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RESUMO

A brucelose € uma enfermidade infectocontagiosa, causada por bactérias do género
Brucella. Apresenta-se na forma endémica em muitos paises, resultando em prejuizos
econbmicos significativos, aos sistemas de produgdo e notaveis implicagbes em
salde animal e publica, visto seu carater zoonético. Animais infectados atuam como
fonte de infec¢é@o para os humanos pela ingestdo de leite e derivados contaminados,
manipulagdo de carnes, fetos e membranas fetais, sangue e outros tecidos por
exposicdo ocupacional de fazendeiros, magarefes, médicos veterinarios e
colaboradores que entram em contato com o micro-organismo. Ha uma preocupacéo
no entendimento da relagdo entre bursite e detecgéo direta ou indireta de Brucella
spp. em bovinos. Neste trabalho objetivou-se realizar o estudo epidemiolégico da
brucelose bovina em matadouro sob Servigo de Inspegéo Federal (SIF) e Servigo de
Inspecdo Municipal (SIM) no Estado do Maranhdo, com abate, procedentes de
diferentes municipios maranhenses e de outras regides do pais, por um periodo de
um ano através da coleta de sangue durante o abate para realizagcdo de analises
pelos testes do AAT e 2-ME. Foi realizado a aplicagédo de um questionario com os
proprietarios para realizar o estudo dos possiveis fatores de risco associados a
brucelose. Foram coletadas 1265 amostras de soro bovino, onde se verificou 39
amostras reagentes no teste AAT e 15 reagentes no 2-ME, sendo dentre estas
apenas 01 macho reagente. Das 15 bursites coletadas, apenas 01 foi reagente no
teste 2-ME, obtendo uma prevaléncia de brucelose bovina em matadouro no estado
do Maranhao de 1,19%. Conclui-se que a infec¢@o por Brucella abortus em animais
abatidos em matadouros sob Servicos de Inspecdo Federal e Municipal nos
municipios de Imperatriz e Agailandia do estado do Maranh&o estéa presente, e ocorre
com maior frequéncia em fémeas. Os principais fatores de risco para a doenga séo a
ocorréncia de abortamentos nas propriedades, a venda de animais sem exames e a
nao realizagdo de exames que testem os animais antes da inclusdo nos rebanhos e
antes do abate.

Palavras chaves: Brucella abortus, bovinos, doenga ocupacional, zoonoses,
frigorifico.



ABSTRACT

Brucellosis is an infectious disease caused by bacteria of the genus Brucella. It is endemic in
many countries, resulting in significant economic damage to production systems and notable
implications for animal and public health, given its zoonotic nature. Infected animals act as a
source of infection for humans through the ingestion of contaminated milk and derived
products, handling of fetal meat, fetuses and membranes, blood and other tissues by
occupational exposure of farmers, magarefes, veterinarians and employees who come in
contact with the micro -body. There is concern in the understanding of the relationship between
bursitis and direct or indirect detection of Brucella spp. in cattle. The objective of this study was
to carry out the epidemiological study of bovine brucellosis in a slaughterhouse under Federal
Inspection Service (SIF) and Municipal Inspection Service (SIM) in the State of Maranhao, with
slaughter, from different municipalities of Maranhao and other regions of the country, For a
period of one year through collection of blood during slaughter for analysis by the AAT and 2-
ME tests. A questionnaire was applied with the owners to study the possible risk factors
associated with brucellosis. 1265 bovine serum samples were collected, where 39 reagent
samples were tested in the AAT test and 15 reagents in the 2-ME, of which only 1 reagent
male. Of the 15 bursitis collected, only 01 was reactive in the 2-ME test, obtaining a prevalence
of bovine brucellosis in a slaughterhouse in the state of Maranhao of 1.19%. It is concluded that
Brucella abortus infection in animals slaughtered in slaughterhouses under Federal and
Municipal Inspection Services in the municipalities of Imperatriz and Agailandia in the state of
Maranhao is present, and occurs more frequently in females. The main risk factors for the
disease are the occurrence of miscarriages on the farm, the sale of animals without tests and
the failure to perform tests that test the animals before inclusion in the herds and before
slaughter.

Key words: Brucella abortus, cattle, occupational disease, zoonoses, refrigerator



1. INTRODUGAO:

O Brasil, em 2015 possuia aproximadamente 215 milhdes de bovinos, e o
Maranhdo detinha 7.660.292 animais, sendo um dos esteios para a economia
brasileira com altos indices de producdo, e comercializagdo da carne e seus
derivados (SOLA, 2014; AGED, 2016; IBGE, 2016).

