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RESUMO

O presente estudo objetivou diagnosticar brucelose (Brucella abortus) em bufalos
(Bubalus bubalis) abatidos em frigorifico sob inspecdo municipal, dos municipios de Séo
Luis, Arari e Viana. A amostragem foi definida por conveniéncia, em razdo da
disponibilidade de animais desta espécie, abatidos nesses locais. Foram submetidos ao teste
de AAT, 155 amostras de soro, provenientes de fémeas e machos com idade superior a 36
meses de idade destinadas ao abate. Do quantitativo amostrado, 9,6% (15/155) apresentaram-
se positivas no teste de AAT e foram levadas a prova confirmatéria do 2-Mercaptoetanol,
onde 5,16% (8/155) foram confirmadas como positivas para Brucella abortus, com titulos de
anticorpos variando entre 1:25 e 1:100. Deste quantitativo, 5,26% (1/19) eram provenientes
do frigorifico de Sao Luis, 6,55% (4/61) de Arari, e 4,00% (3/75) de Viana. Esse resultado
demonstra que a brucelose bubalina se encontra presente nos bubalinos destinados ao abate,
com prevaléncia acima da média nacional que esta entre 4,0% e 5,0%, sugerindo medidas
sanitarias mais rigorosas no que diz respeito a transito animal e a sanidade dos animais

presentes na linha de abate.

Palavras-chave: Brucella abortus, bufalos, frigorifico, Antigeno Acidificado Tamponado, 2-

Mercaptoethanol.
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ABSTRACT

The present study aimed at diagnosing brucellosis (Brucella abortus) in buffaloes
(Bubalus bubalis) slaughtered in meat packing under municipal inspection, from the cities of
S&o Luis, Arari and Viana. The sample was defined by convenience, duetothe availability of
animals of this species slaughtered in these places The Rose Bengal test consisted of 155
serum samples from females and males over 36 months of age destined for slaughter. From
the quantitative sample, 9.6% (15/155) were positive in the Rose Bengal test and were taken
to the confirmatory 2-Mercaptoethanol test, where 5.16% (8/155) were confirmed as positive
for Brucella abortus, with titles between 1:25 and 1:100. Quantitative test, 5.26% (1/19) were
from the slaughter house of Sdo Luis, 6.55% (4/61) de Arari, and 4.00% (3/75) from Viana.
This result shows that bovine brucellosis is found of buffaloes intended for slaughter,
prevalence above the national average that is between 4.0% e 5.0%, suggesting stricter
sanitary measures with regard to animal transport and sanity of animals present on the

slaughter line.

Keywords: Brucella abortus, buffaloes, slaughterhouse, Rose Bengal Teste, 2 -

Mercaptoetanol.
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1 INTRODUCAO

A brucelose é uma doenga bacteriana de distribuicdo cosmopolita, tendo ocorréncia
principal nos paises em desenvolvimento. Também conhecida como doenca de bang, aborto
contagioso, aborto infeccioso, aborto enzodtico e "Slinkingof The Calf", essa enfermidade tem
como agente etiologico, bactérias do género Brucella, espécie Brucella abortus, sendo o
biotipo um o mais comumente isolado. (PAULIN & FERREIRA NETO, 2003; GOMES,
2014).

A brucelose bovina na América Latina provoca perdas econdmicas na ordem de 600
milhGes de ddlares/ano. No Brasil, esse nimero foi estimado em cerca de 100 milhGes
dolares/ano (FOLHA DE SAO PAULO, 2000). Essas perdas podem ser relacionadas a
dificuldade de combate a enfermidade através da identificacdo dos animais portadores pelos
sinais clinicos. Essa dificuldade é justificada pelo curto periodo agudo em que ha a
manifestacdo dos sinais clinicos, e a longa fase cronica da enfermidade em ha diminuicdo das
taxas de abortamento aliado adisseminagdoda bactéria contaminando o ambiente (DAS et al.
1990; PAULIN & FERREIRA NETO, 2008).

Embora o bovino seja hospedeiro preferencial, outros animais podem ser acometidos
pela brucelose, como bdfalos, camelos, cervos, cdes, equinos, ovinos, suinos e 0 homem
(STACK; MacMILLAN, 2003). Em bufalos, a brucelose ¢ referida como a principal causa de
abortamentos e consequente esterilidade desses animais, ocasionada pelas lesdes cronicas
uterinas (MARQUES E CARDOSO, 1997).

