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RESUMO

LEITE, JANAYRA MAGALHAES. Soroprevaléncia de Brucelose em bovinos
abatidos no Matadouro Piblico de Patos, Estado da Paraiba [Soroprevalence of
brucellosis in bovine slaughtered in the Public Slaughterhouse of Patos city, state of
Paraiba]. 2008 35 p. Monografia (Conclusio do curso de Medicina Veterinaria) —
Universidade Federal de Campina Grande — UFCG. Patos, 2008.

Foi determinada a soroprevaléncia de brucelose em bovinos abatidos no
Matadouro Publico de Patos, Estado da Paraiba, bem como verificada uma possivel
associagiio entre sexo dos animais e soropositividade para Brucella abortus. Para tanto,
foram colhidas 274 amostras de soro no periodo de setembro a dezembro de 2007. Para
o diagnéstico sorolégico da brucelose bovina, foi utilizado o teste do Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT) como prova de triagem e o teste do 2-mercaptoetanol
como prova confirmatéria. Na prova do Antigeno Acidificado Tamponado, dos 274
bovinos analisados, seis foram soropositivos (2,2%; IC 95% = 0,81% - 4,71%). Dos 103
bovinos machos, um (0,97%; IC 95% = 0,02% - 5,29%) foi soropositivo, enquanto
cinco (2,92%; IC 95% = 0,96% - 6,69) das 171 fémeas foram soropositivas. Néo foi
verificada diferenga significativa na proporgéo de soropositivos entre bovinos machos e
fémeas (p = 0,41). Na prova do 2-mercaptoetanol, das seis amostras reagentes no AAT,
cinco (83,3%) foram confirmadas como positivas. Todas as amostras positivas no 2-ME
foram de fémeas, resultando em uma soroprevaléncia de 1,82% (IC 95% = 0,59% -
4,21%). Também ndo foi verificada diferenca significativa na proporgdo de
soropositivos entre bovinos machos e fémeas no teste confirmatério (p = 0,16).

Palavras-chave: Brucelose animal, soroprevaléncia, bovinos, Matadouro Publico de
Patos — Estado da Paraiba.



ABSTRACT

LEITE, JANAYRA MAGALHAES. Soroprevalence of brucellosis in bovine
slaughtered in the Public Slaughterhouse of Patos city, state of Paraiba
[Soroprevaléncia de Brucelose em bovinos abatidos no Matadouro Publico de Patos,
Estado da Paraiba]. 2008 3S5p. Monografia (Conclusio do curso de Medicina
Veterinaria) — Universidade Federal de Campina Grande — UFCG. Patos, 2008.

The seroprevalence of brucellosis was determined in bovine slaughtered in the
Public Slaughterhouse of Patos city, state of Paraiba, Northeast region of Brazil. For
this purpose, 274 blood samples were collected during September to December 2007.
For the serological diagnosis of bovine brucellosis, the Rose Bengal Test was applied as
a screening method and the 2-mercaptoetanol test as a confirmatory method. In the Rose
Bengal Test, of the 274 analyzed bovine, six were seropositive (2.2%; 95% CI = 0.81%
- 4.71%). One (0.97%; 95% CI = 0.02% - 5.29%) of the 103 male bovine was
seropositive and five (2.92%; 95% CI = 0.96% - 6.69) of the 171 females were
seropositive. There was no significant difference between sex and seroprevalence (p =
0.41). In the 2-mercaptoetanol test, of the six reagent samples at the screening test five
(83.3%) were confirmed as positive. All positive samples at the confirmatory test were
from females, resulting in a seroprevalence of 1.82% (95% CI = 0.59% - 4.21%). There
was also no significant difference in the proportion of seropositive animals between
males and females in the confirmatory test (p = 0.16).

Key words: Animal brucellosis, seroprevalence, bovine, Public Slaughterhouse of Patos
— Paraiba state.



1 INTRODUCAO

A brucelose bovina é uma doenga bacteriana infectocontagiosa que pode ser
transmitida ao ser humano, sendo considerada uma zoonose de evolugdo principalmente
cronica e caracterizada por abortamentos no tergo final da gestagdo. O principal agente
etiolégico € a Brucella abortus, cujo bibtipo 1 é o mais freqiiente (ACHA; SZYFRES, 1986).
E conhecida em bovinos como mal de Bang, doenga de Bang, aborto enzoético ou epizo6tico
¢ ainda como aborto infeccioso dos bovinos. J4 em humanos, é designada como febre de
Malta, febre ondulante ou febre do Mediterrineo.

Em bovinos, a brucelose provoca perdas diretas em decoméncia de abortamentos,
diminuigdo dos indices reprodutivos, aumento do intervalo entre partos, queda na produgéo de
leite e came, morte de bezerros, além da interrupgéio de linhagens genéticas. Estima-se que a
infecglio € responsdvel pela diminuigdo de 20 a 25% na produgdo de leite, 10 a 15% na
produgdo de came, 15% da perda de bezerros em decorréncia de abortamentos, aumento de
30% na taxa de reposi¢do de animais e aumento do intervalo entre partos de 11,5 para 20
meses. Mostram ainda que, em cada cinco vacas infectadas, uma aborta ou torna-se
permanentemente estéril (RADOSTITS et al, 2002). Além disso, ainda estdo envolvidas as
restrigbes comerciais principalmente no mercado internacional, pois a brucelose faz parte da
lista da OIE (Organizagdo Mundial de Saide Animal), sendo uma doenca de notificagéo
obrigatdria e, portanto considerada de importidncia sécio-econdmica e/ou de saide publica,
ocasionando impacto significativo no comércio internacional de animais e de seus subprodutos
(OIE, 2005).

