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RESUMO

A brucelose é uma infeccdo bacteriana de distribuicdo mundial que acomete os
mamiferos terrestres e aquaticos. A Brucella ceti é a cepa do género Brucella spp.,
responsavel por causar a infeccdo nos cetaceos. Com caracteristicas especificas de
resisténcia e multiplicacdo desta linhagem de patdégeno, como a inativacdo da
resposta fagolisossémica do sistema imune, sado produzidas alteracdes patoldgicas
sisttmicas nos mamiferos marinhos. A neurobrucelose é apresentada como
alteracdo diferencial das cepas marinhas ndo s6 nos mamiferos aquaticos como
também em infec¢des zoonbticas por cepas de B. ceti. Esta revisdo aborda aspectos
epidemioldgicos, moleculares e patologicos induzidos por infeccdo de B. ceti em
mamiferos aquaticos com énfase nos cetdceos, trazendo relatos zoondticos e
infec¢des na costa brasileira.

Palavras chaves: B.ceti; mamiferos aquéticos, infecdo



NASCIMENTO, Sara Lopes. Marine brucellosis with emphasis on cetaceans
(Literature review). Advisor: Prof. Dr. Robson Bahia Cerqueira. 2022. 39 f. TCC
(Graduate) — Bachelor's Degree in Veterinary Medicine, Center for Agricultural,

Environmental and Biological Sciences, Federal University of Recdncavo da Bahia

ABSTRACT

Brucellosis is a bacterial infection of worldwide distribution that affects terrestrial and
aquatic mammals. Brucella ceti is a strain of the genus Brucella spp. responsible for
causing the infection in cetaceans. With specific characteristics of resistance and
multiplication of this pathogen strain, such as the inactivation of the phagolysosomal
response of the immune system, systemic pathological changes are produced in
marine mammals. Neurobrucellosis is presented as a differential alteration of marine
strains not only in aquatic mammals but also in zoonotic infections by strains of B.
ceti. This review addresses epidemiological, molecular and pathological aspects
induced by B. ceti infection in aquatic mammals with emphasis on cetaceans,
bringing zoonotic reports and infections in the Brazilian coast.

Keywords: B. ceti; aquatic mammals, infection
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1 INTRODUCAO

A brucelose é uma zoonose infectocontagiosa crénica (Kersters et al., 2006;
Sola et al., 2014) endémica em vérias areas do mundo (Sohn, et al., 2003) que afeta
mamiferos, tanto terrestres quanto aquaticos (Jahans, K.L. et al., 1997; Foster, G. et
al., 2007; Dawson, C. E. et al.,, 2008; Whatmore A.M. et al., 2017) causada pela
Brucella spp. bactéria gram negativa, descrita em sua maioria como parasita
intracelular facultativa, segundo Kersters, et al. (2006). seria melhor descrita como
parasita intracelular facultativa, possuindo predilecdo pelo trato reprodutor do

hospedeiro.

Descrita inicialmente em seis espécies diferenciadas através das seguintes
trés propriedades hospedeiro principal, fendétipo e genoétipo (Sohn, A. H. et al., 2003;
Foster, G. et al.,, 2007) B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. ovis, B. canis e B.
neotomae. Atualmente foram adicionadas quatro cepas, sendo elas, B. microti, B.
ceti, B. pinnipedialis e B. inopinata (Gomes, 2013; Sola et al., 2014).

Em 1994 foram iniciados os estudos de uma nova cepa isolada de mamiferos
aquaticos (Ewalt et al., 1994; Ross et al., 1994; Foster et al., 1996; Garner et al.,
1997; Forbes et al. 2000) em um feto abortado do golfinho nariz de garrafa (Tursiops
truncatus) na california (Ewalt et al., 1994). Conhecendo-se assim a B. maris
(Jahans et al., 1997), capaz de infectar diferentes mamiferos aquaticos, que por sua
vez determina a especiacdo taxondmica a partir do hospedeiro, como por exemplo

Brucella ceti (Foster et al., 2007) e Brucella pinnipedialis (Foster et al., 2007).

Quatro casos de brucelose em humanos, por contaminacdo de cepas
marinhas, ja foram descritos. Brew et al., em 1999 descreve um caso de acidente em
laboratorio que cursou para uma infeccdo. Sohn et al. 2003 relatam 2 casos, de
contaminagcdo através da ingestdo de mariscos frescos, na costa do Peru, que
cursaram com neurobrucelose. O ultimo caso relato foi por McDonald et al., 2006
gue expde um paciente com osteomielite, causada por uma cepa de B. maris, similar

as descritas em focas e golfinhos.

O ambiente aquatico tem grande importancia para a saude do planeta terra, a
presenca de bactérias anteriormente terrestres em animais topo de cadeia, como o

exemplo do golfinho nariz de garrafa, gera uma enorme preocupacao, visto que
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indica uma evolugdo da bactéria, mudando o ambiente de instalagdo. A
contaminacdo por humanos a partir de cepas de Brucella spp. decorrentes da
vertente marinha, descritas nesta revisdo, demonstra a necessidade do avanco nas

pesquisas sobre este assunto (Van Bressem et al., 2009).
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

e Realizar uma revisdo de literatura sore a brucelose em cetaceos, enfatizando

aspectos epidemiolégicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Pesquisar a importancia da doenca em cetaceos

e Abordar aspectos da brucelose em mamiferos marinhos
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Identificagdo do agente e caracteristicas morfofuncionais

Microorganismos do género Brucella, cocobacilos gram-negativos, nao
formadores de esporos, ndo capsulados (CORBEL, 1997; PESSEGUIEIRO et al.,
2003), imoveis, descrita como parasita intracelular facultativa, aerdbica ou
microaerdfilas, algumas cepas exigem um complemento de 5 a 10% de CO,
aceitando uma temperatura 6tima de 37°C (VERONESI et al., 2010) e pH 6timo
entre 6,6 a 7,4 (SOLA et al., 2014).

