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RESUMO

OLIVEIRA, ROBERIO MACEDO. Pesquisa de anticorpos anti-brucelas lisas em suinos
abatidos no matadouro publico de Patos, Estado da Paraiba [Research of anti-smooth Brucella
in swine slaughtered in the public slaughterhouse of Patos city, Paraiba State ]. 2009 31 p.
Monografia (Conclusdo do curso de Medicina Veterinaria)- Universidade Federal de Campina

Grande- UFCG. Patos, 2009.

Foi determinada a soroprevaléncia de brucelose em suinos abatidos no Matadouro Publico
de Patos, Estado da Paraiba. Para tanto, foram colhidas 306 amostras de soro no periodo de
fevereiro a junho de 2007. Para o diagnostico soroldgico da brucelose suina, foi utilizado o teste do
Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) como prova de triagem e o teste do 2-mercaptoetanol
como prova confirmatoria. Na prova do Antigeno Acidificado Tamponado, dos 306 suinos
analisados, trés foram soropositivos (0,98%; IC 95% = 0,20% - 2,84%). Dos 124 suinos machos,
um (0,81%; IC 95% = 0,02% - 4,41%) foi soropositivo, enquanto duas (1,10%; IC 95% = 0,13% -
3,91%) das 182 fémeas foram soropositivas. Na prova do 2-mercaptoetanol, das trés amostras
reagentes no AAT, duas (0,65%; IC 95% = 0,08% - 2,34%) foram confirmadas como positivas.
Todas as amostras positivas no 2ME foram de fémeas, no entanto, ndo foi observada diferenga

significativa na propor¢ao de soropositivos entre machos e fémeas (p = 0,516)

Palavras-chave: Brucelose animal, soroprevaléncia, suinos, abate.



ABSTRACT

OLIVEIRA, ROBERIO MACEDO. Research of anti-smooth Brucella in swine slaughtered in
the public slaughterhouse of Patos city, Paraiba State [Pesquisa de anticorpos anti-brucelas lisas
em suinos abatidos no matadouro publico de Patos, Estado da Paraiba ] 2009 31 p. Monografia

(Conclusdo do curso de Medicina Veterinaria)- Universidade Federal de Campina Grande- UFCG.

Patos, 2009.

The seroprevalence of brucellosis was determined in swine slaughtered in the public
slaughterhouse of Patos, State of Paraiba. For this purpose, 306 serum samples were collected from
February to June 2007. For serological diagnosis of swine brucellosis the Rose Bengal test (RBT)
was carried out as screening test and the 2-mercaptoethanol test as confirmatory test. In the RBT, of
the 306 pigs tested, three tested positive (0.98%, 95% = 0.20% - 2.84%). Of the 124 male pigs, one
(0.81%, 95% = 0.02% - 4.41%) was positive, and two (1.10%, 95% = 0.13% - 3.91% ) of the 182
females were positive. Two samples (0.65%, 95% = 0.08% - 2.34%) were confirmed as positive at
the 2-ME test. All samples positive at the 2-ME were females, however, there was no significant

difference in the proportion of seropositive between males and females (p = 0.516)

Key words: Animal brucellosis, seroprevalence, pigs, slaughter



1 INTRODUCAO

Segundo a Food and Agriculture Organization (FAO), Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) e do Organizacdo Mundial de Saide Animal (OIE) a brucelose ¢ uma das zoonoses mais
importantes e difundidas no mundo (POESTER et al., 2002). Na agricultura familiar, cada animal
doente, além de representar prejuizo econdmico pela queda na produtividade, também significa
risco para a saide dos demais animais, e de humanos, em se tratando de zoonose (LAU et al.,
1997). A brucelose ¢ uma doenga infecto-contagiosa cronica de potencial zoondtico e de
distribuicdo mundial, causada por bactérias intracelulares facultativas pertencentes ao género

Brucella (MOLNAR et al., 2007).

A brucelose suina ¢ uma doenca infecciosa de evolugdo preferencialmente cronica,
provocada pela Brucella suis (biovar 1, 2 e 3) e que ¢ caracterizada, nas porcas gestantes por
transtornos da reproducao, incluindo o aborto e, nos varroes, por orquite ¢ epididimite, assim como
por inflamagdes articulares (BEER, 1988). A doenca causa enormes prejuizos a suinocultura, tais

como queda na producdo de leitdes e eliminagdo de animais de alto valor zootécnico.

Embora a brucelose dos suinos possa ser produzida pela Brucella abortus, notadamente em
propriedades onde se verifica uma existéncia promiscua entre suinos e bovinos, a grande maioria
das ocorréncias ¢ devida a B. suis e, dentro desta espécie, o biovar 1 € aquele que se apresenta como
o principal responsavel, sendo pouco significativas as assinalacdes de variantes atipicas (GIORGE

etal., 1972).