De acordo com a Associacdo Brasileira das Industrias Exportadoras de
Carnes (ABIEC, 2016), o Brasil é um dos paises que atende as expectativas de
demanda e sanidade, ocupando posigdes estratégicas entre os grandes fornecedores
mundiais, tendo nos anos de 2013, 2014, 2015 e 2016 abatido aproximadamente 24,4
milhdes, 27 milhdes, 25 milhdes e 23 milhdes de bovinos respectivamente,
promovendo exportagdes de carne bovina in natura e industrializada, que somaram
nesses mesmos anos um total de 1,2 milhdes, 1,3 milhdes, 1,1 milhdes e até julho de
2016, 655.378 de toneladas distribuidas por 200 paises dos cinco continentes.

Deste montante, o Maranh&o abateu nos anos de 2013, 2014, e 2015 um
total de 350.650 bovinos, 445.606 e 480.781 respectivamente, em estabelecimentos
de abate de bovinos sob Servico de Inspegao Federal - SIF (BRASIL, 2015) e em
matadouro sob Servigo de Inspegdo Municipal - SIM um montante de 292.897 no
periodo de 2013 a 2015 (AGED, 2016).

Para o Brasil manter este comércio ha a necessidade de melhoria da
sanidade e produtividade na qualidade dos produtos, promovendo a rastreabilidade e
0s programas de prevengado, controle e erradicacdo de doengas por meio de
vacinagbes, que sao requisitos primordiais para manter-se como um grande
exportador e competidor internacional (UFLA, 2012).

Dentre as doengas de importancia econémica e de salde publica, destaca-
se a brucelose que é uma enfermidade infectocontagiosa e tem com agente etiolégico
bactérias do género Brucella sp., cosmopolita, endémica em varios paises, causadora
de prejuizos econdmicos (como perda da credibilidade na exportagdo da carne
bovina), e por fim, uma zoonose com impacto a saude publica (BRASIL, 2006; SOLA,
2014).

A infeccdo de bovinos por Brucella abortus determina problemas

econdmicos na produgdo por acometer, principalmente, os sistemas reprodutores,



osteoarticular e causarem abortos no tergo final da gestagdo, nascimento de animais
fracos, queda na producgéo de leite, orquite, epididimite e infertilidade segundo Paulin
e Ferreira Neto (2003), e nos seres humanos apresenta-se de forma sistémica de
acordo com Minervino (2011).

A brucelose é transmitida ao homem por meio da ingestdo de alimentos
como carne, leite e seus derivados contaminados, contato com sangue, restos fetais,
carcagas de animais, fetos e fluidos de animais infectados (PAULIN; FERREIRA
NETO, 2003). Nos animais a transmissao ocorre pelo contato com restos de partos
(fetos mortos ou restos de placentas) e pela inseminagao artificial (LAGE, 2008).

No Brasil, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
elaborou no ano de 2001 o Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da
Brucelose e da Tuberculose (PNCEBT), com objetivo de diminuir o impacto negativo
destas zoonoses na saude humana e animal, além de promover a competitividade da
pecuéria nacional. Preconizou-se a vacinagdo das fémeas de trés a oito meses de
idade, e o diagnéstico sorolégico dos animais por meio das provas do antigeno
acidificado tamponado (AAT) e 2-mercaptoetanol (constituido pelas provas de
soroaglutinagdo lenta e 2- mercaptoetanol (SAL/2-ME) e o teste do anel em leite
(TAL), para o monitoramento de estabelecimentos certificados como livres de
brucelose. (BRASIL, 2006).

De acordo com Santos (2007), Viana (2010) e Silva et al. (2011), a
brucelose pode ser classificada como uma enfermidade ocupacional, por estarem em
risco diario de infeccdo, os trabalhadores pecuérios, agougueiros, magarefes e
médicos veterinérios.

Na tecnologia de abate, as metodologias para averiguar a saude do animal
a ser abatido consistem de inspegdo “ante-mortem” e “post-morteni’. Esta ultima,
porém, apresenta certo agravante, que é a exposi¢cdo dos funcionarios e médicos
veterinarios que estdo em contato direto com carne, sangue, visceras, fezes, urina,
secreg0es vaginais ou uterinas, restos placentarios, liquidos amniéticos e fetos
abortados de animais, que possivelmente podem estar infectados (DIAS, 2012).

