
e de carcacas de animais infectados ou de
fébmites contaminados. Outras importantes
fontes de contaminacéo para a populagéo
em geral sdo a ingestdo de leite cru ou de
produtos lacteos contaminados por Brucella
spp. e ndo submetidos a tratamento térmico
(Acha e Szyfres, 2003).

No Brasil, as informacdes sobre a brucelose
humana embora escassas indicam a
ocorréncia da doenca em diversas partes do
pais e em diferentes grupos ocupacionais,
uma vez que profissionais que trabalham
em contato direto com animais tém maior
risco de contrair a doenca (Souza et al.,
1977; Santos-Neto et al., 1999; Santos et
al., 2007; Ramos et al., 2008; Tendrio et al.,
2008). O médico veterinario, criadores e
vacinadores, além da exposicdo a material
resultante de abortos e secrecdes de
animais infectados, forma mais comum de
contagio para os grupos de risco (Mahajan
et al, 1986), também podem ser
contaminados acidentalmente pelas
amostras vacinais (Berkelman, 2003). Os
funcionarios de abatedouros também fazem
parte do grupo de risco, pois além de
trabalharem em contato direto com
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carcacas, o0 ambiente do abatedouro
favorece a grande formacgdo de aerossois
que podem transmitir o agente (Barbuddhe
et al., 2000).

As principais manifestacdes clinicas da
brucelose bovina, doengca causada pela B.
abortus, sdo o aborto no tergo final da
gestacdo, retencdo de placenta e
nascimento de bezerros fracos, fatores que
contribuem para uma consideravel queda na
producdo de leite e carne em rebanhos
afetados. A ocorréncia priméaria da doenca
nos animais, especialmente nos bovinos, é
um dos principais fatores de risco da
brucelose humana (Radostits et al., 2002).

No homem, a brucelose pode apresentar
um inicio agudo, com febre ondulante,
sudorese profusa, fadiga, anorexia, perda
de peso, entre outros e uma fase cronica,
na qual as principais manifestacées sdo o
desenvolvimento de endocardite, artrite e
osteomielite. Como a sintomatologia da
doenca no homem é bastante inespecifica
importante que o0 médico seja informado
sobre a possibilidade da doen¢a nos casos
em que o paciente faz parte de grupos de
risco e que possa ter sido exposto ao
agente (Pessegueiro et al., 2003).

O tratamento da brucelose no homem é
prolongado e deve ser iniciado o mais cedo
possivel, por ser mais efetivo nos casos
agudos. Nos casos crbnicos da doenca, o
tratamento €& geralmente pouco eficaz
(Corbel et al.,, 2006). O tratamento da
brucelose requer um regime combinado de
antibiodticos e estd condicionado ao fato da
Brucella spp. ser um patogeno intracelular.
Assim, drogas com uma boa capacidade de
penetrar nas células infectadas sao
necessarias no tratamento da brucelose
humana. Para que a terapia no homem seja
bem sucedida, a escolha correta do
antimicrobiano e o reconhecimento precoce
da doenca sao essenciais.

A resisténcia antimicrobiana é uma
preocupacdo global para a saude publica e
animal e é influenciada tanto pelo uso
humano quanto animal e vegetal dos



antimicrobianos. As consequéncias desta
resisténcia séo particularmente importantes
guando os patdégenos sdo resistentes aos
antimicrobianos que s&8o extremamente
importantes no tratamento de doengas
humanas (OIE..., 2007). O aparecimento de
resisténcia aos antimicrobianos ocorre em
funcdo de diversos fatores como o
diagndstico falho das doencas infecciosas,
utilizacdo de antibiéticos de amplo espectro
em detrimento daqueles de menor espectro
gue tratam doencas especificas, falta de
programas educativos e de informacé&o
adequada, utilizagdo inadequada dos
antibiéticos (dose, via de administracao,
tempo de tratamento) (Antimicrobial..., 2002;
Cunha, 2003). Assim, a probabilidade das
bactérias e de outros microbios de se
adaptarem e reproduzirem na presenca de
alguns antimicrobianos, ao invés de terem
seu crescimento inibido, € bastante
intensificada (Antimicrobial..., 2002).

De uma forma geral, as principais
consequéncias e implicacdes clinicas da
resisténcia bacteriana aos antibidticos séo a
necessidade frequente de hospitalizagéo, o
prolongamento do internamento hospitalar,
0 aumento da mortalidade e a necessidade
de utilizacdo de farmacos alternativos mais
caros e mais toéxicos. Assim, as estratégias
de controle de resisténcia aos
antimicrobianos sao de primordial
importéncia para uma adequada prestacao
de cuidados a saude (Cunha, 2003). O
controle da resisténcia bacteriana aos
antibioticos esta diretamente relacionado a
estratégias que se aplicam tanto a nivel
comunitario como hospitalar, como a
utilizac@o otimizada dos antibiéticos, os
programas eficazes de controle da infeccao
e a vigilancia epidemiolégica. Um plano de
prevencao de resisténcia devera incluir um
programa de vigilancia  ativa das
resisténcias, um programa ativo e eficaz de
controle da infeccdo, para minimizar a
disseminacdo de resisténcia, e um
programa eficaz de utlizagdo dos
antimicrobianos (Silvestre et al, 1998). Os
setores da salde humana, animal e vegetal
tém uma responsabilidade partilhada, para
prevenir ou minimizar as pressfes de
selecdo da resisténcia antimicrobiana em

patégenos humanos e ndo humanos (OIE...,
2007).