Sao descritas 10 espécies do género Brucella spp. classificadas a partir das
diferengas de patogenicidade, hospedeiro preferencial, caracteristicas bioquimicas e
antigénicas. As espécies e seus biovares sao diferenciadas por meio de testes de
sorotipagem, tipificacdo de fagos, requerimentos de CO?, sensibilidade a corantes,
producdo de H2S, além das propriedades metabdlicas (ALTON et al., 1988; SOLA et
al.,, 2014) e PCR (Reacdo em cadeia da polimerase). Sdo elas B. abortus
(observadas em bovinos e bubalinos), B. melitensis (cabras, ovelhas e camelos), B.
suis (suinos e javalis), B. canis (cdes), B. ovis (ovelha), B. neotomae (ratos), B.
microti (ratazanas selvagens), B. ceti (cetaceos), B. pinnipedialis (pinipedes) e B.
inopinata. (GOMES, 2013).

Essas espécies sao divididas em dois grupos distintos pela antigenicidade.
Sendo lisas ou rugosas, baseado nas caracteristicas de multiplicacdo nos meios de
cultura e na constituicdo da parede celular, presenca ou auséncia da cadeia O,
componente do lipopolissacarideo (LPS) localizada na superficie externa da Brucella
spp., tendo relacdo com a viruléncia de algumas espécies (CARDOSO et al., 2006).
B. melitensis, B. abortus, B. suis e B. neotomae, B.pinnipedialis, B. ceti, B. microti e
B. inopinata fazem parte das colbnias lisas, que possuem o lipideo A,
oligossacarideos e a cadeia O. Ja a B. canis e B. ovis., SG0 espécies que pertencem

ao grupo das rugosas, que nao apresentam a cadeia O (ALTON et al., 1988).
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Brucella spp. € uma bactéria intracelular facultativa, que se apresenta isolada
em sua maioria, porém pode ser vista em pares e raramente em grupos. Possuli
entre 0,6 a 1,5 micrbmetros (um) e cerca de 0,5 a 0,7 uym de didmetro, com
resisténcia a acido fraco. A morfologia deste grupo € constante com raro
pleomorfismo. S&o bactérias anaerdbias ou cianofilicas, possuindo crescimento
O0timo em altas concentracdes de dioxido de carbono. S&o catalase-positiva,
oxidase-positiva, redutoras de nitrato em nitrito, urease-positiva (com excecao de
algumas espécies), indol-negativas, negativas para liquefacdo de gelatina e nao
produtoras de &cido a partir de carboidratos em meios convencionais (SOUSA,
2019).

Possuem a parede celular composta por lipopolissacarideos (LPS) que
determinam a classificacdo entre lisas e rugosas deste grupo de bactérias. As
colénias lisas possuem o conjunto de LPS completo, o lipidio A, o nucleo
oligossacarideo e uma cadeia O-polissacarideos, sendo a presenca desta ultima
camada responsavel pela determinacdo das estirpes como lisas ou rugosas. O
conjunto de Brucella spp., responsavel pela infeccdo dos mamiferos marinhos
possui a cadeia O-polissacarideo sendo definida como uma estirpe lisa, assim como
a B. abortus, cepa responsavel por causar alteracdes patoldégicas nos bovinos
(UENO et al. 2020).

Para a caracterizacdo molecular das cepas de Brucella em geral é utilizada a
identificacdo através do operon rRNA, particularmente o gene 16SrRNA. A presenca
do elemento genético movel IS711 e sua distribuicdo no genoma bacteriano é
utilizada para a caracterizacdo das cepas, para as cepas de mamiferos marinhos
ocorrem no minimo 25 copias do IS711, apresentando significativamente um nimero

maior de copias que as espécies classicas, exceto a B. ovis (BRICKER et al., 2000).

3.2 Aspectos das diferentes espécies de Brucella spp. no ambiente marinho

Com a evolucédo nos estudos foi possivel perceber que molecularmente as

cepas isoladas de mamiferos aquaticos se diferenciavam das isoladas de mamiferos
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terrestres, com a mesma caracteristica de predilecdo de acordo com o hospedeiro
preferencial (GROUSSAUD et al.,, 2007; ROSS et al.,, 1996), levando a uma
classificacdo de duas novas espécies a B. ceti, anteriormente denominada B.
cetacea segundo Cloeckaert et al. (2001), tendo os cetdceos como hospedeiro
principal, e a B. pinnipedialis segundo Cloeckaert et al. (2001), tendo as focas como
principais hospedeiros. Os isolados de B. ceti e B. pinnipedialis podem ser
distinguidos por sua necessidade de CO para o crescimento e de acordo com seu

metabolismo oxidativo.

A B. ceti foi isolada inicialmente a partir de uma lesdo de pele em uma
toninha, Phocoena phocoena (LINNAEUS, 1758). Tem como hospedeiros principais
botos, golfinhos e baleias. Apresenta as caracteristicas basicas do género Brucella
spp., visiveis no meio de Farrell e no agar-sangue de ovelha Columbia ap6s 3 a 4
dias, ndo comuns em pares, normalmente individuais. Nao necessita de CO: para
crescimento, temperatura ideal de 37°C, crescendo entre 20 e 40°C. O pH 6timo é
entre 6,6 a 7,4. O acido glutamico, a L-arabinose, a D-galactose, a D-ribose e a
Dxilose séo oxidados, ja a L-alanina, L-asparagina, L-arginina, DL-ornitina e L-lisina
nao sdo oxidadas. O mesoeritritol pode ou ndo ser oxidado. As culturas sao lisadas
pelos fagos 1z e Wb, mas nao ocorre lise nos fagos Tb e R / C (FOSTER et al.,
2007).