Na rotina de inspecdo sanitaria da carne, os médicos veterinarios nao
possuem meios de diagnésticos especificos que permitem associarem as alteragdes
observadas no post-mortem com a infecgdo brucélica (FREITAS; OLIVEIRA, 2005)



De acordo com relatos de Viana et al. (2010), apenas a verificagdo de sinais ou de
lesbes, pouco frequentes e dificeis de detectar nos exames “ante e post-mortem’, o
diagnéstico da brucelose bovina em matadouro ndo se apresenta de forma segura.
Portanto, Sola (2014), relata que o desafio é a busca de alternativas que
proporcionem seguranga e rapidez no diagnéstico das diversas lesdes identificadas

no decorrer das atividades de inspe¢éo nos estabelecimentos de abate.

2. JUSTIFICATIVA

Na rotina de inspecdo sanitaria da carne, os médicos veterinarios nao
possuem meios de diagnésticos especificos para a confirmagao da infecgao brucélica.
Este desafio conduz a busca de alternativas que proporcionem seguranga e rapidez
no diagndstico das diversas lesbes identificadas no decorrer das atividades de
inspecao nos estabelecimentos de abate.

Desta forma, considerando a importancia de estudos que mostrem o
impacto da brucelose nas criagdes, com redugao de indices produtivos e reprodutivos
e ainda, como zoonose com forte associacéo a determinadas classes de profissionais.
Considerando também a importancia da realizagdo de trabalhos em frigorificos como
fonte de obtencédo de dados epidemiolégicos primarios € que se realizou a presente
pesquisa.

3. OBJETIVOS

3.1 Geral
e Realizar estudo epidemiolégico da brucelose bovina em matadouro sob Servigo
de Inspecéo Federal (SIF) e Servigo de Inspecao Municipal (SIM) no Estado do

Maranhao.



3.2 Especificos

e Investigar a prevaléncia da brucelose bovina (Brucella abortus) em soros
sanguineos de animais abatidos em matadouros sob SIF e SIM nas regionais
de Acailandia e Imperatriz, Estado do Maranhao.

e Relacionar resultados de amostras séricas reagentes com a sorologia de
animais que apresentaram bolsas serosas/bursite no exame post mortem.

e Identificar fatores de risco para brucelose em bovinos abatidos em matadouros
sob SIF e SIM nas regionais de Acailandia e Imperatriz, Estado do Maranhao.

4. REVISAO DE LITERATURA:

4.1 Conceito e Historico:

A brucelose é uma enfermidade infectocontagiosa, causada por bactérias
do género Brucella e a especie abortus, uma bactéria Gram Negativa, que acomete
principalmente os bovinos (BRASIL, 2006; SOLA,2014;)

A brucelose foi descrita no homem, pela primeira vez, por Marston em
1859, a partir de casos de febre ondulante seguidos de morte, ocorridos na llha de
Malta, no Mar Mediterraneo, sendo por isso denominada Febre de Malta. Bernhard
Bang, um Patologista Veterinario dinamarqués, isolou em 1895, um micro-organismo
do utero e membranas fetais resultantes do aborto de vacas, identificando-o como
Bacillus abortus sendo conhecida como moléstia de Bang, mal de Bang, febre de
malta ou aborto infeccioso (NICOLETTI, 2002; POESTER et al., 2009; OLIVEIRA et
al, 2013).

Em 1913, Gongalves Carneiro relatou o primeiro caso de brucelose
humana no Brasil e, no ano seguinte, Danton Seixas realizou pela primeira vez no
pais, o diagnéstico clinico da brucelose bovina, no estado do Rio Grande do Sul
(PAULIN & FERREIRA NETO 20083).

4.2 Caracteristicas da Brucella:
As bactérias do género Brucella pertencem a classe Proteobacteria, sao

bactérias Gram-negativas, intracelulares facultativas, iméveis e ndo esporuladas.



Dentro deste género sdo descritas dez espécies independentes, classificadas
principalmente por diferencas de patogenicidade, preferéncia de hospedeiro,
caracteristicas bioquimicas e antigénicas (LAGE, 2008; SOLA, 2014;)

As espécies de Brucella e seus biovares sédo diferenciados por meio de
testes como a sorotipagem, tipificacdo de fagos, requerimentos de COz2, sensibilidade
a corantes, producéo de Hz2S e das propriedades metabdlicas (OIE, 2009).