A Concentragdo Inibitéria Minima (MIC)
pode ser utilizada como uma medida
comparativa da atividade antimicrobiana
contra um patégeno especifico. Os
resultados podem ser categorizados como
“sensivel”, “intermediario” ou “resistente” a
um determinado agente antimicrobiano com
base no MIC. A determinacdo acurada do
MIC por testes de sensibilidade aos
antimicrobianos e a vigilancia continuada
sdo estratégias imprescindiveis para avaliar
e monitorar amostras isoladas uma vez que
evidenciam tendéncias de evolucdo
temporal da susceptibilidade de cada
espécie, e com isso, auxiliam na escolha da
terapia (Gould, 2008).

Os valores de MIC permitem analisar as
concentracdes  necessarias para um
antimicrobiano eliminar com eficiéncia um
microrganismo. Estes valores de
concentracdo séo de extrema importancia
para a escolha de um antimicrobiano
adequado, pois permite constatar se a dose
necessaria de um antimicrobiano para ser
obtida uma boa atividade bactericida ou
bacteriostatica pode ser administrada com
seguranca.

A determinacgéo do perfil de susceptibilidade
aos agentes antimicrobianos de Brucella
abortus é importante pelo fato deste permitir
a identificacdo de drogas para as quais o
microrganismo é sensivel, possibilitando o
emprego destas no tratamento da
brucelose. 0] conhecimento de
antibacterianos para os quais Brucella spp.
séo resistentes também é importante, pois
esta informacdo pode ser usada na criagdo
de meios de cultura mais seletivos para o
isolamento do agente por laboratérios de
pesquisa e de diagndstico. Praticamente
ndo ha dados na literatura a respeito da
susceptibilidade de B. abortus a
antimicrobianos e este dado é de grande
importancia, ja que ha muitos relatos de
brucelose humana no Brasil relacionados a
esta espécie de Brucella (Souza et al.,
1977; Santos-Neto et al., 1999; Santos e
Teixeira, 2007; Ramos et al., 2008; Tendrio
et al.,, 2008). Vale ressaltar que os
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antimicrobianos mais utilizados no
tratamento da brucelose humana s&o as
tetraciclinas, o0s aminoglicosideos, a
rifampicina, o cotrimoxazol (sulfametoxazol
+ trimetoprim), as quinolonas e as
cefalosporinas de 32 geracdo (Pessegueiro
et al, 2003), justificando a escolha de
antimicrobianos pertecentes a estas classes
em nosso o0 estudo.Outras ferramentas
importantes usadas para a caracterizacao
de amostras de B. abortus s&o a biotipagem
e a genotipagem. A biotipagem serve para
determinar se um grupo de microrganismos
de uma mesma espécie provém de uma
fonte comum ou de fontes distintas, é uma
técnica laboratorial, realizada por provas
bioquimicas e que envolve a manipulagéo
do microrganismo vivo (Alton et al., 1988). A
genotipificacdo é uma técnica que envolve a
analise direta do DNA, permitindo grandes
avangcos na identificagdo, classificacéo,
diagndstico e nos estudos de evolugdo e
filogenia de microrganismos (Vergnaud e
Pourcel, 2006). A identificacdo de possiveis
padrdes de agrupamentos e de distribuicdo
das amostras no pais fornece informacdes
imprescindiveis para 0 entendimento
epidemiolégico da brucelose (Minharro,
2009).

6] conhecimento do perfil de
susceptibilidade a antimicrobianos de
Brucella spp. tem grande relevancia clinica
nos casos de brucelose humana, pois
direciona o tratamento quanto ao uso do
antimicrobiano ou de possiveis
combinagbes de acordo com @ as
caracteristicas genotipicas e fenotipicas das
amostras e sua regido de origem.

O objetivo deste trabalho foi determinar o
perfil de susceptibilidade de amostras de B.
abortus isoladas no Brasil, entre 1977 e
2009, aos agentes antimicrobianos mais
comumente utilizados para o tratamento da
brucelose humana e verificar a existéncia de
relacdo entre o perfil de susceptibilidade das
amostras com sua origem, biotipificacdo e
genotipificacéo.

38

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras

Foram utilizadas 150 amostras de Brucella
abortus, isoladas de bovinos no Brasil, no
periodo de 1977 a 2009. As amostras foram
provenientes de animais dos estados de
Minas Gerais, Par4, Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Sdo Paulo e Tocantins,
sendo que 137 amostras foram descritas
por Minharro (2009), 10 amostras isoladas e
identificadas no Laboratério de Bacteriologia
Aplicada (LBA) do Departamento de
Medicina Veterindria Preventiva da Escola
de Veterinaria da UFMG e 3 amostras de
referéncia de Brucella abortus (544 ATCC
23448", amostra vacinal B19 BCCN V1 e
ATCC 2308).

2.2. Identificacdo das Amostras

Todas as amostras de B. abortus foram
manipuladas no Laboratério de
Biosseguranga nivel 3 da Escola de
Veterinaria da UFMG e caracterizadas pelas
provas de catalase, oxidase, urease, citrato
e redugdo de nitrato (Mac Faddin, 1980;
Alton et. al, 1988; OIE,2007). A confirmacgéo
das espécies e hiovares de B. abortus foi
determinada pelo crescimento em atmosfera
de CO,, aglutinacdo com acriflavina,
producdo de H,S, crescimento na presenca
de tionina (20ug/mL e 40 ug/mL) e fucsina
béasica (20 pg/mL) e aglutinacdo frente aos
soros anti-A, anti-M e anti-R (Cepanzo -
Argentina) (Alton et. al, 1988; Manual...,
2008). A identificacdo genotipica das
amostras foi realizada pela PCR especifica
para o género (Baily et al., 1992) e PCR
AMOS enhanced (Bricker e Halling, 1995).
Os microrganismos foram mantidos a -80°C
em caldo BHI acrescido de 20% de glicerol
até a realizacao dos testes.

