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RESUMO

SANTOS, F. A. Inquérito Soro-epidemiolégico e Tentativa de Isolamento de Brucella
ovis em Ovinos Deslanados do Semi-Arido da Paraiba. Patos, UFCG. 2009 24p.

(Monografia — Curso de Medicina Veterinaria Preventiva e Saide Animal).

Foi realizado um levantamento soro-epidemioldgico da brucelose por Brucella ovis
em matrizes ovinas na Paraiba com os objetivos de verificar a prevaléncia e distribuicdo da
infeccdo por B. ovis em propriedades rurais. Foram investigadas 75 propriedades criadoras
de ovinos, das quais foram colhidas 825 amostras de soro sanguineo de ovelhas em idade
de reproducdo no semi-drido Paraibano. Os soros das 75 propriedades foram examinados
pela IDGA. De acordo com as andlises, 6,67% das propriedades apresentaram evidéncia
soroldgica de infeccdo por B. ovis, com uma prevaléncia de 1,09% (9/825) ovelhas

sororreagentes.

PALAVRA-CHAVE: Brucelose, Brucella ovis, prevaléncia



ABSTRACT

SANTOS, F. A. Inquiry Serum-epidemiologist and Attempt of Isolation of Brucella
ovis in Ovinos Sheared ship of Half-Barren of the Paraiba. Patos, UFCG. 24p.

(Monographia - Course of Preventive Veterinary Medicine and Animal Health).

It was made a sero-epidemiological survey of brucellosis by Brucella ovis in sheep
dies in Paraiba with the objectives of evaluating the prevalence and distribution of
infection by B. Ovis in rural properties. Were 75 properties investigated creators of
sheep, of which 825 were collected samples of blood serum of sheep in age of
reproduction in semi-arid Paraibano. were 28 properties sera examined by the AGID.
According to the analyses, 6.67% of the properties showed serological evidence of

infection by B. Ovis, with a prevalence of 1.09% of seropositive sheep.

KEY WORDS: Brucellosis, Brucella ovis, prevalence.



1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O rebanho ovino brasileiro é de mais de 16 milhdes de cabecas, das quais, 57,20%
(9.288.708) estao na regido Nordeste, frisando que na Paraiba existem 409.634 destes
37,94% (155.415) estdo no sertdo paraibano. (IBGE, 2007). Grande parte das criacdes
nordestinas de ovinos € apenas de subsisténcia, considerando-se numa atividade de
fundamental importancia social e econdmica, onde a producdo de ovinos representa uma
alternativa alimentar e de renda para os pequenos produtores rurais, contribuindo de forma
significativa para a fixagdo do homem no campo (LEITE, 2003).

As racas deslanadas como Santa Inés, Morada Nova e Somali sdo as mais
representativas no nordeste do pais, devido a sua adaptacdo a regido e seu desempenho
produtivo satisfatério (BARROS et al., 2003).

A mortalidade perinatal de cordeiros ¢ um dos fatores que limitam a eficiéncia
bioldgica e econdmica dos sistemas de produgdo ovina em todo o mundo, sendo suas causas
inimeras e varidveis de rebanho para rebanho (RADOSTITIS et al.,, 2002). Dentre os
fatores responséveis pela baixa produtividade no rebanho caprino e ovino, uma parcela de
10% tem sido atribuida ao abortamento, cujas principais causas sdo de origem sanitdria e
nutricional (SILVA et al., 1983). Na Paraiba, Clementino (2004 — comunicacdo pessoal)
relatou que em média 39% dos criadores de ovinos relataram a ocorréncia de abortamento,
natimortalidade e mortalidade de cordeiros na primeira semana pds-parto.

Apesar de ndo existirem, até o momento, estudos sobre as causas de abortamento e
mortalidade perinatal em ovinos nos estados nordestinos, a brucelose ovina por Brucella
ovis deve ser considerada uma das possiveis causas destes acontecimentos, uma vez que
esta doenca j4 foi relatada no Rio Grande do Norte (AZEVEDO et al., 1999; SILVA et al.,
2003), Pernambuco (COLETO et al., 2003) e na Paraiba (MEDEIROS, 2003;
CLEMENTINO, 2005).