O Brasil detém o maior rebanho bubalino da América do Sul, com maior concentracao
de animais na regido norte do pais. No Maranhdo, a maior parte do efetivo localiza-se na
Baixada Maranhense, onde é adotado um sistema de criagdo predominantemente extensivo
(70%),com baixo padrdo tecnologico (96%),apresentando rebanhos composto na maioria por
fémeas adultas (50%).Em termos de producdo, os produtores dessa localidadeconsideram os
bubalinossuperiores aos bovinoscriados sob as mesmascondicdes. Nessa regido, a manutencao
dos rebanhos, € voltada em primeiro plano para a geracdo de renda a partir da venda para o
abate, acompanhada pela comercializacdo de bezerros e leite para complemento da renda
(DOS SANTOS et al. 2016).

Somente nos anos de 2010 e 2011 foram abatidos cerca de 7.531 bubalinos no
Maranhdo (SEMAPA, 2012). Deste quantitativo e dos demais que abrangem o0s anos
anteriores e seguintes até 2015, sdo ausentes os dados referentes que atestam a sanidade

desses animais na linha de abate, em relagdo a brucelose. Um trabalho realizado em uma
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propriedade, localizada no municipio de Santa Rita, por Chaves et al. (2012), relata o
acometimento de 5,18% (10/232) dos animais. Santos et al., em um trabalho com bovinos na
linha de abate no ano de 2007, encontraram um total de 5,97% (25/419) de animais reagentes,
além de uma taxa de 10,16% (6/59) dos trabalhadores no frigorificoacometidos pela
enfermidade.

Tendo em vista a importancia da doenga, tanto como zoonose quanto para a produgéo
animal local, aliado a auséncia de dados sobre a sanidade dessa espécie destinados ao abate no
estado, este trabalho teve como objetivo principal, estabelecer a frequéncia da enfermidade
em bufalos abatidos em frigorificos sob inspecdo municipal, com o intuito de compor um
banco de informacdes a nivel regional e local, importantes para os érgdos de vigilancia no

estado e nos municipios.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Bubalinocultura

O bufalo (Bubalus bubalis) apresenta boa produtividade e facilidade de adaptacdo as
condi¢cdes geoclimaticas brasileiras, que aliado com seu rapido desenvolvimento ponderal,
tém favorecido o incremento e o desenvolvimento da bubalinocultura em vérias regides do
Brasil (PAULIN, 2008). Essa espécie € originaria da Asia, e atualmente encontra-se em rapida
ascendéncia por todo mundo, justificada por sua excelente adaptacdo a pastagens grosseiras
de campos e vargens, em conjunto com sua elevada capacidade de produzir alimentos em
regides com caracteristicas consideradas insatisfatorias a producdo de bovinos (MANO
FILHO, 1987; RODRIGUES et al, 2008).

O rebanho bubalino brasileiro foi estimado em cerca de 1.365 milhdes de cabegas no
ano de 2015 (IBGE, 2015). No Maranh&o, esse numero é de 86.648 animais, distribuidos em
146 municipios dos 218 que compdem o Estado, 65% deste quantitativo estdo concentrados
na regido da Baixada Maranhense (DOS SANTOS et al. 2016). Essa regido foi a primeira a
apresentar expansdo na criagdo de bufalos no estado, ondecomecgou a ser introduzido na
década de 1950 a 1970(SANTOS, 2004).

2.2 Historico da brucelose

O primeiro isolado de espécie de bactérias pertencentes ao género Brucella, ocorreu
em 1887, pelo oficial e médico Dr. David Bruce, em amostras (baco) colhidas na necropsia de
militares que morreram vitimas dessa enfermidade nas costas do Mediterraneo, chamada de
Febre de Malta. O organismo foi inicialmente denominado Micrococcus melitensis e
posteriormente de Brucella melitensis. Anos mais tarde, em 1897, um veterinario
dinamarqués chamado Bernard Bang, realizou o primeiro isolado da bactéria em um feto
bovino abortado, sendo denominado inicialmente de Bacillus abortus e, mais tarde, conhecida
como Brucella abortus (GOMES, 2014).

2.3 Brucelose no Brasil

No pais, a doenca foi relatada pela primeira vez por Gongalves Carneiro em 1913,
sendo um caso de brucelose no homem. Ja a brucelose bovina foi diagnosticada clinicamente
no ano seguinte, por Danton Seixas no Rio Grande do Sul. Trés anos depois, Thomaz Pompeu
Sobrinho observou casos raros de abortamento bovino no Ceara, sendo mais comum em

equinos e frequente em ovinos, sem verificar um padrdo de ocorréncia epidémica (PAULIN
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&FERREIRA NETO, 2003). Desde entdo, varios inquéritos epidemioldgicos revelaram a

presenca da enfermidade em animais domésticos por todo o pais (POESTER et al., 2002).