Sao descritas dez espécies diferentes de Brucella, classificadas pela sua
patogenicidade, caracteristicas antigénicas e preferéncia por hospedeiros. Sendo
elas, com seus respectivos hospedeiros preferenciais: B. abortus (bovinos e
bubalinos); B. melitensis (isoladas em cabras, ovelhas e camelos); B. suis (suinos); B.
canis (caninos); B. ovis (ovinos) e B. neotomae (rato do deserto, Neotomae lepida).
As outras espécies como B. ceti e B. pinnipedialis, isoladas em mamiferos marinhos
(focas, ledes marinhos, golfinhos e baleias) e B.microti (procedente de ratazanas
selvagens) e a B. inopinata nao foram diferenciadas em biovares (SCHNEIDER et al
2013; SOLA, 2014;).

4.3 Epidemiologia:

A enfermidade possui grande importancia na salde publica devido a
possibilidade de transmissao para seres humanos (OIE, 2009). A brucelose encontra-
se mundialmente distribuida, sendo considerada uma das principais zoonoses
(SANTQOS, 2007; LAGE, 2008;). Mota (2011), relata que a situacédo epidemiolégica, de
diversas regides e paises atingidos, é varidveis de acordo com o desenvolvimento
sécio econdmico da area e pelos fatores associados a transmisséo entre rebanhos
como, por exemplo, o tamanho do rebanho, a densidade populacional, o tipo e raca
dos animais.

A B. abortus é a mais prevalente infecgdo em bovinos por Brucella sp no
Brasil, seguida por B. suis em suinos. A B. melitensis que acomete caprinos e B.
neotomae que afeta o roedor do deserto nunca foram isoladas no pais (BRASIL,
2006).



4.4 Situacao no Brasil e no Maranhao:

A brucelose no Brasil € uma doenca endémica, com prevaléncias mais
elevadas em regides com maior densidade de bovinos e prevaléncia da infecgdo por
B. abortus (PAULIN; FERREIRA NETO, 2003)

Como parte do Programa Nacional de Controle e Erradicagao da Brucelose
e Tuberculose (PNCEBT), foi instituido pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), inquéritos sorolégicos com o objetivo de determinar a
situacao epidemioldgica da brucelose bovina nas Unidades Federativas e direcionar a
escolha das estratégias de controle adequadas, que podem diferir de acordo com a
frequéncia e a distribuigdo da doenga. (ALVES et al., 2009; AZEVEDO et al., 2009;
CHATE et al.,, 2009; DIAS et al, 2009; GONCALVES et al., 2009; KLEIN-
GUNNEWIEK et al., 2009; MARVULO et al., 2009; NEGREIROS et al., 2009; OGATA
et al., 2009; ROCHA et al., 2009; SIKUSAWA et al., 2009; SILVA et al., 2009; VILLAR
et al., 2009).

Ferreira Neto (2003), mostrou que o estudo soroldgico realizado pelo
Ministério da Agricultura em 1975 constatou prevaléncia de 4,0% na regido Sul, 7,5%
na regiao Sudeste, 6,8% na regido Centro-Oeste, 2,0% na regido Nordeste e 4,1% na
regido Norte (POESTER et al.,, 2002). Lage (2008), observou que estudos
epidemioldgicos realizados por Paulin e Ferreira Neto, no periodo de 2001 a 2004
identificaram semelhanga nos dados obtidos, apresentando crescimento da
prevaléncia no sentido Centro-Oeste/Norte do pais e a diminuigdo significativa da
prevaléncia da doenca nos estados de Minas Gerais e Santa Catarina.

No Maranh&o, a prevaléncia de propriedades positivas foi estimada em
11,42% e a de animais soropositivos foi de 2,52% segundo estudo realizado por
Borba, (2012).

4.5 Area Trabalhada:

De acordo com a Agéncia Estadual de Defesa Agropecuaria do Maranhao
(AGED, 2016), o estado faz parte do Circuito Pecuario Nordeste, esta classificado
como Zona Livre de Febre Aftosa com vacinagao, conforme figura 01. Possui o
segundo rebanho bovino do Nordeste, com 7.576.806 bovinos, superado pelo Estado
da Bahia. Tém o maior rebanho bufalino com 83.490 individuos, totalizando um



rebanho bovideo de 7.660.292 animais em Maio de 2016, sendo detentor do 12°
rebanho do pais. Na regido pré-amazodnica, localizada no sudoeste do estado,
destacam —se os municipios de Imperatriz e Agailandia como detentores dos maiores
rebanhos do estado conforme figura 02 e Gnicos municipios que possuem matadouros
com Servigo de Inspecéo Federal e Municipal, por este motivo foram escolhidos como

area a ser trabalhada.