2.3. Genotipificacéo

O perfil genotipico das amostras foi
determinado pela técnica de andlise de
multiplos loci com VNTR (Variable Number
of Tandem Repeat) (MLVA typing) (Le
Fléche et al., 2006; Al-Dahouk et al., 2007)
descrito por Minharro (2009). A analise dos



genotipos foi feita a partir da imagem digital
de cada gel, o tamanho das bandas foi
estimado com o auxilio do programa
BioNumerics 5.1 (Applied Maths, Bélgica).
O tamanho estimado das bandas foi
convertido em numero de unidades de
sequéncias de repeticbes (tandem repeat)
dos nucleotideos para cada lécus (Le
Fléche et al., 2006). Os gendtipos obtidos
foram comparados aos depositados no
MLVAbank for Bacterial  Genotyping
(http://minisatellites.upsud.fr/MLVAnet).

2.4. Determinacéo da Sensibilidade
aos Antimicrobianos

2.4.1. Determinacdo da Concentracéo
Inibitoria Minima

A determinacdo da Concentracdo Inibitoria
Minima (MIC) foi realizada segundo as
recomendagfes do manual do CLSI M45-A
(Methods..., 2006). As amostras bacterianas
foram crescidas em agar triptose (Difco,
Detroit, USA) por 48 horas a 37°C em
atmosfera de 5% de CO,. Apds incubagéo
as bactérias foram suspensas em PBS
estérii (pH 7,2) em uma concentracdo
equivalente a escala 0,5 de Mac Farland,
conferida em  espectrofotdmetro.  As
suspensdes foram transferidas para os
pocos do repicador de Steers e
posteriormente inoculadas em placas
contendo agar Mueller Hinton (Difco, Detroit,
USA) acrescido dos antimicrobianos nas
concentracdes testadas. As placas com os
antimicrobianos eram preparadas no dia
anterior ao da inoculagdo e conservadas em
geladeira (2 — 4°C) até o uso. Apds
inoculacdo das placas com as suspensdes
bacterianas, elas foram incubadas a 37°C,
em atmosfera de 5% de CO,, por 48 horas,
quando foi realizada a leitura dos
resultados. Foram testados 0s
antimicrobianos amicacina (Eurofarma, S&o
Paulo, Brasil), ciprofloxacina (DEG, Hong
Kong, China), doxiciclina (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, USA), estreptomicina (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, USA), gentamicina
(Galena, China), ofloxacina (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA), rifampicina (Lupin, USA) e
sulfametoxazol (Fluka, Saint Louis, USA) e
trimetoprim (Genix, China) (19 partes de

sulfametoxazol para 1 parte de trimetoprim),
em 12 concentragc6es de 0,06 ug/mL a 128
pg/mL.

2.4.2. Controle de qualidade

Todos os antibidticos foram testados com as
amostras de referéncia: E. coli ATCC
25922, E. faecalis ATCC 29212, P.
aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC
29213 e S. pneumoniae ATCC 49619 para
garantir que o0s resultados obtidos
estivessem dentro dos limites aceitaveis de
controle de qualidade para a determinacéo
da concentracdo inibitéria minima
(Performance..., 2005). As amostras de
referéncia foram mantidas a -80°C em caldo
BHI acrescido de 20% de glicerol até a
realizacéo dos testes.

Em todas as determinagfes, as amostras de
E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213
e B. abortus 544 ATCC 23448 foram
utilizadas como controles de qualidade.
Além da utilizacdo das amostras controle
também foram empregadas, em cada
ensaio, quatro placas de &gar Mueller-
Hinton sem antibi6tico, em duplicata, como
controle do crescimento das amostras,
sendo duas no inicio da sequéncia de
placas com antibiético e duas ao final desta
sequéncia.

Os testes s6 eram validados quando o
controle de qualidade da prova, através das
amostras de referéncia e o controle do
in6culo, através das placas sem
antimicrobianos, funcionavam, garantindo
assim resultados confiaveis.

2.4.3. Critérios interpretativos para o
teste de susceptibilidade aos
antimicrobianos

Os resultados da concentragdo inibitoria
minima 50% (MICsp) € 90% (MICg) € 0o
intervalo dos resultados da concentracdo
inibitéria minima foram computados para
cada antimicrobiano testado. Os critérios
utilizados para interpretacdo dos resultados
da determinacdo da concentracdo inibitdria
minima dos antimicrobianos para as
amostras de Brucella abortus foram os
utilizados para Brucella spp. ou bactérias de

39


http://minisatellites.upsud.fr/MLVAnet

crescimento lento (Haemophilus spp.),
conforme manual CLSI, documento M100-
S18 (Performance..., 2008). Através destes
critérios as amostras eram classificadas
como resistentes ou sensiveis aos
antimicrobianos testados. Sendo que para a
rifampicina as amostras ainda podiam ser
classificadas como de susceptibilidade
intermediaria.

Vale ressaltar que por ndo ter um ponto de
corte definido para a amicacina, 0s
resultados apresentados pelas amostras
foram avaliados através do MIC50, MIC90 e
variagdo de MIC. Nao havendo classificagéo
das amostras como resistentes ou sensiveis
a este antimicrobiano.

2.4.4. Anédlise da relacéo entre
resisténcia aos antimicrobianos,
biotipo, gendtipo e origem das
amostras

Todos o0s resultados obtidos foram
tabelados e inseridos no programa
BioNumerics 5.1 (Applied Maths, Bélgica)
para a determinacéo do perfil genotipico das
amostras estudadas. A biotipagem das
amostras foi realizada através de provas
bioguimicas e a avaliacdo do perfil de
susceptibilidade a partir dos critérios
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interpretativos para Brucella spp. e para
bactérias de crescimento lento, encontrados
no manual CLSI (Performance..., 2008). As
relacbes entre perfil de susceptibilidade,
origem, bidtipo e gendtipo das amostras
foram avaliadas a partir da criacdo de
tabelas dindmicas, nas quais os dados das
amostras foram cruzados.