Dessa maneira, ¢ de fundamental importincia para um pais a implantagdo de um
programa eficaz de controle ¢ erradicagio da brucelose, tanto do ponto de vista comercial
quanto no tocante a satde publica.

No Brasil foi instituido em 2001 o Programa Nacional de Controle e Erradicagéo de
Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) e consiste em um conjunto de medidas sanitdrias compulsdrias, associadas a agdes de
adesdo voluntiria, com a finalidade de reduzir a prevaléncia e a incidéncia de novos focos de
brucelose e tuberculose, bem como criar um namero significativo de propriedades certificadas

como livres dessas doengas, oferecendo ao consumidor produtos de baixo risco sanitdrio
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(BRASIL, 2006). Para que esses objetivos sejam atingidos com sucesso é necessdrio que haja
um esclarecimento e conscientizagdo dos proprietirios frente 4 importincia da vacinagiio de
bezerras entre 3 ¢ 8 meses de idade contra brucelose, sendo este procedimento uma das
prioridades do PNCEBT. De acordo com 0 MAPA, foram vacinadas 847 bezerras de janeiro a
agosto de 2007 na Paraiba, sendo o indice de fémeas vacinadas de 2,48% em relagdo ao
nimero de fémeas em idade vacinal, levando em consideragio que o rebanho de f€meas
paraibano é de 500.000 cabegas (Comunicaggo pessoal, 2008'). Em comparagéo com o Estado
de Sergipe, onde a vacinagio em 2007 atingiu mais de 15 mil bezerras, este indice paraibano
ainda é muito pequeno, dificultando o sucesso do programa. Em Sergipe esse niamero foi
alcangado em funglio do trabalho dos técnicos e médicos veterindrios da Empresa de
Desenvolvimento Agropecudrio de Sergipe (Emdagro) (AGENCIA, 2008). Para reverter o
quadro paraibano € necessario que haja uma mobilizagio dos Médicos Veterinarios, pois a
vacinagdo s6 poderd ser realizada sob a responsabilidade destes, os quais deverio estar
cadastrados no servigo social de defesa sanitaria animal do Estado, com o intuito de promover
a vacinagdo em massa dos rebanhos, ndo ficando apenas destinados ao processo do
diagnoéstico. Outra medida compulséria no programa, além da vacinagdio, é o controle de
transito, principalmente em animais destinados a reprodugéo, bem como para participagdes em
exposigdes, feiras, leildes e outras aglomeragdes animais.

Tendo em vista a baixa cobertura vacinal da brucelose bovina no Estado da Paraiba
em 2007 (2,48%) e o fato da evolugiio da doenga ser preferencialmente cronica, com sinais
clinicos restritos exclusivamente a esfera reprodutiva, tomando praticamente impossivel a
detecgdo de animais infectados no exame ante-morten e post-morten, os riscos de exposi¢do
ocupacional a bactéria durante o abate sdo aumentados. Dessa forma, o presente trabalho tem

como meta a determinagiio da soroprevaléncia de brucelose em bovinos abatidos no

matadouro publico de Patos, Estado da Paraiba.

! ARRUDA “comunicagio pessoal”, 2008, SEDESA- MAPA-PB. BRASIL.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Agente Etiolégico

As bactérias do género Brucella sdo pequenos cocobacilos, Gram negativos e
imé6veis, ndo formam esporos nem possuem cépsula. Sdo divididas em lisas ou classicas e
rugosas; no grupo das lisas estdo a Brucella abortus, B. melitensis ¢ a B. suis, e fazendo parte
do grupo das rugosas estiio a B. ovis e a B. canis (PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).

Apesar de ser uma bactéria patogénica ndo esporulada, a brucela tem uma boa
capacidade de sobrevivéncia em algumas condi¢Oes naturais, como em locais Gmidos,
abrigados da luz solar direta, em pH neutro e ambiente contendo matéria orgdnica (BRASIL,
2006). Ha um aumento da viabilidade da bactéria em temperaturas baixas, podendo resistir por
muito tempo em tecido congelado (PAULIN; FERREIRA NETO, 2003). As brucelas sio
sensiveis a alguns desinfetantes comuns, como produtos clorados ou solugdes de

formaldeidos. A pasteurizagio é um método eficiente de destruigio da bactéria (BRASIL,
2006).

2.2 Hospedeiros

Os bovinos sio mais susceptiveis a B. abortus, sendo esta susceptibilidade
relacionada a idade, sexo ¢ estagio reprodutivo do animal. Animais sexualmente maduros e
fémeas prenhes sdo mais sensiveis a infecgio do que bovinos imaturos de qualquer sexo,
portanto, pode-se afirmar que a brucelose estd mais relacionada com a maturidade sexual do
que com a idade (BRASIL, 2006).