2.4 Brucelose em Bufalos

A brucelose provoca grandes prejuizos econdémicos para a bubalinocultura devido a
problemas reprodutivos acarretados pela doenca, sendo a principal causa de abortamento em
rebanhos bubalinos em diferentes paises inclusive o Brasil (TIMONEY et al.,, 1988;
MARQUES E CARDOSO, 1997; PAULIN & FERREIRA NETO, 2008).

O primeiro relato da enfermidade acometendo essa espécie no pais, foi realizado por
Santa Rosa et al. (1969), que encontraram 40,9% (27/66) de animais positivos ao teste de
soroaglutinacdo rapida em placa, e o isolamento da bactéria no pais ocorreu no mesmo ano,
realizado por Ogassawara et al. (1969). Investigacdes soroldgicas de Costa et al. em 1973, no
Estado de Goiés, ja revelavam a enfermidade acometendo bubalinos no pais, nos anos
seguintes, mais inquéritos soroldgicos foram realizados. Sandoval et al. em 1979, examinaram
992 soros provenientes de rebanhos bubalinos em S&o Paulo, e encontraram a prevaléncia de
4,33% e 5,69% para brucelose; Mathias et al. (1998) na Regido do Vale do Ribeira, no mesmo
estado, estimaram a prevaléncia de brucelose em bufalas em 10,39%. No estado do Para,
Molnér et al. (2002) e Lopes et al. (1999) encontraram uma frequéncia de 17,52% e 3,44% em

bubalinos respectivamente.

2.5 Agente Etiologico

A Brucella abortus é um micro-organismo intracelular facultativo, podendo
sobreviver e multiplicar-se em macrofagos e células epiteliais. Esse agente apresenta
resisténcia natural a morte intraleucocitaria, relacionada em parte, a falha do organismo em
estimular um nivel efetivo de desgranulacdo apds a sua entrada no organismo, esse efeito é
mais comumente observado em variantes de Brucella lisa. O agente prolifera-se macicamente
em células com altos niveis de eritritol, como as encontradas no trato genital de machos e
fémeas prenhe. Nessas a placentite e endometrite sdo comuns, com ulceracdo da camada de
revestimento do Gtero, devido a penetracdo da bactéria nas células epiteliais do cdrion
(GOMES, 2014).

As bactérias do género Brucella sdo Gram-negativas imoveis, aerdbias, ndo
formadoras de esporos e de formato de bacilos curtos (MATHIAS & COSTA, 2007).Nove

espécies fazem parte deste género (Foster et al., 2007; Scholz et al., 2008).A B.melitensis, B.
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suis e B. abortus séo espécies lisas e altamente patogénicas, responsaveis por doencgas graves,
acometendo caprinos e ovinos, suinos e bovinos, respectivamente, assim como no homem
(Corbel et al., 2006). A B. canis e a B. ovis, sdo as Unicas espécies naturalmente rugosas, onde
a B. canis ocasiona brucelose canina e é considerada a menos patogénica para 0 homem, e a
B. ovis que s6 foi encontrada infectando naturalmente ovinos (Corbel, 1997). As espécies B.
neotomae e B. microti, ndo sdo consideradas zoondticas e foram encontradas em roedores
silvestres(Corbel, 1997; Scholz et al., 2008). A B. cetie e a B. pinnipedialis, s&o patogénicas
para mamiferos marinhos (FOSTER et al., 2007).

2.6 Resisténcia

A B. abortus ndo possui capacidade de multiplicagdo fora do hospedeiro, apenas
persiste no ambiente, tendo sua sobrevivéncia determinada principalmente pelas condigdes
ambientais em que esta submetida. Em temperatura ambiente sua sobrevivéncia é de
aproximadamente cinco dias; 30-37 dias quando secas lentamente no solo; 75 dias no feto
abortado em clima temperado. Na temperatura de 45-50 °C a sobrevivéncia da B. abortus ¢ de
quatro horas, enquanto que na temperatura de 15°C é de aproximadamente oito meses. A
inativacao pode ser realizada pela pasteurizacdo entre 10 e 15 segundos; e a destruicédo rapida
pordesinfetantes comuns como o cresol 3%; hidroxido de sédio a 2%; compostos de
ortofenois 3-5%; mercuriais e alcool 70% (BRASIL,2006).