No homem ¢ de carater ocupacional e, os individuos mais expostos sdo os que trabalham
diretamente com animais infectados como tratadores, proprietarios, veterinarios ou com produtos de

origem animal como mangarefes, laboratoristas (ACHA; SZYFRES, 2001).

Por se tratar de uma doen¢a mundialmente conhecida esta inclusa na lista de doencas da
Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE), sendo de notificagdo obrigatéria, considerada de
importancia sécio-econdmica e/ou de saude publica, ocasionando impacto significativo no comércio

internacional de animais e de seus subprodutos (OIE, 2005).

O abate clandestino de suinos, uma pratica condenavel que ocorre no Pais, representa um

dos mais graves fatores de risco, pela exposi¢do coletiva a agentes infecciosos, como aqueles que



sdo transmitidos ao homem pelo contato com animais, pela ingestdo de alimentos de qualidade
sanitaria suspeita e pela contaminacdo do meio ambiente. Contudo, apesar das evidéncias que tém
sido apontadas, o abate clandestino tem sido negligenciado como fator de risco na ocorréncia da

brucelose zoondtica. (FREITAS et al., 2000).

Dessa maneira, ¢ de fundamental importancia para um pais a implantagdo de um programa
eficaz de controle de erradicacdo da brucelose, tanto do ponto de vista comercial quanto no tocante

a saude publica.

No Brasil foi instituido Programa Nacional de Sanidade Suidea (PNSS) com a Instrucdo
Normativa n° 47 de 18 de junho de 2004, e publicado no Diario Oficial da Unido de 23 de junho de
2004, que tém como objetivo a coordenagdo, normatizagdo e o suporte das a¢des de defesa sanitaria
animal referentes a suinocultura nacional, visando preservar a sanidade do rebanho suideo brasileiro.
Todas as granjas de suideos que comercializam ou distribuem animais para reproducao, sejam elas
granjas nucleos ou multiplicadoras, sdo monitoradas semestralmente para brucelose, no caso de nao
utilizar vacina. Para que essas granjas possam vender ou distribuir seus animais elas devem estar
livres das doengas monitoradas. Levantamentos sorologicos realizados nos plantéis de reprodutores
em algumas regides do Brasil e nas Granjas Reprodutores Suideos Certificada (GRSC) apontam que
a brucelose suina ndo se constitui em um problema sanitdrio na suinocultura tecnificada. (BRASIL

2006).

As principais enfermidades presentes na lista que afetam os suinos sao a peste suina classica
(PSC), a doenca de Aujeszky (DA), a peste suina africana (PSA), a doenga vesicular dos suinos
(DVY), a triquinelose, a sindrome respiratoria e reprodutiva suina (PRRS), a brucelose suina, a
gastroenterite transmissivel (TGE) e a estomatite vesicular (EV). Para a certificacdo de uma granja
¢ necessario que esta atenda as condigdes estabelecidas na legislacdo, que inclui fatores
relacionados a biosseguranga e a sanidade dos rebanhos. Sdo necessarios dois exames negativos
para as seguintes doencas: PSC, DA, brucelose, tuberculose, leptospirose e sarna, com intervalo de
2 a 3 meses. A partir de entdo, é feito o monitoramento para essas doencas semestralmente, com
excegdo da sarna, em que os exames sdo realizados a cada 3 meses.As granjas ja certificadas que
ndo cumprirem integralmente as condi¢des acima mencionadas perderdo a condicdo de GRSC

(BRASIL 2006).



2 REVISAO DE LITERATURA 12

2.1 Agente Etiolégico

As brucelas sdo bastonetes curtos ou cocobacilos, Gram negativas aerdbias, imoveis, ndo

formadora de esporos € nem possuem capsula. (RIET-CORREA et al., 2007).

O agente etiologico da brucelose em suinos ¢ a B. suis. A B. suis ¢ sub-dividida em 5
biovares, sendo o suino, hospedeiro mais freqiiente para os biovares 1 e 3. Outras espécies como B.
abortus, B. melitensis, B. canis e B. neotomae podem infectar suinos por periodos curtos, mas nao
ha evidéncia de que sejam capazes de provocar transtornos reprodutivos. Geralmente, a infeccao
por aquelas espécies ¢ assintomatica, localizada nos ganglios linfaticos, regionais ao ponto de
entrada. Alguns desinfetantes inativam as brucelas em poucos minutos (entre eles, o cloreto de

mercurio a 1/1000, lisol a 1% e formol a 2%) (SOBESTIANSKY et al., 1999).

2.2 Hospedeiros

Além de suinos sexualmente maduros, os leitdes e os porcos de recria podem também ser
infectados, se bem que destes ultimos somente costumam sofrer a infec¢do de forma subclinica e
transitoria, apesar de com uma longa permanéncia no organismo. Bovinos, equinos e caninos, assim
como as aves e diversas espécies de animais silvestres apresentam uma certa receptividade para a B.
SUIs.