A brucelose ovina é uma doenca infecciosa cronica dos ovinos causada pela
Brucella ovis e caracterizada por varios graus de epididimite e orquite em carneiros,
placentite e aborto em ovelhas e elevada mortalidade de cordeiros (NILO et al., 1986;
HOMSE et al., 1995; BAIGUN et al., 2000), tendo sido descrita em praticamente todos os
paises onde se explora a ovinocultura, sendo considerada uma das principais causas de
perdas reprodutivas desta espécie animal, advindas da reducdo da fertilidade dos rebanhos

(PINOCHET et al., 1987; HOMSE et al., 1995).
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O género Brucella é composto por coco-bacilos, gram-negativos, aerdbios, nao
capsulados, iméveis e ndo formadores de esporos. Apesar de serem aerdbios, algumas
espécies exigem uma atmosfera com 5 a 10% de CO,, bem com o meios especiais de
crescimento. Apresentam 0,5-0,7 um de diametro e 0,6-1,5 um de comprimento. Seis
espécies sdo bem definidas: Brucella abortus, B. canis, B. melitensis, B. neotomae, B. ovis €
B. suis, sendo divididas em biotipos (B. melitensis — 3 bidtipos; B. abortus — 9 bidtipos; B.
suis — 4 bidtipos) — (ALTON et al., 1988; OIE, 2004).

A Brucella ovis infecta de forma natural a espécie ovina (HOMSE et al., 1995), e
cervideos sendo o macho mais susceptivel que a fémea (TAMAYO et al., 1989), existindo
ainda maior diferenca de suscetibilidade entre racas importadas e nativas (FICAPAL et al.,
1998). O sémen constitui a mais importante via de eliminacdo deste agente (BURGESS et
al., 1982; WORTHINGTON et al.,, 1985; PLANT et al, 1986; BULGIN, 1990b;
PAOLICCHI et al.,, 1993), sendo que sua eliminagdo ocorre de forma intermitente
(WORTHINGTON et al., 1985; PAOLICCHI et al., 1993) e por periodos prolongados,
chegando a 80 semanas pds infeccdo (PAOLICCHI et al., 1993), sendo isolado, inclusive,
do sémen de carneiros soronegativos (BULGIN, 1990a).

Os ovinos sdo susceptiveis a B. ovis, que causa aborto no terceiro ou quarto més de
gestacdo (LYRA, 1984), artrites e epididimites, sendo esta ultima uma das principais causas
de infertilidade em carneiros (KATOCH et al., 1996; MARINHO e MATHIAS, 1996;
PINOCHET et al., 1987; SCHAFER et al., 1997), ndo sendo, no entanto, patogé€nica para o
homem (COELHO et al., 1995).

As lesdes produzidas pela B. ovis ocorrem no aparelho reprodutor como epididimo
aumentado de volume e endurecido, as tunicas escrotais engrossadas e os testiculos
geralmente atrofiados (SCHAFER et al., 1997). A contaminacdo de pastos e instalacdes
pode ser responsavel pela infec¢do. A bactéria penetra nos animais susceptiveis através das
mucosas digestiva, peniana, retal, vaginal, conjuntiva e pele lesada (OIE, 2004; LYRA,
1984), podendo permanecer nelas por um més, devido a propriedade de resistir a destrui¢ao
intrafagocitaria, multiplicando-se lentamente. Apds multiplicagdo nos ganglios regionais, as
brucelas invadem os vasos linfaticos regionais e dai o ducto tordcico e a corrente sanguinea.
Disseminadas dessa maneira elas, eventualmente, vao se localizar em diferentes 6rgaos tais
como ubere, ttero, baco, figado e 6rgdos genitais do macho. Nas fémeas localizam-se

particularmente no utero prenhe, causando aborto (REDWOOD e CORBEL, 1983).



O diagnéstico da infeccdo por B. ovis tem sido feito, predominantemente, através de
testes sorologicos, sendo que alguns autores recomendam que o histérico do rebanho e o
quadro clinico também sejam levados em consideracdo ao se interpretar o resultado dos
testes sorologicos (MARINHO e MATHIAS, 1996).