Figura 01: Mapa do Maranhao — Fonte: AGED/IBGE



Figura 02: Mapa dos municipios da regional de Imperatriz e Agailandia - Fonte:
AGED/IBGE

4.6 Patogenia:
A patogenicidade das bactérias do género Brucella esta intimamente

relacionada com 0s mecanismos que permitem sua invasdo, sobrevivéncia e
multiplicagdo intracelular nas células do hospedeiro, mantendo-as protegidas da acdo
do sistema imune (XAVIER et al., 2009).

As brucelas penetram no organismo, principalmente, pelas mucosas do
trato digestorio, genital, nasal ou conjuntival (PAULIN; FERREIRA NETO, 2003). Apés
penetracdo, ocorre bacteremia nos ganglios linfaticos e se sobreviverem nos
linfonodos, em seguida se disseminam por todo organismo, indo preferencialmente
para os o6rgaos ou tecidos como os ganglios, bago, figado, medula dssea e
articulagdes. Disseminando se em sequéncia para os 6rgaos reprodutivos (glandula
mamaria e Utero gravidico das fémeas, testiculos, epididimo, amolas e vesiculas
seminais nos machos). Sendo que na placenta, nos liquidos fetais e cotilédones
existe uma grande quantidade de eritrol que estimula a multiplicagdo das brucelas, a
capacidade de sobrevivéncia nos macrofagos facilita a disseminagcéo e a permanéncia
da B. abortus no organismo (LAGE, 2008)



O periodo de tempo da infecgao & resposta dos anticorpos varia em média
de duas semanas até seis meses, tendo como fatores que influenciam principalmente
a suscetibilidade do animal, via de infecgéo, periodo de prenhez. Sendo quanto mais
adiantada a prenhez, mais curto é o periodo de incubagéo da doenga.

Com o desenvolvimento da imunidade celular apds o primeiro aborto,
ocorre uma diminuicdo no tamanho das lesbes nos placentomas, reduzindo a
frequéncia de abortos e possibilitando os natimortos ou nascimento de bezerros

fracos e retencéo de placenta.

4.7 Sinais Clinicos e Lesoes:

Os principais sinais clinicos observados nos animais sdo os ligados a
problemas reprodutivos, sendo mais frequente, aborto no tergo final da gestagao,
natimortos e nascimento de bezerros fracos. Frequentemente, ocorre a retengao
placentaria e infertilidade temporaria ou permanente nas fémeas, e nos machos a
infeccdo pode causar orquite com consequente infertilidade por diminuigdo da
qualidade espermatica (LAGE, 2008).

No aparelho locomotor, os micro-organismos do género Brucella,
principalmente a B. abortus localiza-se na bursa, tenddes, musculos e articulagoes,
causando artrites, principalmente nas articulagdes carpianas e tarsianas; espondilites
e bursites, especialmente nas vértebras toracicas e lombares, podendo atingir a
medula éssea e bainha dos tenddes, sendo o achado clinico classico, o abscesso
fistulado ou ndo na regido da cernelha, lesdo conhecida como “mal da cernelha” ou
“mal das cruzes”, que acomete principalmente os equideos (PAULIN; FERREIRA
NETO, 2003).

De acordo com Langenegger et al. (1975); Freitas e Oliveira (2005); Viana
et al. (2010), associam-se a presenga de bursite a infecgdo brucélica, visto a
frequéncia de isolamento e detecgdo do agente em muitos casos, além da deteccédo
de titulos de anticorpos aglutinantes compativeis com a doenga.

4.8 Transmissibilidade e Resisténcia da Brucella:
A ocorréncia da brucelose nos bovinos depende de fatores como idade,

estado reprodutivo do animal, resisténcia natural, ou status imunoldgico, via de



infeccdo, dose infectante e viruléncia da cepa infectante (COSTA, 2010). Nos bovinos,
a infecgdo apresenta evolugdo crénica e acomete animais de todas as idades, porém
0s animais mais jovens sao mais resistentes a infecgdo por B. abortus, sendo esta
maior nos animais antes da puberdade, conseguindo debelar a doenga, e mais
frequente em individuos sexualmente maduros caracterizando-a como uma
enfermidade de animais aptos a se reproduzir (CAVALCANTE, 2011; LLANO, 2013).