Além dos bovinos, a B. abortus pode infectar outras espécies, tanto domésticas como
silvestres (PAULIN; FERREIRA NETO, 2003). Com relagio as espécies domésticas, podem
ser infectados bubalinos, suinos, ovinos, caprinos, cies ¢ eqiiideos. Este ultimo hospedeiro
parece ser menos susceptivel a infecgdo e sfio tidos como hospedeiros terminais. O principal
sinal observado nos eqiiinos é uma lesdo edematosa que posteriormente forma uma fistula na

regido da cernelha e por isso é conhecida como Mal da Cemelha ou Mal da Cruz (CEAPAV,
2008).
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A transmissdo da doenca para suinos é infreqiiente, e quando ocorre é caracterizada
por uma infecgdo transitéria, no entanto suinos infectados podem ser fontes de infecgio para
bovinos (NICOLETTI, 1980). E importante salientar que a B. abortus apresenta baixa
patogenicidade para caprinos € ovinos, porém estudos mostram isolamento desta bactéria
nesses animais (BANNATYNE, 1960). J4 em cdes, a infecgdo por B. abortus ocorre
esporadicamente e geralmente € resultado do contato de animais da zona rural com produtos
de origem animal contaminados ou até mesmo pela ingestfio dos restos de abortos decorrentes
de brucelose (FORBES, 1990). Em bubalinos, a brucelose apresenta-se com caracteristicas
semelhantes aos bovinos (PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).

Com relagéio as espécies silvestres, destacam-se aquelas unguladas, consideradas
reservatérios naturais da Brucella abortus, desempenhando papel importante na epidemiologia

da doenga, pois sfio estes animais que mantém o agente no meio ambiente (PAULIN;
FERREIRA NETO, 2003).

2.3 Patogenia

A porta de entrada mais importante para bovinos é a mucosa orofaringeana
(PAULIN; FERREIRA NETO, 2003). A bactéria ainda pode adentrar através da mucosa
genital, nasal ou conjuntiva. O periodo de incubagdo ¢ inversamente proporcional ao tempo de
gestagdo, ou seja, quanto mais adiantada a gestagio, menor sera o periodo de incubagio
(BRASIL, 2006). Ao penetrar no organismo as bactérias séo fagocitadas por macréfagos e séo
transportadas livres ou dentro destes para os linfonodos regionais, onde se multiplicam e
podem permanecer por semanas a meses. Ocorre disseminagdo por via linfitica ou hematica
para 6rgéos ricos em células do sistema mononuclear fagocitirio, entre os quais se destacam
os linfonodos, bago, figado, aparelho reprodutor masculino, ibere e tutero.

A infecg@io do itero gestante ocorre por via hematdgena. Ao adentrarem no utero, as
brucelas multiplicam-se inicialmente no trofoblasto do placentoma, e logo ap6s infectam as
células adjacentes (BRASIL, 2006).

O eritritol é um 4lcool observado principalmente em bovideos, com altas
concentragbes na placenta, liquidos fetais e drgdos reprodutivos masculinos como testiculos,
epididimos e glindulas sexuais (SAMARTINO; ENRIGHT, 1992). Sabe-se que a partir do
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quinto més de gestagéio, aumenta a concentragio desse 4lcool, o qual atinge nivel mdximo
préximo ao parto, estimulando a multiplicagdo da bactéria de forma crescente. Além disso, a
presenga de horménios sexuais também estimula o desenvolvimento da brucela (BISHOP et
al., 1994).

Na fémea bovina, a infecgdo deixa de ser latente geralmente no tergo final da
gestagio, quando o tecido cérion-alantoideano est4 bem desenvolvido e ha disponibilidade dos
metabdlitos (PAULIN; FERREIRA NETO, 2003). Neste periodo a multiplicago da brucela é
intensa e as endotoxinas liberadas ap6s sua destruigdo geram lesSes na placenta, causando
placentite necrética dos cotilédones, promovendo o deslocamento destes devido a lise de suas
vilosidades (METCALF et al., 1994). Essas lesdes inflamatérias e necroticas impedem a
passagem de nutrientes e principalmente oxigénio da mae para o feto, pois comprometem a
circulagio matemo-fetal, provocando uma infecgdo maciga culminando no abortamento
(PAULIN; FERREIRA NETO, 2003). Em casos agudos, quanto mais intensa a necrose,
maior a possibilidade de haver abortamento, sendo este o {inico sintoma aparente na maioria
das infecgdes brucélicas (CARTER; CHANGAPPA, 1991).

O dtero ndo gravidico ndo € tio susceptivel a B. abortus, portanto logo apés o
abortamento ou o parto as brucelas desaparecem rapidamente ¢ o animal recupera-se em
poucas semanas (BISHOP et al., 1994). Porém, quanto menor a necrose, mais intensa sera a
deposigdo de fibrina tornando tardio o abortamento ou até mesmo promovendo o nascimento
de bezerros fracos que poderdo morrer em poucos dias (ACHA; SZYFRES, 1986). Apés o
primeiro aborto, ha desenvolvimento de uma imunidade celular e conseqiiente diminuigdo do
nimero ¢ tamanho das lesdes de placentomas nas gestagdes subsegiientes. Dessa forma, o
aborto toma-se infreqiiente, aparecendo outras manifestagdes, como subinfertilidade,
infertilidade e esterilidade (TIMONEY et al., 1988).