Dentre as varias provas utilizadas no diagndstico de brucelose ovina, destacam-se a
fixagdo de complemento, o teste de imunodifusdo em dgar gel e o teste de ELISA indireto
(HILBINK et al., 1993; KUMAR et al., 1997; WEST et al., 1993). Alguns trabalhos
realizados indicam uma maior capacidade de detec¢do do teste de ELISA indireto em
relacdo as provas de fixacdo de complemento e imunodifusio em 4gar gel
(WORTHINGTON et al., 1984; WORTHINGTON et al., 1985; KUMAR et al., 1997), no
entanto, a reacdo de fixacdo de complemento é a que apresenta resultados mais regulares e
mais constantes (BURGESS; NORRIS, 1982; MARINHO e MATHIAS, 1996).

Em nosso meio, a técnica mais frequentemente utilizada é a imunodifusdo em 4gar
gel (MYERS et al., 1972). Este teste apresenta sensibilidade e especificidade aceitdveis,
sendo de facil execucdo e interpretacdo, diferentemente das técnicas de ELISA indireto e
fixacdo de complemento, que sdo extremamente laboriosas e exigem a disponibilidade
constante de reagentes altamente 1dbeis (MARINHO e MATHIAS, 1996).

Worthington et al. (1984), investigando ovinos na Nova Zelandia, em condicdes
experimentais, demonstraram, para as provas de fixacdo de complemento, ELISA indireto e
imunodifusdo em 4gar gel, as sensibilidades de 96,3; 97,2 e 91,7% e as especificidades de
99,3; 98,6 e 100%, respectivamente.

Na maioria das vezes, para se confirmar um surto por B. ovis, é necessdrio isolar o
agente para esclarecer a causa. Previamente ao isolamento, deve-se proceder & observagao
direta do agente, que pode ser feita através da técnica de Ziehl-Neelsen modificada (WEST
et al., 1993). A bactéria pode ser isolada de sémen, de secre¢des vaginais de ovelhas que
abortaram, de placenta ou de fetos abortados. Neste dltimo caso, o material de elei¢do para
o isolamento € o conteddo do abomaso. As brucelas sdo bactérias exigentes, embora nao
apresentem dificuldades para seu isolamento e cultivo. A B. ovis exige CO, para
crescimento; assim, deve-se proceder ao isolamento em atmosfera contendo 10% de CO,
(MOLNAR et al., 1997; WEST et al., 1993; PAOLICCHI e LUQUEZ, 1993;
WORTHINGTON et al.1985). O agente cresce bem em dgar-sangue € em outros meios

enriquecidos, mas freqiientemente é necessario usar meios seletivos, por exemplo, contendo



antibidticos (polimixina, bacitracina). Pode-se recorrer também 4 inoculacdo experimental
em cobaia, eventualmente coelho e camundongo (MOLNAR et al., 1997).

A epididimite dos carneiros produzida por B. ovis tem sido descrita praticamente em
todos os paises onde se explora esta espécie animal (PINOCHET et al., 1987).

Recentemente, na provincia de Buenos Aires, Argentina, foi identificada uma
elevada percentagem de carneiros excretando B. ovis pelo sémen, com evidéncias
soroldgicas € em muitos casos sem sinais clinicos genitais (PAOLICCHI e LUQUEZ,
1993).

Kumar et al. (1997), investigou 225 ovinos na regifo de Punjab na India, constatou
uma prevaléncia de 7,26 e 18,33% através dos testes de fixacdo de complemento e ELISA
indireto, respectivamente.

No Brasil a doenca foi descrita pela primeira vez em 1996 no Rio Grande do Sul
(RAMOS et al., 1966), que detectaram epididimite clinica em 6,5% de 3.317 carneiros
estudados. Em seguida, trabalhos de investigacdo soroldgica foram publicados, mostrando
que a infeccdo estd difundida em vérios estados do paifs, com prevaléncia variando de 5 a
35% (BOBLEL et al., 1972; MAGALHAES-NETO e GIL-TURNES, 1996; AZEVEDO et
al., 1999; COLETO et al., 2003; MEDEIROS, 2003; SILVA te al., 2003; NOZAKI et al.,
2004; CLEMENTINO, 2005). Além disso, ndo existem, no pais, relatos comprovando o
isolamento da Brucella ovis.