3. RESULTADOS

A tabela 1 apresenta os valores de MICs,
MICy, e da variagdo encontrada para as 150
amostras de B. abortus, assim como o
ponto de corte e o nimero de amostras
resistentes para cada antimicrobiano
testado. A ofloxacina e a doxiciclina foram
0Ss antimicrobianos que apresentaram
melhores atividades contra as amostras de
B. abortus, sendo 100% das amostras
testadas sensiveis a estes antimicrobianos.
Em seguida, tivemos a ciprofloxacina com
apenas uma amostra apresentando
resisténcia (0,66%). Os antimicrobianos que
apresentaram menor atividade contra as
amostras de B. abortus foram a rifampicina
e a gentamicina, com respectivamente, 3
(2,0%) e 5 (3,33%) amostras apresentando
resisténcia.



Tabela 1 - Perfil de susceptibilidade a sete antimicrobianos de 150 isolados brasileiros de

Brucella abortus entre os anos de 1977 e 2009.

Concentragao Inibitéria Minima (ul/mL)

Agente - - Resisténcia
Antimicrobiano a1 MICso MICso
Variacao " : 5
Valor N Valor N PC N %
Amicacina 2,0 — 2256 (8) 4,0 100 8,0 147 7 - -
Ciprofloxacina 0,5-2,0(3) 0,5 149 0,5 149 >1,0 1 0,66
Doxiciclina <0,06 — 1,0 (5) 0,5 136 0,5 136 >1,0 0 0
Estreptomicina 0,125 — 2256 (12) 1,0 144 1,0 144 >16 2 1,33
Gentamicina 0,25 — 2256 (11) 2,0 144 2,0 144 >4,0 5 3,31
Ofloxacina 0,5-1,0(2) 0,5 145 0,5 145 >2.0 0 0
Rifampicina 0,125 -8,0 (7) 10 93 20 147 2400 30 20
Sulfametoxazol/ 0,8/ 0,8/
trimetoprim 0,1/1,9 12,8/243,2 15,2 137 15.2 137 >2/38 2 1,33

(8)

1 — Variagcdo de MIC e (numero de variagdes de diluicdo) para cada antimicrobiano; 2 — MICsy —
Concentracéo Inibitéria Minima 50%; 3 — MICgo — Concentragdo Inibitéria Minima 90%; 4 — N — nimero de
amostras sensiveis no MIC estabelecido; 5 — Ponto de corte de resisténcia para as amostras de Brucella
spp. (ul/mL); 6 - % - Percentagem de amostras resistentes; 7 — Nao ha ponto de corte definido para
amicacina para Brucella spp. ou bactérias fastidiosas pelo CLSI; 8 — Os pontos de corte para rifampicina
sdo: resisténcia = 4,0 uyl/mL, intermediario 2,0 pl/mL e sensibilidade < 1,0 yl/mL; 9 — O nimero de
amostras encontradas com valores intermediarios de resisténcia para a rifampicina foi de 54; 10 — A
percentagem encontrada de amostras com valores intermediarios de resisténcia para a rifampicina foi de

36%.

Os resultados indicados na Tabela 2
mostram o perfil de susceptibilidade das
amostras de B. abortus a sete
antimicrobianos. Esta classificacdo das
amostras em perfis de susceptibilidade foi
criada especificamente para o estudo com o
intuito de  agrupar amostras que
apresentavam susceptibilidades
semelhantes aos antimicrobianos testados,
facilitando assim a visualizagdo do nimero
de amostras resistentes, sensiveis e
intermedidrias. Foram consideradas
multirresistentes as amostras que
apresentaram resisténcia a mais de um
antimicrobiano de classes diferente.
Observa-se que duas das amostras de B.
abortus testadas (1,33%) apresentaram
multirresisténcia (perfis F e G), sendo a
amostra de perfil F resistente a um
antimicrobiano da classe dos
aminoglicosideos (estreptomicina) e a um
da classe das sulfonamidas (sulfametoxazol

+ trimetoprim) e a de perfil G resistente um
antimicrobiano da classe das quinolonas

(ciprofloxacina), dois da classe dos
aminoglicosideos (estreptomicina e
gentamicina) e um da classe das
sulfonamidas (sulfametoxazol +

trimetoprim).

Através deste perfil foi possivel verificarmos
gue 60% das amostras estudadas (90/150)
foram susceptiveis a sete antimicrobianos
estudados (perfil A), 34% das amostras
(51/150) foram susceptiveis a seis
antimicrobianos e apresentaram peffil
intermediario a rifampicina (perfil B) e os 6%
de amostras restantes (9/150) apresentaram
resistétncia a um ou mais dos
antimicrobianos testados (perfis C, D, E, F e
G). Os perfis F e G correspondem a
susceptibilidade das amostras
multirresistentes.
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Tabela 2 - Perfil de susceptibilidade a sete antimicrobianos de 150 isolados brasileiros de
Brucella abortus entre 1977 e 2009 — segundo o CLSI (Performance..., 2008).

Antibioticos*

Perfil® N®

CIP DOX EST GEN OFX RIF SXT
s S S S S S S A 90
S S S S S 1 S B 51
S S S S S R® S C 03
S S S R s S s D 03
S S S R s [ s E 01
S S R s S [ R F 01
R S R R S [ R G 01

1 — CIP: ciprofloxacina, DOX: doxiciclina, EST: estreptomicina, GEN: gentamicina, OFX: ofloxacina, RIF:
rifampicina, SXT: sulfametoxazol/trimetoprim; 2 — Perfis de susceptibilidade aos oito antimicrobianos
testados 3 - N — nimero de amostras com o mesmo perfil de susceptibilidade; 4 — susceptivel; 5-

intermediario; 6 — resistente.