2.7 Aspectos epidemioldgicos

Segundo Paulin (2008), quando a contaminacdo por Brucella abortus ocorre em uma
populacdo suscetivel, em um primeiro contato a maioria das fémeas aborta, sendo
caracteristico a ocorréncia no terco final da gestacdo. Na prenhez subsequente, ha a reinvasdo
do atero, mas a propor¢do de abortamentos decresce em 20 a 25%, e dificilmente ocorre na
terceira prenhez. Apos a fase aguda, sobrevém a crdnica, caracterizada pelo abortamento
apenas dos animais suscetiveis recém introduzidos no rebanho ou novilhas de primeira cria. A
infeccdo da bezerra (terneira) pode ocorrer no utero da méde ou pela ingestdo de leite
contaminado. Animais expostos podem desenvolver infec¢bes latentes que ndo séo
detectaveis, através de testes sorolégicos, com frequéncia estimada em 2 a 3 % dos animais
expostos. Os animais com infeccdo latente podem permitir a transmissdo da infeccdo ao

produto e disseminar a brucelose em uma propriedade classificada como indene. Os casos de
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epididimites e orquites sdo relativamente comuns, podendo assim, transmitir a brucelose, por
meio do sémen contaminado (GOMES, 2014).

2.8 Transmissao

A transmissdo de B. abortus entre animais ocorre, normalmente, por contato direto
com fomites de animais infectados. Em animais de produgéo, a contaminagdo pode ocorrer
também por ingestdo alimentos contendo o agente, como pastagem e leite. Outros meios de
transmissdo sdo o contato por meio de feridas ou abrasdes. A transmissdo sexual ndo € um
meio muito relevante em bovinos, mas deve ter-se em conta que a doenga pode ser
transmitida por inseminacao artificial e, portanto, s6 devem ser usados para coleta de esperma
em touros com status sanitario conhecido (CUNHA, 2016).

Em humanos, a infeccdo pelo género Brucella pode ocorrer pelo contato direto com
materiais contaminados, secrecGes de animais domeésticos, fetos, placentas, secundinas,
sangue e carcagas de animais infectados, bem como pelo consumo de produtos e subprodutos
de origem animal (RADOSTITS, 2007). A ingestdo de leite “in natura” ou sob a forma de
derivados, sem pasteurizacdo prévia que pode veicular o micro-organismo e contaminar o
consumidor (USDA, 2009). Estudos de Botelho et al. (1990), comprovaram a elevada
ocorréncia da infec¢do em humanos pela ingestao de leite de vaca e subprodutos “in natura”.
A presenca de DNA do género Brucella em derivados de leite bovino comercializados de
forma clandestina foi elencada por Miyashiro (2004). Nesse estudo, 0 micro-organismo foi
identificado em 29 (20,57%) dentre 141 queijos tipo minas frescal e 8 (15,69%) dentre 51
queijos minas meia cura. O leite da espécie bubalina, apresenta caracteristicas fisico-quimicas
peculiares, como maiores teores de proteina, gordura e caseina, que propiciam a producéo de
derivados nobres como os queijos mozzarella, provolone e ricota (ANDRIGHETTO, 2004).
Porém, esses derivados podem ser elaborados sem prévia pasteurizacdo o gque representa risco

de contagio pelos humanos mediante o consumo desses produtos (USDA, 2009).

2.9 Zoonose

A Dbrucelose € uma zoonose de carater crénico com alta morbidade e baixa
mortalidade, sendo relevante para a satde publica mundial, relacionada a esfera ocupacional,
acometendo principalmente empregados de frigorificos, granjas leiteiras e veterinarios. Um
estudo com trabalhadores de frigorifico, realizado por Santos et al. (2007) em Sé&o Luis,

Maranhdo, encontraram a frequéncia de 10,17% (6/59) de humanos positivos. Por ano, sdo
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notificados cerca de 500.000 novos casos humanos de infeccdo, e apesar do ndmero
significativo de casos descobertos, esta enfermidade ainda é subdiagnosticada com a
estimativa de que pelo menos 25 casos ndo sdo reconhecidos para cada caso comprovado
(VASCONCELOS, 2003).

A espécie considerada mais patogénica para humanos é a B. melitensis, seguida pela B.
suis,a B. abortuse a B. canis. Porém, a maioria das infec¢es sdo causada pelaB. abortus, visto
que é a espécie mais difundida em animais de producdo (ACHA E SZYFRES, 2003). O
quadro da enfermidade em humanos, se manifesta através de febre intermitente, cefaléia, dor
muscular e nas articulacdes. As manifestagdes clinicas por B. abortus sdo mais brandas que as
observadas nas infec¢fes por B. melitensis ou B. suis (ACHA E SZYFRES, 2003; PAULIN,
2009). No Brasil, s@o poucas as descricdes do isolamento desse micro-organismo em
humanos, embora os registros disponiveis em investigacdes soroldgicas sugiram altos niveis
de exposicdo para os grupos de risco ou de vulnerabilidade, relacionados principalmente a
ocupacdo profissional (HOMEM, et al. 2000).