A partir da analise de multilocos com indexacédo de 21 loci, os isolados de B.
ceti foram subdivididos em 3 grupos: B. ceti tipo golfinho, B. ceti tipo boto e B. ceti
tipo humano, de acordo com o hospedeiro preferencial sendo o ultimo grupo de
isolado referente a um caso humano na Nova Zelandia que ndo se agrupa a nenhum
dos dois grupos anteriores (MAQUART et al., 2009), o que aumenta a necessidade
de estudos e pesquisas para confirmacéo do poder zoonético da infeccédo atravées
dos mamiferos aquaticos (GROUSSAUD et al., 2007).

A caracterizacdo molecular baseada no sequenciamento multiplos loci genes
permitiu a diferenciacdo de 3 genotipos diferentes isolados predominantemente de

cetdceos ST23, ST26, ST27. Também através dos seguintes marcadores
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moleculares de analise de restricdo enzimatica dos genes omp2a, omp2b e omp25
(ROCCA, 2012).

A B. pinnipedials foi isolada inicialmente a partir do bagco de uma foca comum,
Phoca vitulina (LINNAEUS, 1758). Tem como hospedeiro principal as focas.
Apresenta as caracteristicas basicas do género Brucella spp., visiveis no agar
sangue de ovelha Columbia normalmente entre 3 a 4 dias. O crescimento no meio
de Farrell é lento, levando de 7 a 10 dias, ou ausente. Em sua maioria as cepas
requerem suplemento de Co? para o crescimento, temperatura ideal de 37°C,
crescendo entre 20 e 40°C. O pH 6timo € entre 6,6 a 7,4. Nos testes de metabolismo
oxidativo, o &cido L-glutamico, D-ribose e mesoeritritol sdo oxidados, ja a L-alanina,
L-arginina, L-asparagina, DLornitina, L-lisina, L-arabinose, D-galactose e D-xilose
ndo sdo oxidados. A lise das culturas é produzida pelos fagos 1z e Wb, néo
ocorrendo lise com R / C. Um pequeno numero de estirpes exibe lise com o fago Tb
(Foster et al., 2007). Para os isolados de B. pinnipedialis a caracterizagdo molecular
baseada no sequenciamento multiplos loci genes observou-se dois grupos ST24 e
ST25 (ROCCA, 2012), Figura 1.
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Caracteristica B. ceti(17 cepas) B. pinnipedialis (11 cepas)
Urease + +
Lise por fago em RTD:

Th

Wb EU

RIC "
Oxidacdo de:

L-Alanina - -

L-Arabinose + -

L-Arginina - -

L-Asparagina - _

meso- Eritritol D N

o -Galactose + -

L-Acido Glutamico + N

L-Lisina - -

oL -Ornitina - -

o -Ribose + +

o -xilose + -
Anfitrido preferido Cetaceos Selos

Figura 1. Caracteristicas diferenciais cepas marinhas. Caracteristicas diferenciais de Brucella
ceti sp. nov., Brucella pinnipedialis sp. novembro e outros membros do género Brucella. Adaptado:
(Foster et al., 2007).

3.3 Cetaceos

Classificados como mamiferos aquaticos por possuirem caracteristicas
similares aos mamiferos terrestres, os cetdceos sao subdivididos em duas ordens:
os odontocetos (Odontoceti) e os misticetos (mysticeti). A ordem Odontoceti é
composta pelos individuos que possuem cadeia dentaria, importante para o
consumo de peixes e lulas na dieta alimentar, entre os odontocetos podemos citar
os golfinhos e botos. A ordem Mysticeti € composta pelos individuos que né&o
possuem denticdo, este grupo de mamiferos aquaticos possuem cerdas bucais,
conhecidas popularmente como “barbatanas”, responsaveis pela captura e filtracdo
dos alimentos, entre os misticetos podemos citar as grandes baleias, como a baleia
jubarte (Megaptera novaeangliae) e a baleia de minke (Balaenoptera acutorostrata)

(JACOBINA, 2000).
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Ao observar a morfologia destes animais, fica mais facil compreender como
animais que possuem habitat exclusivamente aquatico podem ser classificados
como mamiferos. Os mamiferos aquaticos possuem glandulas mamarias, com
fisiologia similar a dos mamiferos terrestres. Diferenciam-se também dos outros
animais marinhos por possuirem a necessidade de respiracdo na superficie.
(FORDYCE et al. 2009). A dindmica populacional dos cetaceos esta intimamente

BOTO-CINZA

Sotalia guianensis

PONTAL ITAPOA (SC) '@ S
16/05/2021

univille

Figura 2. Sotalia guianensis encalhado morto, Santa Catarina.
Fonte: https://g7sc.com.br/boto-cinza-encontrado-morto-em-sc-apresentava-roupa-intima-feminina-presa-as-
nadadeiras-peitorais/

relacionada com os impactos causados pela infec¢do por B. ceti, os golfinhos por
exemplo sdo animais que se apresentam normalmente em grupos de 2 a 6
individuos, podendo chegar a 60 participantes, o que facilita a transmisséo horizontal
da bactéria entre estes. Nos aspectos reprodutivos, os Sotalia guiannensis por
exemplo levam cerca de 9,2 meses em gestacdo, normalmente com 0 nascimento
de apenas um filhote por ciclo, além de terem a maturidade sexual alcancada em
idades mais avancadas 6 anos em média (CARVALHO et al., 2012), 3x mais tarde
gue as novilhas por exemplo, que alcangam a maturidade aos 2 anos de vida em
média (ARAUJO et al., 2018).