A presenga de anticorpos contra B. suis € o isolamento do agente em queixadas, catetos e
javalis foram relatados por diversos autores. Por ser a Brucella spp uma bactéria generalista quanto
a seus hospedeiros, a vigilancia epidemioldgica desses animais ¢ de extrema importancia. Acredita-
se que tanto os queixadas quanto os catetos sejam reservatorios naturais da brucelose e responsaveis

pela transmissao da doenga para animais domésticos (CUBAS et al., 2007).

No Brasil, ja foi relatada a ocorréncia de brucelose equina causada por B. abortus e por B.
suis (RIET-CORREA et al., 2007). Os bovinos e os equinos podem ser infectados, especialmente se

compartilharem um pasto com os suinos selvagens, ¢ essa associagdo afeta, de modo adverso, a
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condicdo dos rebanhos bovinos abrangidos pelos programas de erradicacdo da brucelose. O biovar
tipo 1 foi isolado do sémem de um carneiro. A infec¢do nos caes, normalmente assintomatica, mas

que ocasionalmente produz orquite ou epididimite, pode resultar da alimentagdo com carne suina

crua. (RADOSTITS et al., 2003).

Por ultimo, devemos ressaltar a receptividade do homem. Depois da B. melitensis, ocupa um
segundo lugar a B. suis, no que diz respeito a patogenicidade para a espécie humana, na qual pode

provocar graves transtornos (tratadores de gado, veterindrios, pessoal de matadouro) (BEER, 1988).

2.3 Patogenia

Em todas as espécies de animais, inclusive no homem, as porta de entrada do agente sdo: a
pele e as mucosas digestoria e conjuntiva, sendo a principal, a mucosa orofaringeana (RADOSTITS

et al., 1994).

Independente da porta de entrada, as brucelas penetram no epitélio da mucosa e sdo
transportadas aos ganglios linfaticos regionais (SOBESTIANSKY et al., 1999). Apos exposicao, as
brucelas penetram em superficies mucosas intactas. No sistema digestivo, o local preferido para a
entrada ¢ o epitélio que recobre as placas de Peyer do ileo. Apods penetrar nas barreiras mucosas, 0s
organismos podem ser englobados por células fagocitarias. Receptores especificos nos macrofagos
parecem mediar fixacdo e apreensdo de Brucella. Vérios mecanismos sdo utilizados pelas brucelas
para permitir sua sobrevivéncia no interior das células fagocitéarias. Elas sdo capazes de sobreviver e

multiplicar-se dentro dos macrofagos inibindo a fusdo do fagolisossoma. (HIRSH; ZEE, 1999).

Segundo SOBESTIANSKY et al., (1999) ap6s a penetragdo no organismo, ha invasdo nos
ganglios linfaticos regionais e bacteremia intermitente por varias semanas, geralmente sem
sintomas. Em continuidade, ocorre a localizagdo no tecido linfoide, figado, bago, rins, articulagdes ¢
orgaos reprodutivos. Os ganglios mandibulares, gastro-hepaticos, iliacos internos e retrofaringeanos

sao as principais fontes de Brucella suis em suinos.

As inflamagdes dos oOrgaos sdo convertidas em processos necrdticos e fusdes purulentas.

Apresentam-se disseminados em pequenos focos, especialmente nos genitais; por isso fala-se em
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brucelose miliar. Também podem apresentar-se grandes focos, os chamados brucelomas (BEER,
1988).

Ha localizacdo preferencial pelo trato reprodutivo de animais gestantes. Fatores
desconhecidos no utero gravidico, conjuntamente denominados fatores do liquido alantdico,
estimulam o crescimento de Brucella. O eritrol, um alcool de quatro carbonos, é considerado um

desses fatores (HIESH; ZEE, 1999).

Em geral, a bacteremia ocorre de uma a sete semanas apds a infec¢do (média de duas
semanas) e persiste em torno de cinco semanas. Tem sido observada bacteremia intermitente em
suinos, ocorrendo durante uma semana ou até 34 meses. A invasdo das bactérias nos fetos pode
causar aborto. A infeccdo nos machos pode persistir por toda a vida (SOBESTIANSKY et al.,
1999).

2.4 Sinais Clinicos

Os achados clinicos na brucelose suina variam amplamente, dependendo sobretudo do sitio
de localizag¢dao. Os sinais ndo sdo diagnosticados e em muitos rebanhos, uma alta incidéncia de
reagentes ¢ observada com pouca evidéncia clinica da doenga. A ineficiéncia reprodutiva ¢

manifestagdo comum (RADOSTITS et al., 2003).