Nos machos, a bactéria se localiza preferencialmente nos orgdos do sistema
reprodutor, tais como testiculos, epididimos e glindulas sexuais, ocasionando inflamagéo
destes e posterior cronicidade da infecgdo, tornando esses animais assintomaéticos (BRASIL,
2006).
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2.4 Sinais Clinicos

O sinal clinico caracteristico da brucelose é o abortamento em tomo do sétimo més de
gestagdo ou nascimento de crias fracas ou mortas (RIET-CORREA et al., 2001).

Ao ser introduzida num rebanho de animais susceptiveis, num primeiro momento os
abortamentos poderdo chegar a 80% (BISHOP et al., 1994), tendo recidivas de 15 a 20% dos
casos (ACHA; SZYFRES, 1986). Passada essa primeira fase, sobrevém a fase conhecida
como cronica, onde os abortamentos tornam-se raros em decorréncia da imunidade celular
(PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).

Nos machos, a brucela acarreta orquite € epididimite bem como inflamagdo de caréter
necrosante das vesiculas seminais. Hi um aumento de volume dos epididimos e testiculos uni
ou bilateral, provocando subfertilidade, infertilidade ou esterilidade (PAULIN; FERREIRA
NETO, 2003). Como conseqiléncia ocorre necrose do 6rgéo afetado, podendo haver atrofia.

A brucela pode atingir o aparelho locomotor provocando infecgdes articulares,
levando a bursites principalmente nas articulag3es cérpicas e tirsicas, as quais exigem maiores
esforgos, além de espondilites nas vértebras tordcicas e lombares, podendo atingir a medula
6ssea e bainha dos tendbes (BATHKE, 1988).

As vacas prenhes sio mais susceptiveis & doenga e¢ a grande maioria delas
permanecera cronicamente infectada, com o agente presente no tutero e linfonodos (BISHOP,
et al. 1994). Porém, f€meas ndo gestantes expostas a quantidades pequenas de brucelas podem
desenvolver a condi¢do de portadoras assintométicas (PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).

2.5 Diagnéstico

O diagnéstico da brucelose é feito por diferentes métodos, os quais se
complementam; entre eles destacam-se o diagndstico clinico, que se baseia nos sinais; o
diagnéstico epidemiolégico, que se fundamenta no histérico do rebanho e da propriedade
vizinha; e o diagndstico complementar que pode ser direto ou indireto (PAULIN; FERREIRA
NETO, 2003).
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Para o diagnéstico populacional sfo adequadas somente as provas soroldgicas
(BRASIL, 2006) que consistem na detecgio de anticorpos contra B. abortus por métodos
indiretos.

O diagnéstico indireto deve ser rdpido, barato e de ficil realizagéio, pois se trata de
um procedimento de aplicagfio massal. Além disso, deve ser desprovido de riscos e respeitar as
normas técnicas estabelecidas pelos organismos interacionais (PAULIN; FERREIRA NETO,
2003). Os métodos indiretos ou sorolégicos tém como finalidade demonstrar a presenca de
anticorpos contra Brucella sp. em virios fluidos corporais, como soro sanguineo, leite, muco
vaginal ¢ sémen (BRASIL, 2006). Existem vérios testes, porém os de real utilidade sio
aqueles que buscam detectar anticorpos no soro e no leite (PAULIN; FERREIRA NETO,
2003). Podem ocorrer reagdes falso-negativas ou falso-positivas.

As reagdes falso-positivas sfo decorrentes de reagdes cruzadas com outras bactérias,
principalmente Yersinia enterolitica, Salmonella sp. e Escherichia coli, designada como
reagdo cruzada, que na maioria das vezes estiio associadas a I[gM (CORBEL, 1985). Animais
de até no méximo quatro meses de idade podem apresentar anticorpos colostrais, levando a
uma sorologia positiva (BISHOP et al., 1994). Além disso, podem ocorrer como resultado da
vacinagdo com B19 em animais acima de 8 meses de idade (BRASIL, 2006), pois quanto
maior a idade no momento da vacina¢io mais tardiamente desaparecem os anticorpos vacinais
(PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).

As principais causas de resultados falso-negativos sdo: a infecgdo recente e a
proximidade do parto ou aborto. Fémeas em fase proxima ao parto ou logo apds abortamento
podem apresentar resultados falso-negativos ou titulos baixos de anticorpos, embora sejam
excretoras do agente (PAULIN; FERREIRA NETO, 2003). Brandon et al. (1971) relatam que
esse fato € decorrente do mecanismo fisiologico de transferéncia, principaimente da IgGi, do
soro para o colostro, o que leva a diminui¢@o de anticorpos no soro, ndo sendo suficientes para
propiciar sinal no teste sorolégico.

Dentre os métodos indiretos mais utilizados para diagndstico de brucelose, destacam-
se a Soroaglutinagio Lenta em Tubos, Soroaglutinag@io Ripida em Placa, Teste do Antigeno
Acidificado Tamponado ou Rosa de Bengala, Reagio de Fixagio de Complemento, usado para
referéncia de trinsito internacional, Teste do 2-Mercaptoetanol, Testes imunoenzimaticos
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(ELISA) e Prova do Anel em Leite, usado para vigilancia epidemiolégica. (PAULIN;
FERREIRA NETO, 2003).