A tabela 3 apresenta o perfil de
susceptibilidade das amostras de acordo
com sua origem, mostrando que das 46
(30,6%) amostras do estado de Minas
Gerais (MG) guatro apresentaram
resisténcia a um dos antimicrobianos
testados e doze amostras apresentaram
perfil intermediario & rifampicina. Dentre as
quatro amostras resistentes estdo as duas
amostras multirresistentes encontradas.

Das 31 (20,6%) amostras originadas do
estado do Para (PA), foram encontradas
trés amostras resistentes a um dos
antimicrobianos e quatro amostras com
perfil intermediario de resisténcia a
rifampicina.

Ja no estado do Rio Grande do Sul (RS), de
um total de 32 (21,3%) amostras isoladas
duas foram resistentes a pelo menos um
dos antimicrobianos e dezenove
apresentaram  perfil  intermediario de
resisténcia a rifampicina.

A avaliacdo dos perfis de susceptibilidade
das amostras isoladas dos estados de
Santa Catarina (SC), Sdo Paulo (SP) e
Tocantins (TO) mostra que em nenhum
destes estados foram encontradas amostras
resistentes aos antimicrobianos testados,
porém cinco (5/8) amostras isoladas do
estado de Santa Catarina, doze (12/15) do
estado de Sdo Paulo e duas (2/15) do
estado do Tocantins apresentaram perfil de
resisténcia intermediario a rifampicina.



Tabela 3 - Perfil de susceptibilidade a sete antimicrobianos de isolados brasileiros de Brucella
abortus, agrupados por Estado, segundo o CLSI (Performance..., 2008).

Estado! Perfil* Antibiéticos® N
Local N cIP DOX EST GEN  OFX RIF SXT

MG 46 A s° S S S S S S 33

B S S S S S 18 S 09

C S S S S S R’ S 01

E S S S R S [ S 01

F S S R S S [ R 01

G R S R R S [ R 01

PA 31 A S S S S S S S 24

B S S S S S [ S 04

C S S S S S R S 01

D S S S R S S S 02

RS 32 A S S S S S S S 11

B S S S S S [ S 19

C S S S S S R S 01

D S S S R S S S 01

SC 08 A S S S S S S S 03

B S S S S S [ S 05

SP 15 A S S S S S S S 03

B S S S S S [ S 12

TO 15 A S S S S S S S 13

B S S S S S | S 02

REF® 03 A S S S S S S S 03

1 — Estados — MG: Minas Gerais; PA: Para; RS: Rio Grande do Sul; SC: Santa Catarina; SP: S&o Paulo;
TO: Tocantins; 2- Perfil de Susceptibilidade aos oito antimicrobianos testados; 3 - CIP: ciprofloxacina,
DOX: doxiciclina, EST: estreptomicina, GEN: gentamicina, OFX: ofloxacina, RIF: rifampicina, SXT:
sulfametoxazol/trimetoprim; 4- N — nimero de amostras com o mesmo perfil de susceptibilidade; 5-
susceptivel; 6 — intermediario; 7- resistente; 8 - amostras de referéncia de B. abortus.
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Das 150 amostras de B. abortus estudadas,
nove (6,0%) apresentaram resisténcia a
pelo menos um dos antimicrobianos
testados, sendo 4 amostras originadas do
estado de Minas Gerais, 2 do estado do Rio
Grande do Sul e 3 do estado do Para. A
distribuicdo destas amostras com relagdo a
origem, perfil, biotipificag&o e
genotipificacdo (MLVA-16) esta
representada na Tabela 4. Duas destas
nove amostras foram resistentes a mais de

uma classe de antimicrobiano, ou seja,
apresentaram multirresisténcia aos
antimicrobianos  testados. Estas duas
amostras sdo originadas do estado de
Minas Gerais, foram tipificadas como B.
abortus biovar 1 e pertencentes aos
genotipos 28 (painell), 33 (painel 2A), 2B4
e 2B46 (painel 2B) e D e K (MLVA-16) (Le
Fleche et al., 2006; Al-Dahouk et al., 2007;
Minharro, 2009).

Tabela 4 - Origem, perfil, biotipificacdo e genotipificacdo pelo MLVA-16 (Le Fléche et al., 2006;
Al-Dahouk et al., 2007; Minharro, 2009) das nove amostras de Brucella abortus isoladas de
bovinos no Brasil que apresentaram resisténcia a pelo menos um dos antimicrobianos testados.

MLVA?*
Estado’ Perfi®  Biovar® Total®
Painel 1° Painel 2A% Painel 2B’ MLVA16

C Bal 28 2A7 2B48 DE

MG G Bal 28 33 2B4 D 04
F Bal 28 33 2B46 K
E Ba6 40 2A4 2B8 AO

RS C Ba2 28 2A3 91 AM 02
D Bal 28 34 53 CH
C Ba3 40 32 2B17 AC

PA D Ba3 40 30 2B3 C 03
D Ba3 40 30 2B18 BB

1 - MG - Minas Gerais, RS — Rio Grande do Sul, PA — Para; 2 — Perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos definido neste estudo; 3 — Bal - Brucella abortus biovariedade 1, Ba2 - Brucella abortus
biovariedade 2, Ba3 - Brucella abortus biovariedade 3, Ba6 - Brucella abortus biovariedade 6; 4 — MLVA —
Multi loci VNTR analysis segundo Fléche et al. (2006); Al-Dahouk et al. (2007); 5 — Painel 1 — Compostos
pelos loci Bruce06, Bruce08, Brucell, Brucel2, Bruce42, Bruce43, Bruced5 e Bruce55; 6 — Painel 2A —
Compostos pelos loci Brucel8, Brucel9e Bruce2l; 7 — Painel 2B — Compostos pelos loci Bruce04,
Bruce07, Bruce09, Brucel6 e Bruce30. A descricdo dos perfis genotipicos se encontra em
http://minisatellites.upsud.fr/MLVAnet e Minharro (2009); 8 — Total de amostras resistentes aos

antimicrobianos por estado.
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4. DISCUSSAO