Por possuirem habitat costeiro os cetaceos tém grande importancia para a
conservacao do habitat marinho. Por conta da proximidade com a costa, o0s
golfinhos, por exemplo, passaram a ser chamados de animais sentinelas, pois
ajudam a monitorar 0 ecossistema esclarecendo aspectos epidemiolégicos e
sanitarios das populacbes. Os registros de eventos epidemiolégicos nestas
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populagdes sdo essenciais para a identificagédo da circulacé@o e da rota geografica de
doencas nos ambientes (GUIMARAES, 2015).

3.4 Aspectos epidemiolégicos

A partir do primeiro isolamento do patdgeno em um feto abortado de um
golfinho (Tursiops truncatus) outros estudos foram conduzidos buscando novos
conhecimentos sobre a até entdo Brucella maris. Com o passar do tempo foi
possivel a constatacdo de que assim como as cepas terrestres as infeccbes em
mamiferos marinhos variam de caracteristicas sendo definida duas espécies
distintas B. ceti, os cetaceos, golfinhos, botos e baleias e B. pinnipedialis para os

pinipedes como as focas (NYMO et al., 2011).

Mais de 50 espécies de mamiferos marinhos foram descritas como
soropositivas para Brucella spp., como as toninhas, Phocoena phocoena, da familia
Phocoenidae, as lontras, Lutra lutra, da familia Mustelidae e as focas comuns,
Phoca vitulina, da familia Phocidae, a grande maioria dos individuos que resultaram
positivo para este tipo de infeccdo séo de animais encalhados nas costas oceénicas
das Américas e Europa, oceano Atlantico e das margens sudoeste e leste do oceano
Pacifico (ORTOLANI, 2019). No Brasil a incidéncia da brucelose marinha tem suas
maiores taxas no estado do Ceard (SOUSA et al., 2021), onde segundo a Embrapa
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria) esta o segundo maior rebanho
positivo do Brasil.

3.5 Transmissibilidade (ambiente marinho)

Apesar dos esfor¢cos contidos nos estudos, pouco se sabe ao certo quais 0s
mecanismos utilizados pela B. ceti para a sua transmisséo. Por serem imoveis e nao
possuirem boa resisténcia em ambientes externos é possivel considerar que uma
das principais formas de transmissdo é o contato direto entre 0s cetaceos como por
exemplo nas relagbes sexuais e amamentacdo (ROCCA, 2012). O isolamento de
altas cargas do patégeno em amostras de fetos abortados e seus complementos nos

permitem compreender que, 0 contato de outros animais com estes tecidos pode ser
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uma via de transmissdo de alto potencial. Assim como é possivel construir uma
relagdo de transmisséo por via vertical da mée para o feto, através do isolamento da
B. ceti de fetos abortados e placentas (GONZALEZ- BARRIENTOS et al., 2010).

A partir do isolamento da B. ceti do leite, anexos fetais, secrecfes liberadas
durante o periodo de gestacdo, 6rgdos reprodutores, € possivel a conclusdo da
transmissao vertical e horizontal, afirmando assim o tropismo caracteristico deste
patdgeno por O6rgdos reprodutores como acontece nos mamiferos terrestres
(HERNANDEZ-MORA et al., 2008)

A presenca de parasitas nematddeos pulmonares como Halocercus e
Pseudalius infectados por Brucella spp. evidenciou a capacidade de transmissao
alimentar desta bactéria. Pouco se sabe sobre o ciclo de vida destes parasitos,
porém € de conhecimento geral que estes nematdides possuem como hospedeiros
alguns peixes que fazem parte da dieta alimentar de golfinhos e baleias, o que pode
propor uma via de infeccdo e transmissibilidade através da alimentacdo (DAWSON
et al. 2008). Estudos conduzidos por EL-TRAS et al. (2010) observaram que a B.
melitensis possui a capacidade de se reproduzir nos nematdédeos que infectam
peixes de adgua doce gerando assim a possibilidade da existéncia de vetores de

transmissao no ambiente aquatico.

3.6 Aspectos imune estimulado pela Brucella ceti

Em relagdo ao sistema imunologico dos mamiferos marinhos, apesar das
condicBes naturais serem bastante diferenciadas, existe uma grande similaridade
com os mamiferos terrestres. Os 6érgéaos linféides primarios e secundarios possuem
as mesmas caracteristicas com algumas diferencas, como por exemplo o baco dos
cetaceos € extremamente menor em relacdo a outros mamiferos, cerca de 0,2% do
peso corporal, podendo também ser acompanhado pelos chamados “bagos
acessorios” ainda menores (ROMANO et al. 1993). Baleias e golfinhos possuem
fibras de muasculo na camada subcapsular de alguns linfécitos, que possibilita um
movimento ativo do orgéo, potencializando a filtragéo do fluido linfatico através da
contracao capsular nos linfonodos (COWAN; SMITH, 1999).
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Os mamiferos aquaticos ndo possuem ceco e apéndice, importantes
ferramentas para o sistema linfatico, com grandes aglomerados de tecido linféide.
Alguns cetaceos possuem um 6rgdo linfoepitelial mucoso no canal anal
denominadas de tonsilas anais. Com excecdo das espécies Delphinus delphis
(Golfinho-comum-de-bico-curto) e Phocoena phocoena (Toninha-Comum), a
arquitetura dos linfonodos é igual a dos mamiferos terrestres. As espécies citadas
anteriormente possuem disposicdo cortex medular contraria aos padroes,

semelhante aos equinos e suinos (SILVA, 2014).

Estudos experimentais realizados em camundongos, com infec¢ao por B. ceti
e B. pinnipedialis indicam que a defesa bacteriologica é iniciada com a imunidade
inata precoce e posteriormente pela resposta adaptativa. Foi possivel relatar que a
resposta IgM apresentou niveis mais altos no dia 14 e a resposta IgG obteve
maiores picos no dia 21. Para a andlise de citocinas séricas 0s resultados
encontrados foi um aumento de IL-12 no sétimo e no décimo quarto dia de
experimento (NYMO et al., 2016).