A principal porta de entrada da brucelose em bovinos é a oral, sendo muito
importante a via aerégena, podendo ocorrer na reprodugdo, raramente por monta
natural, mas principalmente por inseminagao artificial. (LAGE, 2008). As infecgdes
brucélicas nos bovinos estdo associadas, principalmente, a problemas reprodutivos
como abortamentos, nascimento de crias fracas e baixa fertilidade, com efeitos
desastrosos para a pecuaria. (POESTER et al., 2009).

A entrada do agente nas criagdes ocorre, principalmente, através de
fémeas infectadas, que descarregam patégenos no ambiente através de fetos
abortados, periodo puerperal e restos de placentas, contaminando o pasto, agua e
pastagens que pelos habitos dos bovinos de lamber e cheirar animais recém-
nascidos, ou mesmo fetos abortados, principalmente por outras vacas, favorece a
transmissao da brucelose. (BRASIL, 2006; SOLA, 2014).

As bactérias do género Brucella sdo muito resistentes aos fatores
ambientais. B. abortus pode permanecer por longos periodos (seis meses ou mais)
em material de aborto ou parto nas pastagens. A permanéncia destas bactérias no
ambiente aumenta em determinadas condicdes como a presenca de sombra,
umidade e baixas temperaturas (BRASIL, 2006). Todas as espécies do género sao
sensiveis ao calor e a acidez, e quando submetidas a agdo de desinfetantes comuns,
como solugbes de formaldeidos a 2%, produtos clorados (2,5% de cloro ativo),
compostos fendlicos a 2,5% e permanganato de potassio (1:5000), a eliminagédo de
Brucella spp ocorre em, no maximo, 15 minutos. O &lcool a 70% destroi
imediatamente as bactérias enquanto o carbonato de célcio (1:10) as elimina em 30
minutos (PAULIN & FERREIRA NETO, 2003; LAGE et al., 2008; OIE, 2009).

Animais infectados atuam como fonte de infecgdo para os humanos pela
ingestdo de leite e derivados contaminados, manipulagdo de carnes, fetos e
membranas fetais, sangue e outros tecidos contendo o agente, por exposi¢do



ocupacional, de fazendeiros, magarefes, médicos veterindrios e pessoas que
trabalham com laticinios ou estabelecimentos de abate que possam entrar em contato
com o micro-organismo (VIANA, et al., 2010)

Esta doenca possui carater profissional, devido Médicos Veterinarios,
vaqueiros, pedes, magarefes, agentes de inspecao e laboratoristas estarem sujeitos a
infeccdo, ou acidentalmente por manuseio e aplicagdo da vacina viva da B. abortus
cepa B19 (ALMEIDA et al., 2000).

Em carnes, a Brucella spp pode manter-se viavel durante meses, sendo
pouco afetada pela acidificagdo muscular, refrigeragdo ou congelamento. Além do
calor, a eliminacdo do agente s6 ocorre em situacoes de pH inferior a 4
(PESSEGUEIRO et al., 2003). Mafra (2008) relatou que, as Brucella spp, sobrevivem
em carnes conservadas em camaras frigorificas, representando risco de infecgdo em
manipuladores ou consumidores de carne, e Sola (2011) confirmou este relato
quando verificou que a Brucella spp pode permanecer viavel em carnes refrigeradas
ou congeladas, sendo pouco danificada pela acidez muscular e que para a inativagdo
da bactéria, deve haver a presenca de calor e situagdes em que o pH seja inferior a 4.

Os casos de brucelose por ingestdo de carne ou derivados sao raros, visto
o numero reduzido de bactérias no musculo e o raro consumo de carne crua. Ja o
consumo de sangue e medula éssea pode ser considerado veiculo de transmissao da
doenga. A sobrevivéncia da Brucella spp em carnes depende do grau de
contaminagao no inicio do processo e do tipo de tratamento tecnolégico empregado.
Essas bactérias podem persistir nas células do sistema monocitico fagocitario, nas
secregbes uterinas, na glandula mamaria e na medula éssea. Por isso, o descarte dos
tecidos que concentram um grande nimero de bactérias pode diminuir ou até mesmo
evitar a contaminagdo de carcagas e visceras durante o abate (PESSEGUEIRO et al.,
2003).