2.10 Diagnostico

O diagndstico da brucelose pode ser realizado pela identificacdo do agente com
métodos diretos ou ainda pela deteccdo de anticorpos contra B.abortus pelos métodos
indiretos.Os métodos diretos incluem o isolamento e a identificacdo do agente,
imunohistoquimica, e métodos de deteccdo de acidos nucléicos, principalmente a reacdo da
polimerase em cadeia (PCR) (BRASIL, 2006).

O Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT), que apresenta as diretrizes de controle e erradicacdo para a enfermidade no
Brasil, definiu como provas oficiais, os testes de Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e
Anel em Leite (TAL) como sendo as provas de triagem e 2-Mercaptoetanol (2-ME) e Fixagéo
de Complemento (FC) como os testes confirmatorios. Os antigenos para esses testes sao
preparados com células inteiras da cepa de B. abortus 1119-3 (BRASIL, 2006).

O teste do AATE preparado com o antigeno na concentracéo a 8%, tamponado em pH
4cido (3,65) e corado com o Rosa de Bengala. E o teste de triagem do rebanho, definido por
apresentar alta sensibilidade, no qual ird reagir a maioria dos soros de animais
bacteriologicamente positivos. O pH acidificado da mistura soro-antigeno inibe a aglutinacéo
do antigeno pelas IgM, detectando com maior precocidade as infecgdes recentes, sendo, nesse

aspecto, superior & prova lenta em tubos (BRASIL, 2006).Podem ocorrer casos de reacdes
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falso-positivas em decorréncia da utilizacdo da vacina B19depois da idade recomendada que é
de trés a oito meses de idade para bezerras, e a presenca de anticorpos inespecificos que estdo
presentes em infeccGes por outras bactérias, como Salmonella sp, Escherichia coli 0:157,
Pseudomona ssp., ou Yersisnia enterocolitica. Em virtude disso, sugere-se a confirmacgao por
meio de testes de maior especificidade afim de se evitar o descarte de animais ndo infectados
(BRASIL, 2006; GUIMARAES, 2011).

A prova do 2 — Mercaptoetanol e descrita como uma prova quantitativa seletiva,
detectando a presenca de 1gG no soro, que € a imunoglobulina indicativa de infeccdo crénica.
E uma prova executada sempre em paralelo com a prova lenta em tubos. A técnica é baseada
na degradacdo dos anticorpos pela acdo de compostos que contenham radicais tiol da classe
IgM, em subunidades que ndo provocam aglutinacdo. Os resultados positivos na prova lenta e
negativos no 2-ME devem ser interpretados como reacOes inespecificas ou originados de
anticorpos residuais de vacinacdo com B19. Resultados positivos em ambas as provas
indicam a presenca de 1gG, que sdo as aglutininas relacionadas com infeccdo, devendo os
animais serem considerados infectados (BRASIL, 2006).

O teste de Soroaglutinacdo Lenta em Tubos (SAL), também chamada de prova lenta —
pelo fato da leitura ser feita em 48 horas - € a técnica soroldgica mais antiga, e é atualmente
utilizada em associacdo com o teste do 2-Mercaptoetanol para confirmar resultados positivos
em provas de rotina. Essa prova permite a identificacdo de uma elevada proporc¢éo de animais
infectados, mas, costuma apresentar resultados falso-negativos, um exemplo é o caso de
infeccdo crdnica e, em algumas situacGes surgir titulos significativos em virtude de reacdes
cruzadas com outras bactérias. Alguns animais vacinados com B19 apos 24 meses (idade
limite estipulada), pode apresentar titulos de anticorpospara essa prova por um longo periodo,
ou permanentemente. Em virtude desse fato, destaca-se a relevancia da correta idade de
vacinacdo das bezerras, que é no intervalo de trés a oito meses de idade, para que nao ocorra a
interferéncia da reacdo vacinal no diagndstico e o produtor ndo percaum animal por uma
reacdo falso-positiva (BRASIL, 2006; GUIMARAES, 2011).