Os receptores de reconhecimento padrdo (PRRS) iniciam o processo de
reconhecimento do antigeno através dos padrdes moleculares associados ao
patdogeno (PAMPSs), estes PRRs estdo presentes na membrana plasmatica ou em
compartimentos intracelulares. Dentre os PRRs os receptores tipo toll (TLR - Toll like
receptors) destacam-se por serem responsaveis pela sinalizacdo, ativacdo de
linfécitos e ativacdo de cascatas para a expressdo de moléculas co-estimuladoras
como CD80 e CD86, que codificam glicoproteinas da superfamilia das
imunoglobulinas, expressas nas células apresentadora de antigeno (APC), como o0s
macréfagos (MELO, J. 2017). Oliveira et al.,, 2008 evidenciam a participagdo do
TLR2 e TLR4. HUANG et al., (2005) apontam que o DNA da Brucella spp. possui
ligantes para o TLR9, essencial para a ativacdo de citocinas Thl. Segundo
MACEDO et al.,, 2008 a auséncia do TLR9 diminui a producdo de linfocitos B,
macrofagos e outras células de defesa. Aléem dos segmentos expostos acima a IL-8,

IL-6 , IL-1 e 0 TNF-a (Fator alfa de necrose tumoral) séo citados como importantes
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fatores de reconhecimento e ativacao do sistema imunolégico (COELHO-CASTELLO
et al., 2009).

Moléculas especializadas em fagocitose como os macrofagos atuam de forma
necessaria para a defesa contra os microorganismos patogénicos através da
inducéo de superoxido, peréxido de hidrogénio e 6xido nitrico, além da producéo de
citocinas como a IL-12, que induz a resposta do tipo Th1 pela produgdo do IFNy
(Interferon gama) através da ativacdo de mais macrofagos. As células dendriticas
possuem o papel de apresentacdo de antigeno e producdo da II-12 que irdo
estimular as células NK (Natural killer) a produzirem mais IFNy. A IL-12 exerce o
papel de ativacdo de células TCD4+ diferenciando-as para o perfil de resposta
imune TH1 que ird produzir IFNy e TNF-a. O IFNy possui ainda outro papel
essencial para a resposta imunoldgica contra o patdgeno, é responsavel por ativar
as funcBes microbicidas dos macrofagos e estimulagdo do MHC de classe | e Il
(Complexo de histocompatibilidade principal) que induz a troca da imunoglobulina

IgG em IgG2a favorecendo a fagocitose (REIS L. B., et al. 2015).

Apesar da grande importancia da resposta imunoldgica inata para o controle da
infeccdo por Brucella spp. a efetividade da resposta adquirida tende a apresentar
maior definicdo contra este tipo de infeccdo. As moléculas co-receptoras CD4+ e
CD8+, presentes nos linfocitos T auxiliares e T citotoxicos respectivamente,
determinam a classe MHC que serd responsavel pelo processamento dos
fragmentos peptidicos do antigeno. Os linfécitos TCD4+ e suas citocinas sao fatores
importantes para a efetividade da resposta imunoldgica, porém os linfécitos TCD8+ e
sua atividade citotéxica € considerada a resposta imunoldgica com maior eficiéncia

para o controle da infeccdo por Brucella spp. (MOL, 2012).

ApOs a entrada da Brucella spp., a primeira linha de defesa, incluindo
macrofagos e DCs, é ativada, o patébgeno entra nos macréfagos via TLRs,
receptores Fc e jangadas lipidicas ocorrendo a formacédo dos fagolisossomos. A
maioria das bactérias € morta nos fagolisossomos e o restante persiste no nicho
intracelular e inicia a multiplicacdo. As células B participam da internalizagdo de

Brucella spp. em macrofagos por meio da secrecao de anticorpos. Os macrofagos



24

apresentam antigenos de Brucella spp. as células T via MHCs e ativam as células T
do tipo Thl. A internalizacdo por TLRs ativa vias de sinalizagdo associadas a
citocinas e quimiocinas. Além disso, os macréfagos podem afetar a ativacdo das
células NK pela secre¢éo de citocinas. Antigenos de Brucella spp. sdo apresentados
as células CD4 p e CD8 p via MHC para que haja a acao citotoxica principalmente
das células CD8 debelando a infeccao (AMJADI et al. 2019).

Granulomatosis

—ys o
=) =akes “9 LPS

e P
Cyclic beta gluean —)? @%’\;\g_&\ / 48 @
wie S "

® x0>- @@

.,
-
~<
e 0
¢
o
@

Y £ N 0” A W

\B n/ c.o. /Q \\ N
NS < »\‘lkf—r p \ / \ "—I\;-T’
- >

Y BSF — <« Brucella Death

Figura 3. Resposta imune a Brucella spp. Fonte: (AMJADI O. et al. 2019)

3.7 Patogénese nos cetaceos

Apos a infeccdo, que pode ocorrer tanto por via de contato direta com indireta,
a bactéria é transportada por células fagociticas para os linfonodos. Por possuir
predilecdo pelo eritritol (alcool polihidrico com quatro carbonos), que ao ser
metabolizado pelo patdgeno torna-se uma fonte de carbono e energia (SAMARTINO
& ENRIGHT, 1996), costuma ter tropismo por células do sistema reprodutor como as
células do atero, sistema mamario e epididimo. Diferente de outras bactérias gram-
negativas a Brucella spp. ndo possui mecanismos de viruléncia como exotoxinas,
citolisinas, flagelo, capsula, fimbria, plasmidios, fagos lisogénicos, formas de
resisténcia, variacdo antigénica, lipopolissacarideo endotoxico ou indutores
apoptoticos (MORENO & MORIYON, 2001), este patégeno possui a capacidade de
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adaptar-se a baixos niveis de nutrientes, oxigénio e ao pH &cido (KOHLER et al.,
2002).