Tendo em vista que a infec¢do por B. ovis ja foi identificada por vdrios testes
sorolégicos em diversos estados brasileiros e que, a infec¢do por esta bactéria faz parte do
Programa Nacional de Sanidade Caprina e Ovina (PNSCO) do Ministério da Agricultura e
Abastecimento (BRASIL, 2004) e considerando a hipétese de que a infeccdo por B.ovis
estd presente nos estados nordestinos, inclusive na Paraiba, estruturou-se o presente
trabalho com o objetivo de realizar um levantamento soro-epidemiolégico da infec¢do por
B.ovis em matrizes ovinas com ou sem histdria de abortamento no estado da Paraiba e

isolamento de animais que reagiram soropositivamente.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Descriminacio e caracterizaciao da area de estudo.

O Estado da Paraiba € dividido geograficamente em quatro mesorregioes (Sertao
Paraibano, Borborema, Agreste Paraibano e Mata Paraibana) e 23 microrregides. As
mesorregido do Sertdo Paraibano tém como principal atividade a pecudria extensiva,
assumindo destaque a criacdo de ovinos com 7.087 propriedades criadoras num total de

159.149 cabecas.

2.2. Amostragem.

Para definir o nimero de propriedades a serem amostradas, utilizou-se o programa
Epinfo versdo 6.04, tomando-se os seguintes parametros: (a) prevaléncia esperada de 8,59%
CLEMENTINO et al. (2005); (b) nivel de confianga de 95% e (c) erro absoluto de 6,5%
(THRUSFIELD 1995). Para a messoregido do Sertao Paraibano, com 7.087 propriedades, a

amostragem calculada foi de 71 propriedades.
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Figura 1: Mapa das regides visitadas para colheita do material para exame pela técnica de
IDGA no diagnéstico de Brucella ovis. Patos 2008.

2.3. Procedimentos de campo.

Nas propriedades selecionadas foram feitas colheitas de sangue de fémeas em idade
de reprodu¢do com ou sem histéria de problemas de reproducdo. O sangue foi colhido por
venopung¢do da jugular utilizando-se tubos de vacuntainer®. Apds a colheita, os tubos
foram devidamente identificados, colocados em caixas de isopor com gelo e enviados para
o Laboratério de Doencas Transmissiveis/CSTR/UFCG, onde foi feito dessoramento e o

armanezamento a -10°C até o momento do processamento.



2.4. Testes sorologicos.

Nas 75 propriedades foi realizada a prova do antigeno tamponado acidificado (ATA)
com base na metodologia de MAC MILLAN (1990) para B. abortus.

A imunodifusdo em gel de dgar (IDGA) foi utilizada como prova de triagem e
realizada no Laboratério de Doencas Transmissiveis/CSTR/UFCG. Foram utilizados kits
produzidos pelo Instituto de Tecnologia do Parand (TECPAR), sendo a técnica realizada de
acordo com as instru¢des do fabricante, utilizando-se antigeno de lipopolissacarideos e

proteinas de B. ovis, com a amostra Reo 198 (Figura 2).

N Figura 2: Kit para realizacdo de
IDGA para B. ovis. Patos 2008.

2.5. Isolamento e identificacio da Brucella ovis.

No isolamento das amostras foram coletados de forma asséptica swab vaginal das
ovelhas com historico de abortamento ou corrimento no periodo do puerpério em 09
propriedades. Posteriormente semeou-se cada amostra no meio BHI e apds 2 dias
distribuidas no meio Agar Brucella com sangue de ovino enriquecido com os antibiéticos
polimixina e bacitracina nas em camara de microaerofilia, a qual propicia uma atmosfera de
aproximadamente 10% de CO,, por um periodo de 5 dias. Todas as placas foram incubadas
a 37°C.