A interpretacdo dos testes soroldgicos, devem ser baseados na dinamica da resposta
dos animais frente a infec¢do por Brucella sp. Essa resposta € influenciada por muitos fatores,
como o periodo de incubacdo que é longo e varidvel, a condicdo vacinal dos animais, a
variacdo individual de resposta a vacinacdo e a infeccdo. Ainda se considera também o estagio

da gestacdo no momento da infeccdo(BRASIL, 2006).
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2.11 Perdas econdmicas

As perdas econémicas ocasionadas pela brucelose bovina na América Latina, sdo na
ordem de 600 milhdes de dolares/ano. No Brasil, esse nimero foi estimado em cerca de 100
milhdes ddlares/ano (FOLHA DE SAO PAULO, 2000). Essa doenca também, é um dos
principais motivos para restricbes comerciais no mercado internacional, levando os paises a
intensificarem as medidas de combate com a implantacdo de programas para o controle e
posterior erradicacdo da doenga (PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).

Alguns paises conseguiram quantificar as perdas diretas provocada pela enfermidade,
e os dados revelam uma queda de 10 a 15% na producéo de carne, aumento no intervalo entre
partos de 11,5 para 20 meses, aumento de 30% na taxa de reposi¢do dos animais, diminuigdo
de 15% no nascimento de bezerros e queda de 10 a 24% na producéo leiteira (GUIMARAES,
2011). Ha perdas dificeis de se quantificar, principalmente no que diz respeito ao custo do
tratamento humano e também ao periodo que o humano infectado fica afastado do trabalho
devido a infec¢do (PAULIN & FERREIRA NETO, 2003; VALENTE, et al. 2011).
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3 METODOLOGIA

3.1 Area de Estudo

O Maranhéo apresenta um quantitativo de 80.672 cabegas de bufalo (IBGE, 2014),

cujo rebanhos estdo situados principalmente na regido da Baixada Maranhense. Os animais

provenientes desses rebanhos sdo abatidos em frigorificos de bovinos. O presente trabalho foi

realizado nos frigorificos de Viana, Arari e Sdo Luis, por apresentarem abate mais frequente

dessa espécie para o consumo humano no Estado do Maranhdo (Figura 1).
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Figura 1. Mapa do Estado do Maranhéo respresentando os municipios inclusos na pesquisa.

3.2 Amostragem

As amostras foram definidas por conveniéncia, em razdo da disponibilidade de

animais durante o abate. A informacdo de cada amostra foi obtida pelos registros contidos na

Guia de Transporte Animal (GTA), fornecidas pelo responsavel técnico (RT) do frigorifico.

Os animais tinham idade > 36 meses, sendo 86 fémeas e 69 machos todos mesticos da raga

murrah totalizando 155 amostras (Tabela 1).
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Tabela 1. Distribuicdo das 155 amostras coletadas em frigorificos sob SIM (Sistema Inspecéo

Municipal) dos municipios de S&o Luis, Arari e Viana, Maranhéo, Brasil, 2016

Amostras
Frigorificos
Fémeas | Machos Total
Sao Luis 10 9 19
Arari 34 27 61
Viana 42 33 75
TOTAL 86 69 155

3.3 Coleta de material para exame

Foram coletadas 155 amostras sanguineas durante a sangria na linha de abate, logo
apos o seccionamento da veia jugular. Para esta coleta, foi utilizado tubos de 10 ml com gel,
devidamente esterilizados e identificados. Essas amostras foram mantidas em temperatura
ambiente com angulo de 45° até ocorrer a formacdo e retracdo de coagulo, sendo
posteriormente armazenadas sob refrigeracdo e encaminhadas ao Laboratorio de Diagnostico
de Doengas Infecciosas (LDDI) no curso de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual
do Maranhdo — UEMA. Em seguida, foram submetidas a centrifugacéo, a 2.500 rotacdes por
minuto, durante 15 minutos para obtencdo do soro. O soro foi aliquotado em duplicatas,
identificado e armazenado em tubos plastico do tipo polipropileno com capacidade de 2,0 ml
e mantidos sob congelamento a -20°C até a realizacéo dos exames.

Esse trabalho obteve aprovacdo da Comissdo de Etica e Experimentacdo Animal -
CEEA do Curso de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do Maranhdo - UEMA,

conforme protocolo n° 21/2014, para a execucdo da pesquisa.