Apesar de ndo possuir todos os seus mecanismos de viruléncia totalmente
elucidados sabe-se que a Brucella spp. possui como fatores importantes para o seu
desenvolvimento, multiplicacdo e sobrevivéncia as seguintes ferramentas: (1)
Sistema regulatorio BVR/BvrS; (2) Sistema transportador ABC; (3) a camada LPS;
(4) B-1,2 glucanos ciclicos; (5) Sistema de secrecéao tipo IV, entre outros como a
atividade de catalase e urease e a acdo de determinados genes para a codificacao
de outras proteinas (SA, J.C., 2011).

O sistema regulatorio BvR/BvrS é composto por duas proteinas, a BVvR é uma
proteina regulatéria e BvrS é uma proteina histidina-quinase, que provocam o
recrutamento de GTPases e polimerizacdo de fibra de actina, permitindo assim a
invasdo celular (GUZMAN-VERRI et al., 2002). Além disso estudos realizados com
cepas mutantes, apresentam multiplicacdo reduzida, persisténcia minima em baco
de camundongos, invasividade e replicacdo limitada nos macrofagos, sugerindo
incapacidade de inibir a fusdo do fagolisossomo, resposta imunitaria importante para
a opsonizacao do patégeno (KO & SPLITTER, 2003).

O sistema transportador ABC € um conjunto de proteinas transmembrana que
utilizam a energia resultante da hidrolise de ATP para o transporte de uma gama de
moléculas através de membranas bioldgicas, tanto para dentro (importacdo) quanto
para fora (exportacdo) das células hospedeiras (MOREIRA, D. 2012). Estudos
realizados com camundongos infectados por uma cepa de B. ovis mutante, sem a
presenca do sistema transportador ABC confirmam a importancia deste para a
sobrevivéncia intracelular do patégeno, obtendo o resultado de atenuacdo da cepa
no baco e figado das amostras (SILVA, T.M et al, 2011).

A camada de lipopolissacarideo presente no antigeno é determinante para a
viruléncia e permanéncia do patdgeno no organismo hospedeiro. A LPS é composta
por trés segmentos: uma camada de oligossacarideos, lipoproteina A e uma cadeia
O ou antigeno O, responsavel pela atividade virulenta da LPS (ANDREAS F., et al,

2010), comprovado mediante estudos que amostras mutantes sdo atenuadas nos
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macréfagos (Lapaque et al.,, 2005). A camada de lipopolissacarideo possui menor
susceptibilidade a atividade dos macréfagos, baixa atividade ferropénica e baixa
pirogenicidade. Através da producdo de nucleotideos guanina e adenina
monofosfato ocorre a inibicdo do fagolisossomo, da degranulagcédo, da ativacdo do
sistema Zinco-cobre-superéxido e da producdo do TNF (fator de necrose tumoral)
(BIZARRO, B. 2015).

O B-1,2 glucanos ciclicos sé@o responsaveis por agirem nas balsas lipidicas
dos macrdéfagos afetando o trafego intracelular, desta forma participam do controle
da fuséo fagolisossomal (GLOWACKA et al, 2018). Apoés adentrar as células de
defesa, como o macrofago ocorre a formagdo de um vacuolo, denominado BCV
(vacuolo contendo Brucella) que interage com os sitios de exportacdo do reticulo
endoplasmatico, formando uma organela intracelular que ird permitir a replicacéo,
esta interacao e aquisicdo de membranas do RE é mediada pelo TSS4 (sistema de
secrecéo do tipo 1V), codificado pelo locus VirB (SOUZA, F.G., 2009).

O TSS4 também é responsavel pelo trafego intracelular do patégeno, através
de uma via especifica que escapa da fusédo fagolisossomal permitindo a localizacao
no interior de vesiculas associadas ao RE onde encontram-se os sitios intracelulares
de replicacdo. Sendo assim € possivel observar que o sistema de secrecao tipo IV
age na sobrevivéncia intracelular, maturacdo do vacuolo e transporte ao sitio de
replicacdo (BOSCHIROLI, M. L., et al. 2002).

Além dos fatores citados anteriormente, estudos abordam a existéncia de
superéxido dismutase e catalase (GEE et al. 2005), urease (SANGARI et al. 2007),
citocromo oxidase (LOISE-MEYER et al. 2005), Alquil hidroperéxido redutase (AhpC,
AhpD), Oxido nitrico redutase (NorD) e Reparo por exciséo de base (BER) (SELEEM
et al. 2008) e o Fator de viruléncia Brucella A (BvfA) proteina periplasmatica que
ocorre apenas no género Brucella (LAVIGNE et al., 2005), como outros mecanismos

gue atuam na sobrevivéncia e evolucao deste patdgeno nos organismos infectados.

3.8 Alteracdes patoldgicas
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A brucelose marinha, assim como a brucelose nos mamiferos terrestres é
considerada como uma doenca sistémica, desta forma € possivel observar diversas
alteracdes patoldgicas em varios sistemas como o sistema reprodutivo, um dos mais
afetados por este patdégeno, sistema cardiovascular, sistema nervoso central, 0Ssos
e articulacdes, sistema respiratério, sistema reticuloendotelial, pele e outros érgaos
(GUZMAN-VERRI et al., 2012).