Dentre os métodos diretos estio o isolamento e a identificagdio do agente,
imunohistoquimica e métodos de detec¢do de dcido nucléicos, como a Reagdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR) (PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).

A escolha dos métodos sorolégicos deve levar em consideragio o custo, 0 tamanho e
as caracteristicas da populacio sob vigildncia, a situagio epidemiolégica da doenga, a
sensibilidade e a especificidade dos testes, bem como a utilizagio de vacinas (BRASIL, 2006).

No Brasil, o Programa Nacional de Controle e Erradicagio da Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT) instituido pelo MAPA em 2001 definiu como oficiais os testes de
Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e o Teste do Anel em Leite (TAL) como testes de
triagem, sendo o TAL mais usado para monitorar rebanhos leiteiros. O 2-Mercaptoetanol (2-
ME) e o Teste de Fixagio de Complemento (FC) como testes confirmatérios (BRASIL, 2006).

2.6 Transmissio

Ao ser introduzido numa populagdo de susceptiveis, o agente dissemina-se
rapidamente no inicio ¢ depois mais lentamente até atingir o equilibrio, que é observado
quando a quantidade de animais infectados descartados é igual a quantidade de susceptiveis
que se infectam. Caso ndo seja erradicada, pode toma-se endémica por tempo indeterminado
(PAULIN; FERREIRA NETO, 2003). A ndo detecgdo de um animal infectado promove a
disseminag@o tanto na propriedade como em éreas adjacentes (BATHKE, 1988).

As principais vias de eliminagéo do agente sdo os fetos, seus envoltorios e descargas
uterinas, seja no momento do parto ou em situagSes de abortamentos. Devido & grande
quantidade de bactérias nesses materiais, ocorre a contaminagéo da pastagem, fOmites, dgua e
alimentos. No leite, a brucela ¢ eliminada a partir de duas semanas ap6s o parto ou
abortamento, podendo persistir durante meses (ACHA; SZYFRES, 1986). Ao ingerirem leite
contaminado, os bezerros poderfio manter a bactéria nos linfonodos gastroentéricos e excretar
o agente nas fezes. Até seis meses de idade os bezerros sdo pouco susceptiveis a infecgdo e
normalmente infectam-se de forma transitéria, e seis a oito semanas apOs a suspensdo da
alimentagio com leite tomam-se livres (ACHA; SZYFRES, 1986).
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Em condigdes de umidade, temperatura e sombreamento ideais, as brucelas
permanecem vidveis no meio ambiente por longos periodos, o que aumenta significativamente
a chance de contato e infecgdo de hospedeiros susceptiveis (QUINN et al., 2005).

O contato indireto, por ingestio de dgua, pasto ou forragens contaminadas, é a mais
freqiiente via de transmissdo entre os bovinos. Além disso, outra via de transmissdo é o
contato direto entre as vacas, pois estas costumam lamber membranas fetais, fetos abortados e
bezerros recém-nascidos. As vacas, ao lamberem os orgdos genitais de outras vacas
possibilitam também a transmiss#io da doenga (ACHA; SZYFRES, 1986).

Os touros eliminam a bactéria através do sémen, o que ndo ocorre em novilhos e
animais castrados (BATHKE, 1988). E importante ressaltar que a monta natural parece nio ter
grande importdncia na transmiss#o da brucelose, pois nesse caso o sémen é depositado na
vagina, onde existem defesas inespecificas que dificultam o processo de infecgio (PAULIN;
FERREIRA NETO, 2003). Porém, na inseminagdio artificial o sémen ¢ introduzido
diretamente no Gtero, permitindo a infecglio da fémea, sendo dessa forma, uma importante via
de transmissiio (BRASIL, 2006). Ronald e Prabhakar (2001), em Tamil Nadu, india, isolaram
B. abortus em cinco (3,7%) de um total de 136 amostras de sémen congeladas provenientes de
trés centros de inseminagdo artificial. Com relag#o a transferéncia de embrides, fica descartada
a hipdtese de transmisséio da brucelose entre doadoras infectadas e receptoras livres da doenga,

isso porque os embrides sfo submetidos a lavagens e tratamentos para redugdo da transmissio
de agentes infecciosos (BRASIL, 2006).

2.7 Controle

Na maioria dos paises desenvolvidos a brucelose esti controlada ou erradicada, mas
nos paises em desenvolvimento a doenga ainda se apresenta de forma endémica (PAULIN;
FERREIRA NETO, 2003). Isso ocorre devido a falta de investimento em programas para o
seu combate, além disso, observa-se que nesses locais a incidéncia aumenta a medida que
aumenta os rebanhos (OIE, 2005).

Em propriedades onde ocorre a doenca ¢ recomendada a realizagdo de testes
sorolégicos massais de rotina, em intervalos regulares entre dois e seis meses, e sacrificio

subseqiiente dos animais positivos até a obtengdo de, no minimo, dois testes negativos
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sucessivos em todo o rebanho. Nesse momento a propriedade é considerada saneada e deve
manter essa situagdo com a realizagio de testes sorolégicos em intervalos de um ou dois anos
(PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).