As placas foram observadas diariamente para verificacdo de crescimento bacteriano,
as quais passaram por triagem através da confec¢do de esfregacos e a coloracio através das

técnicas de Gram e Zil Nilsen.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste de IDGA cinco de 75 propriedades investigadas apresentaram animais soro
positivos, com pelo menos uma ovelha soropositiva, para Brucella ovis, representando
6,66%, frisando que 1,09% (9/825) dos animais examinados pela mesma técnica reagiram
positivamente para a mesma bactéria (Grafico 1 e 2). Estes dados contradizem a pesquisa
de SCHAFER et al. (1997), que analisando 20 propriedades pela técnica de IDGA néo
encontraram animais soropositivos € MARINHO & MATIAS (1996), examinado 850
amostras nao encontraram animais positivos. Entretanto, AZEVEDO et al. (2004),
observaram uma prevaléncia de 11,3% para a ocorréncia de anticorpos anti-Brucella ovis
em ovinos procedentes de quatro municipios do Estado do Rio Grande do Norte, Brasil.
Recentemente, CLEMENTINO et al. (2005), encontraram 8,59% de propriedades positivas
de 283 utilizadas em um levantamento soro-epidemiolégico da brucelose por Brucella ovis
em reprodutores ovinos deslanados do semi-arido da Paraiba.

A evidéncia de cinco propriedades positivas no sertdo paraibano onde uma ovelha
reagiu positivamente ao teste de IDGA demonstra a importancia epidemiologia desta
enfermidade, considerando as causas de perdas reprodutivas desta espécie animal, advindas
da reducdo da fertilidade dos rebanhos, com elevada mortalidade de cordeiros. Outro
aspecto importante que deve ser considerado neste estudo diz respeito a comprovacao de
que existe diferenca de suscetibilidade entre racas importadas e nativas levantadas por
FICAPAL et al., (1998), entretanto com numero de propriedades e animais amostrados até
o momento nio € recomendado se tirar conclusdes definitivas.

Os resultados obtidos a partir das amostras de soro de ovinos submetidas a Prova de
Triagem usando o Antigeno Acidificado Tamponado, apresentou 100% de negatividade
para Brucella abortus.

A Tabela 1, apresenta todas as amostras colhidas, bem como os municipios e
quantidade de quantidade de propriedade e quantidade de amostras colhidas e analisadas

pela técnica da IDGA .
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Grafico 1: Resultado das propriedades examinadas pela técnica de IDGA no

diagnéstico de B. ovis. Patos 2008.

M Positivas

B Negativas

Griéfico 2: Resultado dos animais examinados pela técnica de IDGA no diagnéstico

de B. ovis. Patos 2008.

As laminas coradas com Gram e Zil Nilsen ndo apresentaram nenhuma semelhanca

com as coldnias do género Brucella.



Tabela 1 Distribui¢do dos municipios, quantidade de propriedade e quantidade de amostras

colhidas e analisadas pela técnica da IDGA, na mesorregido do Sertdo. Patos, 2008.

CIDADE DAS COLETAS N°DE QUAN. DE RESULTADO
PROPRIEDADES AMOSTRAS DA IDGA
Bom Jesus 01 11 Negativo
Cachoeira dos Indios 05 55 Negativo
Cacimba de Areia 01 11 Negativo
Cajazeiras 08 88 Negativo
Cajazeirinhas 01 11 Negativo
Curral Velho 03 33 Negativo
Patos 08 88 Positivo/1
propriedade
Pombal 06 66 Negativo
Quixaba 04 44 Positivo/1
propriedade
Santa Terezinha 09 99 Negativo
Sao Jodo do Rio do Peixe 10 110 Positivo/l
propriedade
Sao José de Piranhas 02 22 Negativo
Sao José do Bonfim 09 99 Positivo/2
propriedades
Sousa 08 88 Positivo/4
propriedades

TOTAL 75 825 5




4. CONCLUSOES

A prevaléncia de anticorpos anti-Brucella ovis em ovinos foi de 1,09% (IC 95% = 0,5-
2,1).
Constatou-se que 6,67% (IC 95% =2,2-14,88) das propriedades investigadas deram

positivas para o teste de IDGA onde se constatou 05 propriedades foco.
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