Porcas infectadas pelo macho durante a cobertura sofrem aborto, em média, aos 35 dias de
gestacdo. Muitas vezes a infecgdo ndo € aparente, principalmente, quando ocorre na fase inicial da
gestacdo. Nesse caso o Unico sinal de brucelose no rebanho € o grande numero de porcas retornando
ao cio entre cinco a oito semana apos a cobertura. Quando a infec¢do na porca ocorrer proximo ao
final do 2° més de gestagdo ¢ inicio do 3°, geralmente ocorre aborto (SOBESTIANSKY et al.,
1999).

Segundo HAFEZ; HAFEZ (2004) os principais acometimentos nos suinos sdo: fetos

natimortos, mortalidade embrionaria, falha de concepgao, abortamento e infertilidade.

Nas porcas ocorrem infertilidade, estro irregular, ninhadas pequenas e abortamento. A

incidéncia de abortamentos varia amplamente entre os rebanhos, mas normalmente ¢ baixa (clinica
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veterinaria). Os principais sintomas clinicos sdo as freqiientes auséncias de atividades nas porcas
prenhes, o que no principio, costuma ser atribuido a deficiéncias alimentares, manifestacdes
carenciais. O aborto apresenta-se com as mesmas manifestacdes do parto normal (tumefacdo e
hiperemia da vulva, fluxo vaginal, aumento de volume mamario) Os envoltdrios fetais aparecem
hiperémicos, recobertos de sangue e, as vezes, com revestimentos diversos; além disso, estdo em

vias de desintegracdo (BEER, 1988).

Leitoas ndo gestantes podem desenvolver endometrite quando infectadas por Brucella suis.
Muitas vezes ndo ocorrem sintomas, apenas irregularidade no ciclo estral. Mais tarde, por ocasido
da cobertura, podem apresentar baixa concep¢do. As articulagcdes podem estar alteradas em ambos

os sexos, podendo ocorrer paralisia posterior ¢ manqueira (SOBESTIANSKY et al., 1999).

Em machos, orquite e epididimite sdo os sinais clinicos mais comuns. Em geral, as lesdes
sdo unilaterais, mas podem ser bilaterais. Exame de sémem revela aumento nos numeros de
neutrofilos em casos agudos (HIRSH; ZEE, 1999). Orquite com edema e necrose de um ou ambos
os testiculos ¢ acompanhada por esterilidade. Claudicagdo, incoordenacdo e paralisia posterior
ocorrem comumente de forma moderada. O inicio ¢ gradual, e os sinais podem ser causados pela
artrite ou, mais comumente, pela osteomielite das vértebras lombares e sacrais (RADOSTITS et al.,

2003).

Os machos podem permanecer infectados por varios anos, ¢ aqueles que apresentarem
infecc@o nos orgaos genitais sdo disseminadores da brucelose. Eles podem permanecer portadores,
assim como, aquelas fémeas que apresentarem descargas vulvares com eliminagdo de brucella suis
(SOBESTIANSKY et al, 1999). Cachacos que excretam brucelas no sémem podem ser
clinicamente normais ou apresentar anormalidades testiculares. Esterilidade associada pode ser
temporaria ou permanente (QUINN et al., 2005). Pode ser registrada a regressao da inflamagao com

simultanea recuperacdo da libido no varrdo (BEER, 1988).

Leitdes na fase de amamentagdo e desmamados, geralmente, apresentam espondilite,
associada a paralisia dos membros posteriores, quando infectados. Estes sinais podem ser
observados em suinos de qualquer idade (SOBESTIANSKY et al., 1999). Uma alta mortalidade nos
leitdes durante o primeiro més de vida €, algumas vezes, encontrada, mas a maior parte da perda dos
leitdes resulta de natimortos ¢ do obito de leitdes fracos dentro de algumas horas do nascimento
(RADOSTITS et al., 2003). Os fetos e leitdes exibem revestimentos cinzas ou avermelhados e, em

determinadas ocasides, aparecem mumificados ou macerados (BEER, 1988).
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2.5 Diagnéstico

O teste diagnoéstico ideal seria aquele na qual a sensibilidade e a especificidade fossem
100%, ou seja, ndo existiria erro em seu resultado. Entretanto na pratica, isso ndo ¢ possivel
(MEDRONHO et al., 2003). O diagnédstico de brucelose pode ser feito tanto pela pesquisa da
bactéria (diagnostico direto) como pela pesquisa da resposta imunoldgica 4 infec¢do (diagnostico
indireto). Em decorréncia de maior praticidade, menor custo e menor tempo para a obtencdo do
diagnostico, a pesquisa de anticorpos ¢ o procedimento de escolha para a rotina de diagnostico

(RIET-CORREA et al., 2007).

Como produtos de investigagdo para o isolamento do agente estdo indicados: os fetos
abortados, por¢des de secundinas, muco vaginal, secrecdo loquial, tecido testicular, esperma,
liquido articular, leite ou secre¢do mamaria, assim como diversas partes colhidas da necropsia

(ganglios linfaticos, tecido mamario etc.) (BEER, 1988).