E de fundamental importéincia a vacinagio de bezerras com idade entre trés e oito
meses, principalmente em édreas endémicas (PAULIN; FERREIRA NETO, 2003). Em 4reas
onde a prevaléncia é muito baixa, pode-se erradicar a doenga com base no diagnéstico e
sacrificio dos positivos, combinado com um sistema de vigilincia eficiente (ACHA;
SZYFRES, 1986).

A introdugio de animais € o classico fator de risco para brucelose bovina
(NICOLETTI, 1980), portanto deve-se promover um rigoroso controle de trinsito visando a
identificagdo dos animais positivos antes que estes adentrem na regiio alvo do programa
(PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).

No Brasil, o Decreto Lei n® 6922, de quatro de outubro de 1944 foi a primeira
tentativa de controle da brucelose bovina que estabelecia a identificag8io de animais vacinados
(GARCIA-CARRILLO, 1987). Posteriormente, outros Decretos foram criados, mas sem
provocar grandes progressos no controle da brucelose (POESTER et al., 2002).

Em 20 de janeiro de 1976 foi instituida a Portaria n° 23 pelo Ministério da
Agricultura, propondo um Programa Nacional, tendo como principal estratégia a vacinagdo
das fémeas entre 3 ¢ 8 meses de idade, além da identificagdio de focos, teste e sacrificio
voluntirio dos positivos (POSTER et al., 2002). Mesmo assim, ainda ndo houve a
implementagdo total do programa e, portanto a situagdo epidemiolégica permaneceu a mesma
com prevaléncia elevada da doenga na maioria das regides produtoras (AZEVEDO, 2006).

Em 2001 o MAPA instituiu o Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da
Brucelose e Tuberculose (PNCEBT), que visa promover a qualidade dos produtos de origem
animal, além de melhorar a imagem do pais no mercado extemo, através de medidas
compulsérias e voluntirias. Esse programa tem como base a vacinagio para brucelose das
fémeas com idade entre trés e oito meses (BRASIL, 2006). Consiste num programa cujos

resultados surgirfio em longo prazo, e para que isto ocorra é necesséria a mobilizagdo nacional

de médicos veterindrios e produtores.
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2.8 Importincia em Saide Piblica

A brucelose ocorre em diversos paises do mundo, principalmente em paises em
desenvolvimento (BRASIL, 2006). Consiste em um grave problema de safide publica, sendo
transmitida para seres humanos a partir de animais infectados através do consumo de leite cru
ou derivados n#o pasteurizados, mas principalmente por exposigdo ocupacional de magarefes,
fazendeiros, pessoas que trabalham com laticinios ¢ médicos veterinirios que manipulam ou
que possam ter contato com os microorganismos (OSORIO et al, 2004).

Em seres humanos, o periodo de incubagio 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 e cefaléia; j4 na fase cronica observa-se irritabilidade e depressdo, podendo haver
complicagbes como endocardite, miocardite, pericardite, meningite, hepatite ¢ abscessos
viscerais (AZEVEDO, 2006).

Em 1972, Spinola & Costa constataram a presenga de trabalhadores de um frigorifico
em Salvador, Bahia, acometidos por brucelose. Neste frigorifico existiam 128 empregados;
destes, 85 foram submetidos a sorologia, dos quais nove (10,58%) foram soropositivos.

Costa-Dias et al (2005) relatam seis casos positivos para brucelose em seres humanos
no periodo de 2002 a 2004 num frigorifico de inspegdio federal no sul da Bahia, o que
representou uma prevaléncia de 2,5%. O referido autor ainda correlaciona esse resultado com

a freqiiéncia de bovinos sugestivamente positivos € com a auséncia de medidas de seguranga.
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3 OBJETIVOS

- Determinar a soroprevaléncia de brucelose em bovinos abatidos no matadouro
publico de Patos, Estado da Paraiba.

- Verificar uma possivel associagfio entre o0 sexo dos animais e a soropositividade

para brucelose.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados bovinos abatidos no matadouro piblico de Patos, Estado da Paraiba,
no periodo de setembro a dezembro de 2007.

4.2 Amostragem

Para o célculo do nimero de animais a serem utilizados, foram considerados os
seguintes pardmetros: (a) prevaléncia esperada; (b) erro absoluto; e (c) nivel de confianga. O
célculo foi feito com a férmula para amostras simples aleatrias (THRUSFIELD, 1995):

Z’ x p(1-p)
n= d2

onde:

Z = 1,96 (nivel de confianga de 95%)
p = prevaléncia esperada de 50% (maximizagio de amostra)
d = erro absoluto de 6%
O numero de animais a serem utilizados foi de 267. Por motivo de seguranga, foi

colhido sangue de 274 animais, totalizando 103 machos e 171 fémeas

4.3 Colheita de sangue

O sangue foi colhido em tubos de ensaio no momento da sangria, realizada com o
animal em decibito lateral esquerdo ou direito, logo ap6s a insensibilizagdo. Em seguida as
amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Doengas Transmissiveis (LDT) do Centro de
Satde e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), em
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Patos, PB, onde foram centrifugadas com retragdo do codgulo ¢ obteng3o do soro. Os soros
sangilineos dos animais foram estocados em microtubos de polipropileno (tipo Eppendorf)
previamente identificados e mantidos congelados a -20°C até o momento da realizagéio das

provas sorolégicas.
4.4 Diagnéstico Sorolégico

O teste do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) foi utilizado como prova de
triagem € Os soros que reagiram positivamente no mesmo foram submetidos & prova
confirmatéria do 2-mercaptoetanol (2-ME) (OSORIO, 2004). Paralelamente ao teste do 2-ME,
foi realizado o teste de Soroaglutinagéio Lenta em Tubos (SLT). A interpretagdo do teste do 2-
ME ¢ apresentada nas Tabelas 1 e 2 (BRASIL, 2006).