3.3 Diagnéstico Laboratorial
3.3.1 Antigeno Acidificado Tamponado (AAT)

A prova foi realizada conforme protocolo estabelecido por Alton et al. (1976), preconizado
pelo PNCEBT no Brasil. A técnica foi executada no LDDI da UEMA, Campus de Sao
Luis - MA.
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3.3.2  Teste de 2-Mercaptoetanol (2-ME)

O teste do 2-Mercaptanoetanol foi realizado conforme a metodologia descrita por
Garcia-Carrilo (1982), empregando-se o antigeno preparado com Brucella abortus, produzido
pelo Tecpar. Para a interpretacdo dos resultados, foi considerado como ponto de corte o titulo
25, adotado pelo PNCEBT (BRASIL, 2006). A técnica foi executada no LDDI da UEMA,
Campus de Séo Luis - MA.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 155 amostras de buafalos (Bubalus bubalis) submetidas ao teste do AAT
(Figura 2), 9,67% (15/155)apresentaram reacdo de aglutinagdo, sendo posteriormente
submetidas ao teste do 2-Mercaptoetanol (2-ME), para confirmagéo.

A Soro e Antigeno
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-
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Figura 2. A) Execucdo da técnica do AAT. B) Leitura em camara escura. C) Reacdo positiva
— Formacdo de grumos. D) Reacdo Negativa — Transldcida.
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No teste de 2-Mercaptoetanol, 5,16% (8/155) dos animais foram reagentes para

Brucella abortus (Figura 3).

'9T0¢ ' 'V 'd 'Vdy3S3g :8uo

Figura 3. Em “1” amostra ndo reagente - Tubo “A” contendo 0 teste de SALcom formacéo de

grumos, mas em “B”, a prova do 2-ME apresenta aspectos translicido. Em “2” a combinagio

considerada reagente, onde observa-se em ambas as provas (A e B) a formagédo de grumos.

Deste quantitativo 5,26% (1/19) eram provenientes do frigorificode Séo Luis,
6,55% (4/61) de Arari, e 4,00% (3/75) de Viana (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo da frequéncia de bubalinos submetidos aos testes de AAT e 2-ME,
provenientes dosfrigorificos sob SIM (Sistema de Inspecdo Municipal) dos municipios de Séo

Luis, Arari e Viana, Maranhdo, Brasil, 2016

Frigorificos AAT 2 - ME
N R % N R %
Sé&o Luis 19 2 10,52 2 1 5,26
Arari 61 8 13,11 8 4 6,55
Viana 75 5 6,66 5 3 4,00
TOTAL 155 15 9,6 15 8 5,16

Os animais reagentes, apresentaram titulos de anticorpos variando entre 1:25 a
1:100 (Tabela 3).
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Tabela 3. Titulagdo dos animais reagentes provenientes dos frigorificos sob SIM (Sistema de
Inspecdo Municipal) dos municipios de S8o Luis, Arari e Viana, Maranhdo, Brasil (2016)

submetidos ao teste do 2 — Mercaptoetanol

2 — Mercaptoetanol
Frigorificos
1:25 1:50 1:100 1:200
Séo Luis 1 - - -
Arari 2 1 1 -
Viana 2 1 - -
TOTAL 5 2 1 -

A frequéncia encontrada de 5,16% (8/155), corrobora com o achado de Chaves et
al. em 2012, que obteve 5,18% (12/232), trabalhando com animais originarios da mesma
regido do presente estudo. Este resultado encontra-se acima da média nacional que esta entre
4,0% e 5,0%.

Os dados contidos nas Guias de transito Animal, apresentaram o municipio de
Viana como ponto de origem de todos os animais abordados nesse estudo. O municipio em
questdo esta localizado na Baixada Maranhense, que apesar de apresentar o0 maior efetivo da
espécie no estado e ter sido a pioneira na criacdo desses animais,70% dos criadores nao sdo
proprietarios das terras que ocupam, realizando o pastejo comunitario e a pratica do sistema
extensivo de criagdo (DOS SANTOS et al. 2016). Estes fatores sao relacionados por Gomes
(2014), como predisponentes para a transmissao de doencas infecciosas entre rebanhos, como
a brucelose.

Os habitos desses animais,como 0 banho visando a termorregulacdo corporea ea
migracdo ou invasdo de areas em busca de alimentos, jA& os predispGemao contato e
disseminacdo da B. abortus(ACHA E SZYFRES, 2003). Além disso, 0s ecossistemas de
campos inundaveis e manguezais, que sdo marcantes na Baixada Maranhense (BERNADI,
2005), foram relacionados por Acha e Szyfres (2003), como contribuintes para o aumento da
permanéncia daB. abortus vidvel. Fator que intensifica a contaminacdo ambiental, elevando as
chancesde infeccdo, principalmente por meio daingestdo de alimentos e dgua.