Foram desenvolvidos testes de ELISA indireto e competitivo para a diagnostico de
brucelose suina em nivel individual ¢ de rebanho, no entanto, até o presente momento, nao ha kits
disponiveis no mercado. Os testes do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT), polarizacdo da
fluorescéncia e reagdo de fixacdo de complemento sdo recomendados no caso de comércio
internacional de suinos e o procedimento dos mesmos segue aquele recomendado para bovinos,

com a utilizagdo da B. abortus como antigeno (OIE, 2009).

2.6 TRANSMISSAO

As brucelas sdo disseminadas por contato direto ou indireto com animais infectados.
Ingestdo ¢ a via de transmissdo mais comum, embora ocorra exposi¢do por meio das mucosas
genital e conjuntival, da pele e das vias respiratorias (HIRSH; ZEE, 1999). Contrariamente ao que
acontece nos bovinos, suinos em monta natural ¢ uma modalidade comum e importante de
transmissdo da infec¢do. Em muitas ocasides, tem sido demonstrado que a infec¢ao foi introduzida

em um rebanho pela compra de um suino infectado.
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Segundo HIRSH; ZEE (1999), insetos podem desempenhar um papel secundario na
transmissdo e manutencdo de infeccdo no rebanho. Foi demonstrado que moscas-do-chifre

transportam e excretam Brucella nas fezes.

2.7 Controle

O controle da brucelose ¢ mais eficiente quando sdo sacrificados todos os suinos da granja
infectada. Feita a desinfec¢do e ap6s um vazio sanitario, procede-se a reposicao com suinos sadios.
Essas medidas sdo especialmente indicadas em granjas com alta prevaléncia de brucelose, ou em
paises onde essa ocorre raramente. Apos o despovoamento ¢ aconselhada uma espera de pelo menos

trés meses antes da introdugdo de novos suinos. (SOBESTIANSKY et al., 1999).

Os testes soroldgicos existentes podem ser usados para atestar os rebanhos livres da
infeccdo, que podem, em seguida, fornecer os animais para reposicdo. Os programas de
repovoamento também podem utilizar os suinos livres de patdogenos especificos (RADOSTITS et
al., 2002). Programas de controle por imunizacdo ndo sdo usados para brucelose suina (HIRSH;

ZEE, 1999)

Os programas de acdo de testes e abate sdo a principal medida de controle em paises onde a
doenca ¢ exdtica (QUINN et al.,, 2005). Em territorios ou paises mais ou menos afetados
endemicamente, a erradicagcdo somente pode ser conseguida depois de medidas de saneamento de

varios anos de duragdo, dirigidas e controladas oficialmente.(BEER, 1988).

Em areas end€micas, o uso de testes soroldgicos a cada seis meses com eliminagdo dos
positivos, tem dado bons resultados em rebanhos com indice minimo de reagentes. Reprodutores
que venham a ser introduzidos na granja, devem ser submetidos a quarentena, durante a mesma,

deve-se realizar testes sorologicos (SOBESTIANSKY et al., 1999).
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2.8 Importancia em Saude Publica

O homem ¢ infectado pelo contato com animais ou indiretamente através da ingestdo de
produtos de origem animal, bem como pela inalacdo de aerossodis infecciosos. A importancia
relativa do modo de transmissdo e as portas de entrada do agente variam de acordo com a area de

epidemiologia, reservatorios animais e os grupos ocupacionais de risco (SZYFRES, 2001).

Em seres humanos, o periodo de incubac¢do da brucelose varia de uma a cinco semanas,
podendo estender-se por meses. Pode apresentar-se na forma aguda ou cronica. A fase aguda ¢
caracterizada por febre intermitente e continua, dores musculares e abdominais, artrite ¢ cafaléia; ja
na fase cronica observa-se irritabilidade e depressdo, podendo haver complicagdes como

endocardite, miocardite, pericardite, meningite, hepatite e abscessos viscerais (AZEVEDO, 2006).

O homem ¢ sensivel as infec¢des por B melitensis, B. suis, B. abortus e B. canis, sendo esta

ordem decrescente de grau de patogenicidade para o ser humano (MAFRA, 2006).

Um estudo realizado por SPINOLA ; COSTA (1972) um fato que despertou a atengdo do
foi que um dos matadouros, que possuia maior efetivo de trabalhadores (n = 124) ¢ melhores
condicdes de trabalho, apresentou cerca de 9,67% de individuos com sorologia positiva. Dos cinco

matadouros examinados, apenas este fazia além do abate de bovinos também o de suinos.
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3 OBJETIVO

Considerando a inexisténcia de dados acerca da brucelose suina no Estado da Paraiba, bem
como a possibilidade transmissdo do agente aos seres humanos, principalmente aqueles expostos ao
risco de infecc¢do, o objetivo do presente trabalho foi determinar a prevaléncia de anticorpos anti-

brucelas lisas em suinos abatidos no matadouro ptblico de Patos, Estado da Paraiba.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados suinos abatidos no matadouro publico de Patos, Estado da Paraiba, no

periodo de fevereiro a junho de 2007.