Tabela 1. Interpretagdo das provas do 2-ME para fémeas com idade igual ou superior a 24
meses, vacinadas entre trés e oito meses de idade.

Prova de soroaghutinagiio lenta  Prova do 2-ME

(UT*/ml) (UU/ml) Interpretaciio
<50 <25 Negativo
> 100 <25 Inconclusivo
>25 >25 Positivo

* UI - Unidade Intemacional



24

Tabela 2. Interpretagéio das provas do 2-ME para fémeas néo vacinadas e machos, com idade
igual ou superior a 8 meses.

Prova de soroaglutinacéio lenta  Prova do 2-ME

(UT*/ml) (UV/ml) Interpretacgio
<25 <25 Negativo
> 50 <25 _ Inconclusivo
>25 >25 Positivo

* UI - Unidade Internacional

4.4.1 Prova do Antigeno Acidificado Tamponado

4.4.1.1 Materiais utilizados

Os materiais usados foram: antigeno para AAT, que consiste numa suspenséo de B.
abortus amostra 1119-3 inativada, corado pelo rosa de bengala e diluida a 8% em solugéio-
tampdo de pH 4cido (3,65); soro sanguineo; micropipetador de 30 microlitros; ponteiras;

placas com delimitagdes de 4 cm; misturadores de plastico; caixa com luz indireta.

4.4.1.2 Metodologia do teste

- Os soros e o antigeno foram equilibrados a4 temperatura ambiente por 30
minutos. Os soros foram homogeneizados antes da realizagéo da prova.

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

- O antigeno foi suavemente agitado e colocado 30 pl ao lado do soro, sem ser
nele misturado.
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- Em seguida misturou-se, por meio de um misturador de plético, o soro € o
antigeno com movimentos circulares, de modo a obter um circulo aproximado de
2cm.

- Promoveu-se movimentos oscilatérios 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 realizagéo da leitura

O soro que apresentou reagio visivel de aglutinagio (grumos) em qualquer

intensidade foram considerados reagentes e encaminhados para o teste confirmatério
(ARAUJO et al., 2001).

4.4.2 Prova do 2-Mercaptoetanol e Soroaglutinagiio lenta em tubos

4.4.2.1 Materiais utilizados

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

4.4.2.2 Metodologia do teste

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

- Diluiu-se o antigeno para soroaglutinagfio lenta em tubos 50 vezes em solugdo
salina a 0,85% sem adig¢do de fenol. Com concentragéo final 0,090%.

- Preparou-se a solugiio de 2-ME a 0,1 M misturando-se 7,8 ml de 2-ME a 992,20 ml

de solugdo salina a 0,85% sem fenol, ou volumes menores, proporcionalmente.
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- 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 nimero correspondente ao soro
a testar.

- A primeira fileira comrespondente as quatro diluigdes 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 graduagio
superior. Com um papel absorvente, limpou-se o extremo da pipeta mantendo-se esta
em posigéio 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
graduagéio 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 do 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, 2 ml do
antigeno diluido 1:100 em solugfo salina fenicada.

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

- Agitou-se a estante para misturar as solugGes.

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

ambiente.

- Apbs isso, com a pipeta de 10 ml foi agregado a cada tubo da fileira M, 1 ml do
antigeno diluido 1:50 em solugéo salina sem fenol.
- Misturou-se agitando a estante.

- As misturas foram colocadas em estufa a 37°C por 48 horas.
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- As fontes de luz estranhas foram reduzidas para a leitura do teste por meio de uma
fonte de luz indireta.

A interpretagéio da prova de soroaglutinagdo lenta e do 2-ME pode ser classificada
como completa, incompleta ou negativa. A reagéo completa é quando o liquido da mistura
soro-antigeno aparece translicido e a agitagdo suave ndo rompe os grumos; a reacdo
incompleta ¢ aquela em que a mistura soro-antigeno aparece parcialmente translicida, e uma
suave agitagdo ndo rompe os grumos; ji a reagdo negativa é aquela onde a mistura soro-
antigeno aparece opaca ou turva, € uma agitagio suave ndo revela grumos (BRASIL, 2006).

4.5 Anilise Estatistica
Para a verificagio de uma possivel associagio 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 anilise, foi utilizado o programa Epilnfo versdo 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 ndio havia registros oficiais dos proprietirios nem de suas propriedades.
Além disso, ¢ importante ressaltar que ndo foi observado nenhum animal marcado com “V”,
deixando acreditar que ndo foi coletado sangue de animais vacinados, pois de acordo com o
Art. 7°, § 1° da Legislagdo do PNCEBT do MAPA a marcagio com um “V” no lado esquerdo
da cara de fémeas vacinadas de 3 a 8 meses é obrigatoria (BRASIL, 2006). Dessa forma, foi
possivel apenas a separagiio do sexo, com o intuito de confirmar a susceptibilidade das fémeas
a B. abortus.