Em relatos que discorrem sobre o sistema reprodutor masculino e feminino,
MILLER, G.W. et al. (1999) descreve os primeiros casos de placentite induzida por
Brucella spp. em golfinhos nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus) habitantes do norte
da Escocia, o patégeno foi isolado a partir de fetos abortados e seus anexos.
OHISHI, K. et al. (2003) relatou a presenca de les6es nodulares nos testiculos,
granulomas nodulares no endométrio uterino, orquite cronica purulenta
granulomatosa, de baleias minke comum (Balaenoptera acutorostrata) do pacifico
norte ocidental. GONZALEZ-BARRIENTOS et al. (2010) demonstram a presenca de
placentite necrosante grave e um feto morto em um golfinho listrado (Stenella
coeruleoalba) encontrado encalhado vivo na costa leste do pacifico tropical da Costa
Rica. neste estudo foi possivel o isolamento do patégeno a partir de varios 6rgaos
tanto do individuo adulto quanto do feto morto. Alteragcbes morfolégicas como
aumento testicular, por conta da presenca de abscesso contido em cépsula fibrosa,
em uma toninha (Phocoena phocoena), também séo descritas (DAGLEISH, M.P. et
al. 2008).

Para a sobrevivéncia no ambiente marinho o sistema cardiovascular destes
mamiferos possui algumas adaptacdes como a retia, massa de vasos do sangue,
que controla a frequéncia sanguinea dos cetaceos nas alteracdes de pressao, que
ocorrem frequentemente pelos mergulhos profundos e retornos a superficie para a
respiragdo (OCHRYMOWYCH; LAMBERTSEN, 1984). Alteracbes no sistema
cardiovascular estdo diretamente associados a problemas na natacdo e possivel
encalhe desses animais (PONGANIS, 2008). Em estudo com uma fémea de golfinho
listrado (Stenella coeruleoalba) que apresentava neurobrucelose foi possivel
observar endocardite conspicua grave (GONZALEZ-BARRIENTOS et al., 2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3417395/#B114
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A neurobrucelose vem sendo descrita com frequéncia em golfinhos listrados,
ainda que seja desconhecida a via de passagem pela barreira hematoencefalica,
diferente dos outros mamiferos terrestres, com excecdo dos humanos
diagnosticados com brucelose de cepas marinhas (SOHN et al., 2003). Os achados
patologicos presentes no sistema nervoso central sdo hiperemia de meninges e
cérebro, turbidez de liquido -cefalorraquidiano com aumento de volume e
celularidade (DAVISON et al., 2009). Sinais clinicos como opistétono, dificuldade na
flutuabilidade, convulsdes, desorientacdo e tremores, foram descritos (GUZMAN-
VERRI, C. et al 2012).

Figura 4. Achados patolégicos - (A) Hemisférios cerebrais e cerebelo apresentando hiperemia nos
vasos meningicos de um golfinho riscado. (B) Hidrocéfalo com aumento dos ventriculos laterais
observados em sec¢éo transversal da regido caudo-lateral do hemisfério esquerdo do cérebro de um
golfinho riscado provocado por acumulacao de liquido cefalorraquidiano secundario a inflamacéo
envolvente ao sistema ventricular, seta indica um vaso sanguineo hiperémico. Fonte: Bizzarro, 2015.

Apesar de ndo estar claramente associada com a infeccdo pulmonar,
cethceos que possuiam nematdides infectados apresentavam infeccbes
inflamatorias e lesdes patolégicas como pneumonia necrosante aguda, subaguda e
cronica. As infecgdes pulmonares estao intimamente ligadas com os encalhes pois
alteram a capacidade de natacdo dos individuos (TRYLAND, M. et al. 1999). As
lesbes encontradas em golfinhos listrados séo similares as presentes em humanos
infectados por Brucella spp. estas lesbes sao caracterizadas por pneumonia
intersticial e broncopneumonia, alteracdes bronquiolares, hiperemia e hiperplasia
fiboromuscular (GARCIA-RODRIGUEZ et al. 1989; MUNOZ, P. et al. 2006).
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Figura 5. Golfinho listrado vivo (Stenella coeruleoalba) com neurobrucelose, também apresentando lesGes de
causa desconhecida, manuseadas por habitantes de Playa Guiones, Costa Rica (24 de agosto de 2011).
Fonte: Hernandez-Mora et al., 2013.

3.9 Diagndstico clinico-epidemioldgico e laboratorial

Apesar dos esforcos para o isolamento e caracterizacdo da B. ceti até o
presente momento ndo existe um teste diagndstico especifico para a brucelose nos
animais marinhos, este impasse deve-se principalmente as condi¢cdes em que estes
animais normalmente sdo encontrados e estudados. Em sua maioria as pesquisas
relacionadas a brucelose marinha sédo produzidas através de animais encalhados,
normalmente mortos e em estado de putrefacdo ja avancado, o que dificulta tanto o
diagnéstico clinico, como as pesquisas laboratoriais por conta de possiveis

infec¢des concomitantes por outros patdégenos (DAWSON, C. et al. 2008).

A fim de determinar um teste sorolégico especifico para a brucelose nos
mamiferos marinhos, Hernandez-Mora et al. 2009 produziram um ensaio enzimatico
indireto (iElisa) que identifica as imunoglobulinas G (IgGs) de 17 espécies de
odontocetos em um Unico grupo, com a utilizacdo de lipopolissacarideos de B.
melitensis e B. abortus, amostras sorolégicas de individuos negativos para doencas
infecciosas e individuos infectados com a B. ceti. O estudo fez a comparacao do

teste iElisa com o do da proteina G (gElisa), o Elisa competitivo (cElisa), teste de
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imunofluorescéncia (IF) e dot blot (DB). A partir da andlise dos resultados de
correlacao e concordéancia foi possivel constatar que a sensibilidade e especificidade
do iElisa foi superior ao gElisa e cElisa, apresentando boa concordancia 65% com o
teste gElisa e baixa apenas 46% com o teste Elisa competitivo. Em relacdo aos
testes de IF e DB o projeto de teste padréo “ouro” para diagndstico da brucelose nos
cetaceos, iElisa, apresentou maior especificidade (HERNANDEZ-MORA et al. 2009).