4.2 Amostragem

Para o célculo do numero de animais a serem utilizados, foram considerados os seguintes
parametros: (a) prevaléncia esperada; (b) erro absoluto; e (c) nivel de confianga. O célculo foi feito

com a féormula para amostras simples aleatorias (THRUSFIELD, 1995):

onde:

7= 1,96 (nivel de confianga de 95%)
p= prevaléncia esperada de 50% (maximiza¢ao de amostra)

d= erro absoluto de 6%

O numero de animais a serem utilizados foi de 267. Por motivo de seguranca, foi colhido

sangue de 306 animais, totalizando 124 machos e 182 fémeas.
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4.3 Colheita de sangue

O sangue foi colhido em tubos de ensaio no momento da sangria, realizada com o animal em
decubito lateral esquerdo ou direito, logo apos a insensibilizagdo. Em seguida as amostras foram
encaminhadas ao Laboratorio de Doencas Transmissiveis (LDT) do Centro de Saude e Tecnologia
Rural (CSTR) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), em Patos, PB, onde foram
centrifugadas com retragdo do coagulo e obtengdo do soro. Os soros sanguineos dos animais forma
estocados em microtubos de polipropileno previamente identificados e mantidos congelados a -

20°C até o momento da realizagdo das provas sorologicas.

4.4 Diagnostico Sorologico

O teste do Antigeno acidificado Tamponado (AAT) foi utilizado como prova de triagem e os
soros que reagiram positivamente no mesmo foram submetidos a prova confirmatéria do 2-

mercaptoetanol (2-ME) (OSORIO, 2004).

4.4.1 Prova do Antigeno Acidificado Tamponado

4.4.1.1 Materiais utilizados

Os materiais utilizados foram: antigeno para AAT, que consiste numa suspensdo de Brucella
abortus amostra 1119-3 inativada, corado pelo rosa de bengala de diluida a 8% em solug¢ao-tampao
de pH éacido (3,65); soro sanguineo; micropipetador de 30 microlitros; ponteiras; placas com

delimitagdes de 4 cm; misturadores de plastico; caixa com luz indireta.
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4.4.1.2 Metodologia do teste

- Os soros e o antigeno foram equilibrados a temperatura ambiente por 30 minutos. Os soros
foram homogeneizados antes da realizagdo da prova.

- Foi utilizado o micropipetador de 30ul para dispensar essa quantidade de soro por area da
placa de vidro, encostando nela a ponta da pipeta em angulo de 45°.

- O antigeno foi suavemente agitado e colocado 30 pul ao lado do soro, sem ser nele
misturado.

- Em seguida misturou-se, por meio de um misturador de pléstico, o soro e o antigeno com
movimentos circulares, de modo a obter um circulo aproximado de 2cm.

- Promoveu-se movimentos oscilatorios continuos na placa durante quatro minutos, para
permitir que a mistura soro-antigeno flua lentamente dentro de cada circulo.

- A placa foi colocada na caixa de luz indireta para realizagdo da leitura.

O soro que apresentou reagdo visivel de aglutinagdo (grumos) em qualquer intensidade

foram considerados reagentes ¢ encaminhados para o teste confirmatorio (ARAUJO et al., 2001).

4.4.2 Prova do 2-Mercaptoetanol

4.4.2.1 Materiais utilizados

Para a realizagao das provas de SLT e do 2-ME, as quais sao feitas em paralelo, designada
como provas em série, foram utilizados: antigeno para a soroaglutinacdo lenta em tubo; o 2-
Mercaptoetanol; uma solugdo salina 0,85% e fenicada 0,5%; as amostras de soro a testar (positivas
para o AAT); soro controle positivo; soro controle negativo; tubos de ensaio; grade para tubos;
pipeta de Bang; pipetas de 10ml; caixa com luz indireta para leitura; estufa a 37°C; vidraria para

diluicao dos reagentes.
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4.4.2.2 Metodologia do teste

- Diluiu-se o antigeno para soroaglutinagdo lenta em tubos 100 vezes em solucdo salina a
0,85% contendo 0,5% de fenol. Concentracgao final 0,045%.

- Diluiu-se o antigeno para soro aglutinagdo lenta em tubos 50 vezes em solugdo salina a
0,85% sem adicao de fenol. Com concentragao final 0,090%.

- Preparou-se a solugdo de 2-ME a 0,1 M misturando-se 7,8 ml de 2-ME a 992,20 ml de
solucdo salina a 0,85% sem fenol, ou volumes menores, proporcionalmente.