Na prova do Antigeno Acidificado Tamponado, dos 274 bovinos analisados, seis
foram soropositivos (2,2%; IC 95% = 0,81% - 4,71%) (Tabela 3). Dos 103 bovinos machos,
um (0,97%; IC 95% = 0,02% - 5,29%) foi soropositivo, enquanto cinco (2,92%; IC 95% =
0,96% - 6,69) das 171 fémeas foram soropositivas. Ndo foi verificada diferenga significativa
na proporgéo de soropositivos entre bovinos machos e fémeas (p = 0,41).

Na prova do 2-mercaptoetanol, das seis amostras reagentes no AAT, cinco (83,3%)
foram confirmadas como positivas (Tabela 3). Todas as amostras positivas no 2-ME foram de
fémeas, resultando em uma soroprevaléncia de 1,82% (IC 95% = 0,59% - 4,21%). Também
n#o foi verificada diferenca significativa na proporgéo de soropositivos entre bovinos machos
e fémeas no teste confirmatério (p = 0,16). Na Tabela 4 sdo apresentados os titulos de
anticorpos anti-B. abortus nas provas da SLT e 2-ME das amostras positivas no teste do AAT.
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Tabela 3. Soroprevaléncia e intervalo de confianga de 95%, nos testes do Antigeno Acidificado

Tamponado e 2-Mercaptoetanol com relagio ao sexo, em bovinos abatidos no
Matadouro Piblico de Patos, Estado da Paraiba, no periodo de setembro a dezembro
de 2007. Patos — PB, 2008.

Sex AAT 2-ME

N  Prev.(%) IC(O5%) N __ Prev.(%) IC(95%)
Macho 1/103 097  002-529  0/103 0 0,00 3,52
Fémea 5171 292 096-669 5171 292  096-6,69
Total 6/274 22 081-471 5274 182  059-421

Tabela 4. Titulos de anticorpos anti-B. abortus, pelas provas de Soroaglutinagio Lenta em
Tubos € do 2-Mercaptoetanol, nas amostras positivas no teste de triagem, em
bovinos abatidos no Matadouro Piblico de Patos, Estado da Paraiba, no periodo de
setembro a dezembro de 2007. Patos — PB, 2008.

Amostra P:’:; ‘:‘:"‘m:’;“ Prova do 2-ME (UU/ml)
F19 50 25
F 54 200 200i
F 74 100 100
F 141 200 200
F 156 50 100
M 95 25 Negativo

F: fémea; M: macho; I: reagio incompleta

Foram detectadas apenas fémeas verdadeiramente positivas, ou seja, aquelas que
foram positivas tanto no teste de triagem como no confirmatério. Isso vem a confirmar a maior
susceptibilidade de fémeas a bactéria, apesar de ndo ter havido diferen¢a significativa na
andlise estatistica. Além disso, ndo foram observados quaisquer sinais clinicos ou lesdes
caracteristicos da infecgd@o, o que n#o significa dizer que esses animais ndo estdio liberando a

bactéria constantemente, deixando em alerta os profissionais em contato com esses animais,
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como magarefes e médicos veterindrios, visto que esses individuos slio susceptiveis a essa
doenca nessas circunstincias de abate,

Os resultados obtidos no presente trabalho levantam preocupagbes, pois bovinos
soropositivos para a brucelose estdo sendo encaminhados para abate, expondo os magarefes ao
risco ocupacional. Dessa forma, ¢ importante a adogdo de algumas medidas preventivas, como
0 uso de luvas para manejar esses animais, bem como outras medidas de biosseguranca
necessarias.

Além disso, é necessdnio que haja um trabatho comunitirio de esclarecimento para
proprietirios, tratadores e magarefes, bem como para liderangas de comunidades, agentes de
sabde animal e consumidores. Devem ser seguidos os procedimentos preconizados pelo
Programa Nacional de Controle e Ermadicagdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT), para

que este atinja sucesso e que a sociedade tenha acesso a produtos de origem animal de baixo

risco sanitario.
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6 CONCLUSAO

Foram encontrados bovinos abatidos no Matadouro Publico de Patos, Estado da
Paraiba, soropositivos para a brucelose, numa prevaléncia total de 2,2%, o que levanta
preocupagdes do ponto de vista de saiide publica por se tratar de uma importante zoonose,
expondo os magarefes ao risco ocupacional. Com relag#o ao sexo, houve uma soroprevaléncia
maior para as fémeas de 2,92%, enquanto que os machos tiveram 0,97%. Apesar disso, néo foi
verificada diferenca significativa na proporgo de soropositivos machos e fémeas.

E necessdrio que haja um trabalho de conscientizagio desses profissionais,
esclarecendo a importincia de medidas de biosseguranga bem como as conseqiiéncias
ocasionadas pela brucelose. Ressalte-se, também, a importincia de se seguir as agdes
contempladas no Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose ¢ Tuberculose

(PNCEBT), para que este atinja sucesso ¢ que a sociedade tenha acesso a produtos de origem
animal de baixo risco sanitrio.
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