A determinacéo do perfil de susceptibilidade
de amostras de B. abortus isoladas no
Brasil aos antimicrobianos frequentemente
usados no tratamento de infeccdes por
Brucella spp. tem grande relevancia clinica,
pois mostrou que a maior parte das
amostras é sensivel ao antimicrobianos
sugeridos para o tratamento da brucelose
humana. Além disto, os dados sobre
sensibilidade de B. abortus reportados na
literatura sdo escassos, pois ha maioria dos
casos so o perfil de resisténcia de amostras
de B. melitensis é relatado. Como no Brasil
B. melitensis é exdtica (Poester et al., 2002)
e a grande parte dos casos brucelose
humana s&o relacionados a B. abortus
(Souza et al., 1977; Santos-Neto et al.,
1999; Santos et al.,, 2007; Ramos et al.,
2008; Tendrio et al., 2008) os achados do
presente estudo podem direcionar o0
tratamento de pacientes que fazem parte do
grupo de risco da doenca, como magarefes,
trabalhadores rurais, vacinadores e médicos
veterinérios (Santos et al., 2007; Ramos et
al., 2008; Tendrio et al., 2008).

Analisando os resultados encontrados neste
estudo (Tabela 1) verificamos que a
amplitude de variacdo de resultados dos
isolados para os antimicrobianos da classe
dos aminoglicosidios (amicacina e

principalmente, gentamicina e
estreptomicina), da classe das sulfonamidas
e trimetoprima (sulfametoxazol +

trimetoprim) e da classe das rifampicinas
(rifampicina) é bastante ampla. Isto indica
que para estes antimicrobianos existem
isolados que se distanciam da variacdo
média encontrada. Ja para 0S
antimicrobianos da classe das quinolonas
(ciprofloxacina e ofloxacina) esta amplitude
da variacdo foi bem menor, mostrando que
para estes antimicrobianos os isolados
apresentaram-se mais proximos da variagéo
média encontrada. Esta variacdo de
amplitude de resultados indica um
comportamento diferente dos isolados de B.
abortus a diferentes classes de
antimicrobianos, podendo sugerir um inicio
de adaptacéo ou resisténcia destes isolados

aos antimicrobianos pertencentes as
classes a que eles se distanciam mais de
uma média de resultados de MIC. Se
analisarmos os dados com atencao,
verificamos que a maior parte das amostras
resistentes encontradas neste estudo é
resistente aos  antimicrobianos  que
apresentaram maior amplitude de variacao.
A doxiciclina apresentou uma amplitude de
variacdo intermediaria, porém néo foi
encontrada nenhuma amostra resistente a
este antimicrobiano.

Na tabela 1, ainda podemos observar que
os isolados testados apresentaram MIC50 e
MIC90 semelhantes para 0s
antimicrobianos: ciprofloxacina, doxiciclina,
estreptomicina, gentamicina, ofloxacina e
sulfametoxazol + trimetoprim, indicando a
existéncia de populagbes homogéneas, ja
que para inibir o crescimento de 50 ou 90%
da populagdo estudada € necessaria uma
mesma concentragéo destes
antimicrobianos. Para os antimicrobianos:
amicacina e rifampicina a distancia entre o
MIC50 e MIC90 foi de uma diluicdo, ou seja,
para inibir 50% das amostras sao
necessérios 4,0 yug/mL de amicacina e 1,0
pg/mL de rifampicina, j& para inibir 90% das
amostras sdo necessarios 8,0 ug/mL de
amicacina e 2,0 pg/mL de rifampicina.

Pode ser constatado em nosso estudo que
6,66% (10/150) das amostras de B. abortus
foram inibidas por uma concentragdo de
sulfametoxazol + trimetoprim bem proxima
ao ponto de corte estabelecido para este
antimicrobiano, este fato pode indicar uma
tendéncia destes isolados a resisténcia.
Para a rifampicina também foi observada
esta mesma tendéncia jA que 36% das
amostras (54/150) apresentaram perfil de
susceptibilidade intermediario (MIC = 2,0
pl/ml).

Comparando os resultados de variacdo da
concentracdo inibitéria minima e de MIC90
encontrados em nosso estudo com o que ja
foi relatado em outros paises para a
susceptibilidade de amostras de Brucella
spp. aos antimicrobianos (Garcia-Rodrigues
et al.,, 1993; Garcia-Rodrigues et al., 1995;
Trujillano-Martin et al., 1999; Kocagoz et al.,
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2002; Yamazhan et al., 2005), observamos
que muitos deles sdo semelhantes,
indicando que as amostras de B. abortus
isoladas no Brasil possuem um perfil de
susceptibilidade e resisténcia a
antimicrobianos proximo ao das amostras
de Brucella spp. isoladas em outros lugares
do mundo.