- Para cada amostra de soro a testar, colocou-se em uma estante, duas fileiras de quatro
tubos.

- Identificou-se o primeiro tubo de cada fileira com o numero correspondente ao soro a
testar.

- A primeira fileira correspondente as quatro dilui¢des do soro do teste de soroaglutinagdo
lenta em tubos foi marcada com a letra T. A outra fileira, em que se fez o teste do 2-ME, foi
marcada com a letra M.

- Com a pipeta de Bang carregou-se o soro até passar um pouco da graduagdo superior. Com
um papel absorvente, limpo-se o extremo da pipeta mantendo-se esta em posicao vertical sobre a
parede do tubo que contém a amostra, deixa-se escorrer o soro até que o fundo do menisco no
interior da pipeta esteja nivelado com a sua graduacdo superior.

- Com a pipeta no fundo do primeiro tubo da primeira fileira, deixou-se fluir 0,08 ml de
soro. No segundo tubo, depositou-se 0,04 ml, no terceiro 0,02 ml e no quarto 0,01 ml.

- Repetiu-se o procedimento descrito para depositar as mesmas quantidades de soro na
segunda fileira de tubos, na série do 2-ME.

- Em todas as amostras de soro, repetiu-se o procedimento de forma similar, pipetando os
soros para cada duas fileiras de tubos adequadamente identificados.

- Foram incluidos os soro controle positivo e negativo.

- Com a pipeta de 10 ml agregou-se a cada um dos tubos das fileiras T, 2ml do antigeno
diluido 1:100 em solucdo salina fenicada.

- Com a pipeta de 10 ml, foi agregado 1 ml de solucao de 2-ME (diluido em solugao salina
sem fenol) a cada um dos tubos das fileiras M.

- Agitou-se a estante para misturar as solugoes.

- Deixou-se as estantes com amostras em repouso durante 30 minutos a temperatura

ambiente.
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- Apos isso, com a pipeta de 10 ml foi agregado a cada tubo da fileira M, 1 ml do antigeno
diluido 1:50 em solucdo salina sem fenol.
- Misturou-se agitando a estante,
- As misturas foram colocadas em estufa a 37°C por 48 horas.
- As fontes de luz estranhas foram reduzidas para a leitura do teste por meio de uma fonte de

luz indireta.

A interpretacdo da prova de soro aglutinagdo lenta e do 2-ME pode ser classificada como
completa, incompleta ou negativa. A reacdo completa ¢ quando o liquido da mistura soro-antigeno
aparece transliicido e a agitacdo suave ndo rompe os grumos; a reacao incompleta ¢ aquela em que a
mistura soro-antigeno aparece parcialmente translicida, e uma suave agitacdo ndo rompe o0s
grumos; ja a reagdo negativa ¢ aquela onde a mistura soro-antigeno aparece opaca ou turva, € uma
agitacdo suave ndo revela grumos. Animais com titulos maiores ou iguais a 25 foram considerados

positivos, de acordo com a interpretacdo da técnica para bovinos (BRASIL, 2006).

4.5 Analise Estatistica

Para a verificacdo de uma possivel associacdo entre sexo dos animais e soropositividade
para brucelose, foi utilizado o teste exato de Fisher (ZAR, 1999), com nivel de significancia de 5%.

Para a andlise, foi utilizado o programa Epilnfo versao 6.04.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No ato da colheita de sangue foi impossivel separar os animais por idade e/ou procedéncia,

pois ndo havia registros oficiais dos proprietarios nem de suas propriedades.

Na prova do Antigeno Acidificado Tamponado, dos 306 suinos analisados, trés foram
soropositivos (0,98%; 0,20% - 2,84%) (Tabela 1). Dos 124 machos um (0,81%; 0,02% - 4,41%) foi

soropositivo, enquanto duas (1,10%; 0,13% - 3,91%) das 182 fémeas foram soropositivas.

Na prova do 2-mercaptoetanol, das trés amostras reagentes no AAT, duas (0,65%; 0,08% -
2,34%) foram confirmadas como positivas (Tabela 1). Todas as amostras positivas no 2ME foram
de fémeas, no entanto, ndo foi observada diferenca significativa na propor¢ao de soropositivos entre
machos e fémeas (p = 0,516). Na tabela 2 sdo apresentados os titulos de anticorpos de anti- Brucella

na prova do 2-ME das amostras positivas no teste.