A sobrevivéncia de Brucella spp no leite e produtos lacteos depende da
temperatura, pH e da presenga de outros micro-organismos que possam inibir a
multiplicagdo, podendo permanecer no alimento de 15 a 90 dias. A refrigeragéo inibe
a multiplicagdo, porém a viabilidade é mantida mesmo em temperatura de

congelamento. No entanto, a fervura, processos de pasteurizagdo e os métodos de



esterilizagao séo eficazes na eliminagdo do micro-organismo (PAULIN & FERREIRA
NETO, 2003; BRASIL, 2006).

4.9 Diagnostico:
O diagnostico de uma enfermidade é fundamental para se estabelecer a

ocorréncia, distribuicdo e caracterizagdo do agente. Nesse contexto, a brucelose
animal pode ser diagnosticada por meio de diferentes métodos, de forma isolada ou
em conjunto (LAGE, 2008). O diagnostico clinico baseia-se na presenga de sinais
como aborto, nascimento de bezerros fracos, retengdo de placenta e esterilidade de
machos e fémeas. O diagnéstico epidemiol6gico analisa o histérico dos rebanhos nas
propriedades e o laboratorial, fundamenta-se no isolamento e identificagdo do agente
etiologico, na detecgédo do DNA dos micro-organismos, e na presenga de anticorpos
nos fluidos organicos (BRASIL, 2006; LAGE et al., 2008). Estas formas de diagnostico
devem ser trabalhadas em conjunto para que seja possivel identificar o agente

causador de uma enfermidade.

4.10 Métodos Diretos
Os métodos diretos de diagnostico para brucelose incluem o isolamento e a

identificagdo do agente, a imunohistoquimica e os métodos de detecgdo de acidos
nucleicos, pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). (BRASIL, 2006; SOLA, 2011;
SOLA, 2014;)

4.11 Métodos Indiretos

Os métodos indiretos ou soroldégicos empregados no diagnéstico da
brucelose constituem-se em um importante recurso utilizado nas campanhas de
controle e erradicagcdo da doenca em bovinos e bubalinos (OLIVEIRA, 2003).

Os testes sorolégicos baseiam-se na reacgdo entre antigenos de Brucella
spp e anticorpos produzidos em resposta a uma infeccdo (LAGE, 2008) e detectam os
anticorpos contra Brucella spp presentes em diversos fluidos corporais como soro
sanguineo, muco vaginal, sémen e leite. (BRASIL, 2006)

Dentre os testes sorolégicos empregados no diagndstico da enfermidade,

destacam-se o de Soroaglutinagédo Lenta em Tubo (SAT), Soroaglutinagcédo Rapida em



Placa (SAR), 2- Mercaptoetanol (2-ME), Antigeno Acidificado Tamponado (AAT),
Fixagcdo de Complemento (FC), Teste de Polarizagdo Fluorescente (FPA), Rivanol e o
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) (MEGID,et al, 2000; OLIVEIRA, 2003).

O PNCEBT definiu como testes oficiais o AAT e o TAL como testes de
rotina e 0 2- ME, FPA, e o FC como confirmatérios para detecgdo do agente da
brucelose. (BRASIL, 2006 e BRASIL, 2016)

Outros testes de diagnostico que existem no mercado sdo: teste de
imunoabsorg¢do enzimatica indireto (i- ELISA), teste de ELISA competitivo (¢ — ELISA).
(BRASIL, 2006; OLIVEIRA, 2013)

4.12 Fatores de Risco:

Um dos principais fatores de risco para a introdugdo da brucelose em um
rebanho livre é a aquisicdo de animais sem diagnostico para as principais doencas.
Outros fatores, como a auséncia ou baixa taxa de vacinagao, o grande tamanho e alta
densidade de alguns rebanhos e a demora na eliminagdo dos animais infectados,
propiciam a maior transmissdo da brucelose dentro dos rebanhos (PAULIN &
FERREIRA NETO, 2003; LAGE et al., 2008).

4.13 PNCEBT e Controle:

O Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e da
Tuberculose Animal (PNCEBT) instituido no Brasil em 2001 pelo MAPA teve como
principal objetivo diminuir o impacto negativo dessas zoonoses na saude humana e
animal, promovendo a competitividade da pecuaria nacional, relatando que o combate
a brucelose foca na vacinagao de bezerras entre os trés e o0s oito meses de idade e
no controle do transito animal, sendo de livre adesdo o saneamento dos rebanhos
(BRASIL, 2006). Em 2016, houve uma atualizacdo do PNCEBT onde, tem como
objetivo baixar a prevaléncia e a incidéncia visando a erradicagdo da Brucelose e
Tuberculose.