Para a classificacdo das amostras como
resistentes, intermedidrias ou sensiveis a
cada um dos antimicrobianos testados foi
utilizado um ponto de corte, previamente
estabelecido pelo manual M100-S18 do
CLSI (Performance..., 2008). Os resultados
determinados pelo MIC para cada amostra
foram avaliados conforme os critérios
interpretativos para Brucella spp., como no
caso da gentamicina, estreptomicina,
doxiciclina e da associagdo sulfametoxazol
+ trimetoprim, e para os antimicrobianos que
ndo tem um ponto de corte estabelecido
especificamente para o género Brucella
(ciprofloxacina, ofloxacina e rifampicina)
foram utilizados os critérios interpretativos
para bactérias fastidiosas (Haemophilus
spp.). A rifampiciha é o Unico dos
antimicrobianos testados que apresenta
pontos de corte para classificacdo nos trés
perfis citados anteriormente (resistente,
intermediaria ou sensivel), para os outros
antimicrobianos as amostras séo
classificadas apenas como resistentes ou
sensiveis. Isto ocorre em funcdo da baixa
ocorréncia de amostras resistentes para
estes antimicrobianos quando se trata de
amostras de Brucella spp. ou de bactérias
fastidiosas, assim apenas um ponto de corte
€ definido, ou seja, a amostra que
apresentar valor de MIC acima deste ponto
de corte é imediatamente classificada com
resistente.

A avaliacdo do perfil de susceptibilidade dos
isolados de B. abortus para amicacina nao
pode ser realizada pelo fato de ndo haver
um ponto de corte estabelecido para
Brucella spp. nem para bactérias fastidiosas
pelo CLSI. Porém os dados de MIC50,
MIC90 e de variacdo de MIC obtidos neste
estudo poderdo ser utilizados como base
comparativa para novos estudos e também
poderdo ser mais bem analisados quando
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um ponto de corte para este antimicrobiano
for estabelecido.

O ponto de corte para a estreptomicina
pode variar entre = 8 ug/ml e 216 pg/ml
dependendo da atmosfera de
incubacéo(Performance..., 2008). No
presente estudo foi utilizado o ponto de
corte de = 16 ug/ml, pois as amostras de B.
abortus foram incubadas a 37°C, por 48
horas em 5% de CO,. Segundo Alton e
colaboradores (1988) as amostras de
Brucella spp. provenientes de material de
campo e estirpes laboratoriais devem ser
incubadas em atmosfera contendo de 5 a
10% de CO..

As nove amostras resistentes apresentaram
resisténcia a cinco (Tabela 1) de sete
antimicrobianos, indicando que existem
isolados  brasileiros de B. abortus
resistentes a pelo menos um dos
antimicrobianos frequentemente usados
para o tratamento da brucelose humana, e
gue isto podera tornar o tratamento ineficaz
ou que apresente recidivas. Vale ressaltar
gque apenas um isolado apresentou
resisténcia a ciprofloxacina e que este
mesmo isolado foi resistente a outros trés
antimicrobianos (estreptomicina,
gentamicina e sulfametoxazol +
trimetoprim), além de ter apresentado
susceptibilidade intermediaria a rifampicina
(perfil  G). Foram encontradas duas
amostras multirresistentes (perfis F e G),
que foram classificadas desta forma por
apresentarem resisténcia a mais de um
antimicrobiano de diferentes classes, estas
duas amostras, provavelmente,
desenvolveram mecanismos de resisténcia
diversos ou um mecanismo comum a estas
drogas de classes diferentes
(aminoglicosideos, quinolonas, rifampicinas
e sulfonamidas). A amostra multirresistente
com perfil G foi sensivel a ofloxacina,
antimicrobiano pertencente a mesma classe
da ciprofloxacina, ao qual foi resistente.

A bomba de efluxo é um mecanismo de
resisténcia comum a diversos
antimicrobianos (multidrogas). Ja foram
descritos na literatura transportadores de
antimicrobianos conferindo resisténcia a
diversas classes de antimicrobianos como



tetraciclinas, macrolidios, fluorquinolonas e
mais recentemente a aminoglicosidios
(Bambeke et al.,, 2003). Alguns autores
relataram a existéncia de proteinas capazes
de mediar a resisténcia a drogas em
Brucella spp. por um mecanismo de efluxo
dependente de energia (Braibant et al.,
2002; Martin et al.,, 2009). Estes relatos
embasam a hip6tese do desenvolvimento
de multirresisténcia em amostras de B.
abortus pelo mecanismo de bomba de
efluxo.

Marianelli e colaboradores (2004)
descreveram um mecanismo de resisténcia
a rifampicina em amostras de Brucella spp.
associado de mutacdes no gene rpoB, gene
codificador da subunidade B da RNA
polimerase dependente de DNA, local de
acdo da rifampicina. A existéncia de
amostras de B. abortus resistentes e com
susceptibilidade intermediaria a rifampicina
pode ser explicado pelo desenvolvimento
deste mecanismo de resisténcia.

Estudos mais aprofundados devem ser
realizados com o intuito esclarecer os
possiveis mecanismos de resisténcia
desenvolvidos pelas amostras de B. abortus
resistentes e, principalmente, pelas duas
amostras  multirresistentes  encontradas
neste estudo.

A resisténcia encontrada em 6,0% das
amostras testadas tem grande relevancia
clinica para o tratamento da brucelose
humana, pois este dado indica que existem
amostras de B. abortus no Brasil, isoladas
de bovinos, que s&o resistentes aos
antimicrobianos  preconizados para o0
tratamento da doenca. Assim, modificacfes
na orientagdo quanto as drogas de escolha
para o tratamento da brucelose humana, por
B. abortus, no Brasil devem ser realizadas
para se adequar as recomendacdes ao
perfil de sensibilidade das amostras que
circulam no pais.