Em um estudo conduzido por MATOS et al. (2004) no Estado de Goias, de um total de
4.279 fémeas em producdo, foram colhidas 829 amostras de sangue, por meio de pungdo da veia
cava cranial, e a ocorréncia de anticorpos para Brucella sp foi determinada com o emprego do Card
Test. Das 40 granjas envolvidas no estudo, em apenas uma (2,5%), o soro sangiiineo de um animal
foi positivo, confirmando que na produgdo tecnificada e com um rigoroso esquema de sanidade a
brucelose suina ndo ¢ um problema para a suinocultura, em contrapartida um estudo realizado por
(ROXO et al. 1996), na regido sul de Sdo Paulo em uma propriedade que tinha varias espécies de
animais criadas em conjunto e uma criagdo sem os devidos cuidados de sanidade de um total de 42

amostras de soro de suino 37 reagiram positivamente, com uma freqiiéncia de 88,09%.

Uma pesquisa feita em Rondodnia na regido de Monte Negro em propriedades com fins para
a agricultura familiar, (AGUIAR et al 2006), testou 104 soros para a pesquisa de anticorpos anti-
Brucella sp. e apenas um (0,9%) reagiu frente ao AAT. Entretanto, esta amostra ndo reagiu nos

testes de SAL e 2-ME.

FREITAS et al (2001) em Belém do Pard, analisaram 139 amostras de soros de animais
(suinos) de diversas procedéncias com as provas do “Card Test” (teste de triagem) ¢ a
soroaglutinacdo rapida (teste confirmatorio), e observaram que 42,2% dos animais apresentaram

anticorpos para Brucella sp.
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Tabela 1. Soroprevaléncia e intervalo de confianca de 95%, nos testes do Antigeno Acidificado
Tamponado e 2-Mercaptoetanol com relacdo ao sexo, em suinos abatidos no Matadouro Publico de

Patos, no periodo de fevereiro a junho de 2007.

Sexo AAT 2-ME

N Prev. (%) IC 95(%%) N Prev. (%) IC 95(%%)

Macho 1/124 0,81 0,02-441  0/124 0 0,00 — 2,93
Fémea 2/182 1,10 0,13 3,91 2/182 1,10 0,13-3.91
Total 3/306 0,98 0,20-2.84  2/306 0,65 0,08 — 2,34

Tabela 2. Titulo de anticorpos anti- Brucelas lisas na prova do 2-Mercaptoetanol, nas amostras
positivas no teste de triagem, em suinos abatidos no Matadouro publico de Patos, Estado da

Paraiba, no periodo de fevereiro a junho de 2007. Patos- PB, 2008.

Amostra Prova do 2-ME (Ul/ml)
F 172 200
F 176 25
M 83 Negativo

F: fémea; M: macho

Foram detectadas apenas fémeas verdadeiramente positivas, ou seja, aquelas que foram
positivas tanto no teste de triagem como no confirmatorio. Nao foram observados quaisquer sinais
clinicos ou lesdes caracteristicos da infec¢@o, o que ndo significa dizer que esses animais ndo estao
liberando a bactéria constantemente, deixando em alerta os profissionais em contato com esses
animais, como mangarefes e médicos veterindrios, visto que esses individuos sdo susceptiveis a essa

doenca nessas circunstancias de abate.

Apesar do teste do 2-ME nao ser padronizado para o uso no diagnostico da brucelose suina,
ha um forte indicio de que suinos positivos na mesma estejam realmente infectados em decorréncia
das elevadas sensibilidade e especificidade dos testes em série empregados (AAT e 2-ME), em
torno 95% e 99,5%, respectivamente (AZEVEDO, 2006). Os resultados obtidos no presente
trabalho levantam preocupagdes, pois suinos soropositivos para a brucelose estdo sendo

encaminhados para abate, expondo os mangarefes ao risco ocupacional.
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Dessa forma, ¢ importante a ado¢ao de algumas medidas preventivas, como o uso de luvas

para manejar esses animais, bem como outras medidas de biosseguranca necessarias. Além disso, €
necessario que haja um trabalho comunitario de esclarecimento para proprietarios, tratadores e

mangarefes, bem como para liderangas de comunidades, agentes de satide animal e consumidores.

Apesar da infeccdo de suinos por B. abortus ser considerada ocasional, hd a possibilidade
dos animais reagentes no presente trabalho serem positivos para essa espécie, pois pode haver
reacdo cruzada nos testes empregados. Dessa maneira, essa hipotese levanta preocupagdes com
relacdo ao Programa Nacional de Controle e¢ Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT),
uma vez que suinos infectados por B. abortus podem eliminar o agente e expor bovinos ao risco de

infec¢@o, comprometendo, assim, o sucesso do programa.



28
6 CONCLUSAO

Foram encontrados suinos abatidos no Matadouro Publico de Patos, Estado da Paraiba,
soropositivos para brucelas lisas, o que levanta preocupagdes do ponto de vista de saude publica por
se tratar de uma importante zoonose, expondo os mangarefes ao risco ocupacional. E necessario que
haja um trabalho de conscientizacdo desses profissionais, esclarecendo a importancia de medidas de

biosseguranga bem como as conseqii€ncias ocasionadas pela brucelose.
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