O isolamento do patégeno demanda ainda mais esforcos que a identificacao
de respostas antigénicas por testes sorolégicos. Em sua maioria os individuos
utilizados para as pesquisas apresentam condi¢cdes corporais desfavoraveis que
dificultam o isolamento do patégeno (MAQUART M., et al. 2009). A partir de uma
investigagdo imuno-histoquimica, realizada em uma toninha (Phocoena phocoena)
capturada viva na costa da Bélgica, com necropsia realizada logo apos 6bito, foi
possivel observar coloracdo positiva intracitoplasméatica difusa para Brucella spp.. A
microscopia eletrénica também apresentou resultado positivo para o agente. O
isolamento foi feito em agar Brucella e apresentou atividade de catalase, oxidase e
urease, com perfil tipo de B. ceti (JAUNIAUX, T.P. et al. 2010).

Com o aumento dos isolados de B. ceti passou a ser possivel a
caracterizacdo molecular destes patdgenos principalmente por analise de sequéncia
multilocus (MLSA) e andlise de multilocus de numero variavel (MLVA) que
conseguiram identificar 3 grupos principais de B. ceti. O genoétipo ST27 apresenta
destaque por estar relacionado a 3 casos de infeccdo em humanos (WHATMORE,
A.M. et al. 2017).

Os resultados obtidos através de testes soroldgicos para infec¢ao por Brucella
spp. em animais de vida livre, como é o caso da maioria dos cetaceos, necessitam
de uma analise critica minuciosa visto que os testes empregados nestes individuos
normalmente sdo produzidos para animais de producdo, onde existe todo um
conhecimento de exposi¢éo e evolucéo destes individuos. E importante salientar que
resultados sorolégicos positivos ndo necessariamente indicam a presenca de
infeccdo ativa nos individuos, pois 0s niveis séricos e imunolégicos podem variar ao

longo da vida do hospedeiro. O padrdo ouro para o diagnostico de infeccéo por B.
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ceti nos cetaceos segue sendo o isolamento e cultivo bacteriologico (ROCCA, M.
2014).

3.10 Descricédo de brucelose marinha em cetaceos da costa brasileira

O Brasil possui aproximadamente 9500 km de costa com uma biodiversidade
extremamente vasta. Os cetaceos estdo presentes praticamente por toda a faixa
litoranea brasileira. Os golfinhos e os botos sdo mamiferos aquaticos que possuem
habitos costeiros o que permite uma maior relacdo com os seres humanos. cerca de
40 espécies de cetaceos ja foram registradas na costa brasileira. Na regido nordeste
as espécies mais presentes sdao o0 boto (Sotalia guianensis) e o golfinho (Tursiops
truncatus) (SILICIANO, SALVATORES, 2001).

Um estudo realizado na costa brasileira comprovou a exposi¢do dos cetaceos
a B. ceti, com a analise de 129 individuos encontrados encalhados, vivos ou mortos,
ou capturados. Neste estudo ndo foi possivel a colonizacdo da bactéria. Foram
realizadas analises moleculares através da extracdo de DNA, onde 13 dos 129
individuos analisados apresentaram resultado positivo no teste de PCR. Dos animais
positivos 11 foram levados a necropsia e as seguintes alteracdes foram registradas:
linfoadenomegalia, esplenomegalia, osteoartite; e broncopneumonia associada a
presenca de Halocercus em um golfinhos no estado do Ceara (SANCHEZ-
SARMIENTO et al. 2017; 2019). Em 2017 também foi obtido resultado positivo em
um exame PCR de um golfinho no estado de Pernambuco (ATTADEMO, F. et al.
2017).

O boto cinza (Sotalia guianensis) é o cetaceo de maior distribuicdo geografica
da costa brasileira, sendo possivel a sua observacdo por praticamente toda esta.
Por possuir habito costeiro esta vulneravel a agdo humana, tanto diretamente como
por causa da atividade pesqueira, quanto indiretamente pela degradacdo do
ambiente. Por conta desta caracteristica, individuos pertencentes a esta espécie
vém sendo considerados como animais sentinelas (MOURA, J. 2009). Um estudo
realizado com os animais no Nordeste conseguiu obter resultado positivo para a B.

ceti através de testes moleculares tipo PCR. Neste estudo néo foi possivel identificar
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a colonizacdo da bactéria. Um S. guianensis, Figura 6. macho encontrado morto no
estado de Pernambuco apresentava o0s seguintes achados patolégicos, pulmdes
enfisematosos, degeneracdo e necrose dos hepatdcitos e hiperplasia focal no
epitélio da bexiga, marcas de redes de pesca na pele, presenca de restos

alimentares de peixes no estobmago (SOUSA et al., 2021).
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Figura 6. Sotalia guianensis macho com PCR positivo. Fonte: (Sousa, G.P. et al 2021).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

E importante considerar que existe um avanco nos casos de brucelose em
humanos decorrente de cepas marinhas, o que nos leva a fomentar a necessidade

das pesquisas voltadas ao assunto.

Os mamiferos marinhos tém grande importancia na descricdo da saude do
seu ecossistema. Quando se é percebido o aumento de doencas nestes, pode-se
nos atentar para a contaminacdo ambiental. J& que diante dos casos relatados a

maior prevaléncia de infec¢des advindas da brucelose marinha em humanos.

A contaminacdo por via alimentar, mesmo ndo havendo contato direto do

homem com o mamifero infectado, foi constatado nessa revisao de literatura.

A infeccdo em mamiferos terrestres como nos casos em humanos salienta a
necessidade no aumento de pesquisas voltada a B. ceti, pois € possivel perceber a
capacidade evolutiva da bactéria que inicialmente foi capaz de se adaptar ao

ambiente marinho e posteriormente capaz de induzir infeccdo no ambiente terrestre.
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