Foram encontradas, neste estudo, amostras
resistentes a trés dos quatro
antimicrobianos considerados de primeira
linha para o tratamento da brucelose
humana, doxiciclina (DOX), rifampicina
(RIF), estreptomicina (EST) e gentamicina

(GEN) (Joint..., 1986; Corbel et al., 2006;
Ariza et al., 2007; Skalsky et al., 2008). Esta
resisténcia pode ser explicada pelo uso
destes antimicrobianos em muitos tipos de
infeccbes nos bovinos. A gentamicina
apresenta bons resultados no tratamento da
mastite e esta presente em muitas
formulac6es comerciais no Brasil (Costa,
2006) e sua associacdo com a clindamicina
vem sendo utilizada como padrdo ouro no
tratamento da endometrite puerperal, desde
1979 (Pinto, 2007). Estes dois tipos de
infeccdes sdo muito comuns em bovinos, o
gque aumenta a utilizacdo da gentamicina
em bovinos no Brasil. A estreptomicina é
uma base muito utilizada na formulacdo de
medicamentos e é indicada para diversos
tipos de infec¢cdes, como nas casos de
leptospirose, diarréias, mastite,
pneumonias, entre outros. A facilidade de
acesso a esta droga, seu baixo custo e,
principalmente, suas inUmeras indicacdes
favorecem o uso indiscriminado da mesma.

A utilizacdo destes antimicrobianos em larga
escala na medicina veterinaria pode ter
levado ao desenvolvimento de resisténcia,
tanto por uso incorreto (dose, tempo) dos
medicamentos quanto por uso excessivo da
base.

A utilizacdo da rifampicina em casos de
brucelose humana no Brasil é questionavel,
pois além da tendéncia de resisténcia a este
antimicrobiano encontrada neste estudo (3
amostras resistentes e 54 amostras com
perfil intermediario), soma-se a aprovacao
pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria, e
Abastecimento  (IN33) e inicio de
comercializacdo de vacinas com a amostra
RB51 no pais desde 2009. Acidentes
vacinais com a amostra RB51 n&o devem
ser tratados com rifampicina, pois esta
amostra é resistente a elevadas
concentracdes desta droga (Schurig et al.,
1991; Ashford et al., 2004).

Uma das alternativas de tratamento para a
brucelose humana envolve a combinacao
de doxiciclina com ofloxacina com ou sem a
adicdo de outra base (Ariza et al., 2007).
Como em nosso estudo 100% das amostras
testadas foram susceptiveis a doxiciclina e a
ofloxacina (Tabela 1), o tratamento opcional
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sugerido por Ariza e colaboradores (2007)
parece ser o0 mais indicado para o
tratamento da brucelose humana por B.
abortus em nosso pais. Porém, a adicdo de
outra base nesta combinag¢do pode ser uma
alternativa mais segura, ja que Skalsky e
colaboradores (2009) relataram que o uso
de uma quinolona associada a doxiciclina
ou rifampicina € menos eficaz do que a
associacdo da doxiciclina com rifampicina
ou estreptomicina.

A determinacéo do perfil de susceptibilidade
dos isolados de B. abortus teve como
finalidade o estabelecimento de padrbes de
sensibilidade das amostras de origem
bovina existentes no Brasil, que podem ser
associados a origem ou tipificagdo das
amostras. As  amostras  resistentes
encontradas neste estudo se distribuiram
pelos Estados de Minas Gerais, Para e Rio
Grande do Sul (Tabela 3), sendo as duas
amostras multirresistentes originadas do
Estado de Minas Gerais. Entretanto, néo
houve interacdo entre o perfil de
susceptibilidade das amostras com sua
origem, biotipificacédo genotipificacdo
(Tabela 4). Foram observados quatro
biovariedades diferentes dentre as amostras
resistentes, o que indica uma grande
variagcao entre essas amostras (Tabela 4), ja
gue até o presente momento foram
relatadas cinco biovariedades (1, 2, 3, 4 e 6)
no Brasil (Minharro, 2009). Dentre as
amostras resistentes encontradas no Estado
de Minas Gerais, 75% (3/4) pertenciam a
biovariedade 1 e no Estado do Pard 100%
das amostras resistentes pertenciam a
biovariedade 3; porém ndo podemos afirmar
que estes dados mostram algum tipo de
interacdo, pois foi demonstrado por
Minharro (2009) que a biovariedade 1 é a
mais frequente no Estado de Minas Gerais e
a biovaridade 3 a mais frequentemente
encontrada no Estado do Para. Resultados
semelhantes foram  observados pela
genotipificacdo pelo painel 1 do MLVA1S6,
pois 0s genodtipos encontrados entre as
amostras resistentes foram aqueles mais
frequentes no Brasil (Minharro, 2009). A
auséncia de interacao entre a
genotipificacdo e o perfil de susceptibilidade
das amostras fica ainda mais clara quando
analisamos os painéis 2A e 2B, que
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apresentam maior diversidade (Le Fléche et
al., 2006; Minharro, 2009), pois maior
discrepéncia entre os resultados foi
observada. Podemos concluir entdo que
através das técnicas de bio- e
genotipificacdo ndo foi possivel o
agrupamento e a identificacdo das amostras
resistentes de B. abortus isoladas de
bovinos no Brasil.

5. CONCLUSOES

A grande maioria das amostras testadas foi
sensivel aos antimicrobianos comumente
utilizados para o tratamento da brucelose
humana;

Todas as amostras de B. abortus testadas
foram sensiveis a doxiciclina e ofloxacina;

Foram encontradas baixas frequéncias de
amostras resistentes a ciprofloxacina,
estreptomicina, gentamicina, sulfametoxazol
+ trimetoprim e rifampicina. Entretanto, para
este Ultimo antimicrobiano foi observada
uma alta frequéncia de amostras com

susceptibilidade intermediaria;

Duas (22,2%) dentre as nove amostras
resistentes  encontradas  apresentaram
multirresisténcia (perfis F e G);

N&o foi verificada uma interacdo entre o
perfil das amostras e sua origem,
biotipificagdo e  genotipificacdo  pelo
MLVAL6.
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