O abortamento em fémeas bubalinas devido a infeccdo por B. abortus, pode levar a
esterilidade permanente devido as lesdes cronicas no Utero (GENTILE, 1957). Em machos a

infeccdo se concentra nas glandulas acessorias e testiculos, manifestando-se principalmente
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por vesiculite e, secundariamente, por quadros de orquite e epididimite, levando a sub e/ou
infertilidade (NICOLETTI, 1986; HAFEZ, 1995; RADOSTITS et al., 2007).

Segundo Barbosa et al. (2005), o mérito reprodutivo € cinco vezes mais rentavel
para o produtor do que o desempenho no crescimento(BARBOSA et al., 2005). O animal fora
dessa caracteristica & conduzido ao descarte, que muitas vezes ocorre pela venda dos animais
para 0 abate (SERENO; PELLEGRIN, 1993). Na regido da Baixada Maranhense,
foiconstatadopor dos Santos et al. (2016), gueocomerciodessesanimaisé realizadopara
marchantes e matadouros locais, que ndo atendem o0s requisitos minimos da legislacdo
sanitaria. Nesse estudo, comprovou-se o relato acima descrito, uma vez que foram
encontrados animais reagentes para B. abortus, que podem ter sido oriundos de descarte dos
rebanhos,e foram abatidos como animais sadios. Este fato alerta ndo s6 da adocdo dos
requisitos sanitarios nesses locais,mas também paraa necessidade da educacdo sanitaria de
proprietarios e demais membros envolvidos nesta cadeia produtiva expostos a essa zoonose.

Além de comprometer a producdo de leite em 10 a 25%, a presenca de B. abortuse
uma das principais formas de contaminacdo humana, tanto pelo seu consumo‘in natura”,
como a producdo de derivados sem pasteurizagdo, como € o caso do queijo mussarela
(BOTELHO et al. 1990; DE LUCENA LIRA et al. 2009).Nessa regido, € comum a
comercializacdo de leite e do queijo mussarela para complementar a renda familiar,
representando um risco quando se verifica a presenca de animais positivos provenientes da
mesma regido.

Segundo dos Santos et al. (2016), os rebanhos da Baixada maranhense séo
compostos na maior parte por fémeas (50%). Em termos de transmisséo vertical, uma fémea
infectada pode conceber um animal aparentemente sadio, portador latente da infeccao,
fendmeno relatado eml a 9% das novilhas nascidas de animais positivos.Esses animais
apresentam-se sorologicamente negativos ou com titulos oscilantes, dificultando o combate a
enfermidade, que é feito primariamente pela identificacdo dos animais reagentes,através de
testes soroldgicos (NIELSEN E DUNCAN, 1900).

Um percentual de 20,00% (3/15) das amostras reagentes ao AAT, ndo persistiram
aglutinando no teste de 2-ME, ou seja, ndo apresentaram anticorpos IgG e IgM anti-Brucella
abortus. Nesse caso, a reacdo positiva no AAT, pode ter ocorrido em funcdo dapresenca de
anticorpos oriundos de infec¢bes por outras bactérias, como Salmonella sp., Escherichia coli
0:157, Pseudomona ssp., ou Yersisnia enterocolitica(BRASIL, 2006).
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Nesse estudo, 26,66% (4/15) dos soros positivos ao AATque foram levados ao teste
do 2-ME, apresentaram-se reagentesapenas na prova de SAL. Esse resultado pode ser
justificado pela persisténcia de anticorpos residuais, no caso IgM, oriundos de vacinagdo por
B19 fora do periodo estipulado, que € de trés a oito meses de idade para bezerras (BRASIL,
2006). Segundo Nicoletti et al. (1978), na maioria dos casos, o titulo vacinal em animais
vacinados até os oito meses de idade desaparece em até um ano pés-vacinagdo, mas animais
em que a puberdade é precoce, esse titulo pode ndo desaparecer tdo cedo ou persistir por
muito tempo, interferindo no diagndstico soroldgico, prejudicando a implantacdo de
programas de controle e erradicacdo, como é o caso do PNCEBT no Brasil. Outro fato
relevante, é que animais no inicio da infeccdo, apresentam imunoglobulina em sua maioria da
classe IgM, podendo apresentar-se positivo apenas no SAL, devido a taxa de 1gG circulante
insuficiente para reagir no teste do 2 - ME (BRASIL, 2006).
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CONCLUSAO

A infecgdo por Brucella abortus encontra-se presente nos bubalinos que abastecem os
matadouros sob inspecdo municipal das cidades de S&o Luis, Arari e Viana, com frequéncia
acima da média nacional. Todos 0s animais positivos eram pertencentes ao municipio de

Viana, Maranhdo.
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