O PNCEBT determina que é obrigatéria a vacinagdo de fémeas das
espécies bovinas e bubalinas que possuem de 3 a 8 meses utilizando a vacina viva
liofilizada elaborada com amostra 19 de B. abortus (B 19), apds esta idade, o produtor

devera utilizar a vacina ndo indutora da formagao de anticorpos aglutinantes RB51,



posteriormente devem ser marcadas com ferro candente o que identifica os animais
que foram e quando foram vacinados (BRASIL, 2016).

A eficacia de um programa depende, em parte, da padronizagdo e
qualidade dos procedimentos de diagnésticos utilizados. De acordo com o PNCEBT
Animal, os testes oficiais de diagndstico indireto para brucelose bovina sdo: Teste do
Antigeno Acidificado Tamponado — AAT, Teste do Anel em Leite — TAL, Teste do 2-
Mercaptoetanol — 2-ME e Soroaglutinagdo Lenta (SAL), Teste de Polarizagéo
Fluorescente (FPA), Teste de Fixagdo do Complemento — FC. (BRASIL, 2006).

O controle da brucelose depende fundamentalmente da identificagéo e
separacdo dos animais positivos e suspeitos daqueles ndo infectados e posterior
sacrificio dos animais positivos (MOLNAR et al., 2000; MOLNAR et al., 2003). O
controle tem como objetivo diminuir o0 nimero de focos da doenga, controlar o transito
de animais e a certificacdo das propriedades livres. A vacinagdo prop6e reduzir a

prevaléncia da doenca.

4.14 Brucelose como Zoonose

Do ponto de vista da saude publica, a brucelose deve ser considerada néo
s6 como causa de enfermidade, de incapacidade para o trabalho e de diminuigcdo do
rendimento, mas também como fator nocivo para a produgdo de alimentos (FREITAS
e OLIVEIRA, 2005).

Além dos problemas causados a saude publica, o carater zoondtico da
doenga também acarreta perdas, na maioria das vezes relacionadas ao custo do
tratamento humano e ao periodo de auséncia no trabalho durante a convalescenca
(PAULIN & FERREIRA NETO, 2003).

Nociti, 2008 afirma que apesar da transmissdo para o homem ocorrer
principalmente pela ingestdo de alimentos contaminados, a Brucelose é considerada
uma doenga de carater ocupacional. Dutra, 2015 cita que a doenca acomete
principalmente os grupos profissionais da area da pecudria como médicos
veterinarios, vaqueiros, pecuaristas e funcionarios que trabalham diretamente na
ordenha ou abate de animais. Freitas e Oliveira, 2005 relata sobre o risco de contagio
por Brucelose em pessoas que trabalham com o abate ou manipulam sangue,

carcagas e visceras.



4.15 Perdas Econdmicas:

A ocorréncia de brucelose bovina em um pais ou regido pode resultar em
perdas econdmicas significativas como a imposicéo de barreiras sanitarias e tarifarias
ao comércio internacional de produtos de origem animal. (FREITAS e OLIVEIRA,
2005; PAULIN & FERREIRA NETO, 2003). Provoca perdas no rendimento industrial
com a condenagdo do leite e da carne oriundos de animais infectados, gastos
significativos devidos aos altos custos para a implementagdo dos programas de
controle e erradicagdo da doenga, além de prejuizos envolvendo a produc¢do animal,
devido ao elevado numero de abortos, nascimento de bezerros fracos, baixa
fertilidade nas fémeas e principalmente o declinio na produgao de leite e carne nas
propriedades rurais (POESTER et al., 2009). Além do prejuizo com as condenagdes
das carcagas nos matadouros.

A O.LE. (World Organization for Animal Health), classifica a brucelose
como doenga da lista B, onde séo incluidas as enfermidades que tém importancia
sécio-econdmica e/ou para a saude publica e consequéncias significativas no
comércio internacional de animais e seus produtos (PAULIN & FERREIRA NETO,
2003).

Estima-se que a brucelose bovina determina entre outros, redugéo lactea
de 20 a 25%, queda na produgao carnea de 10 a 15%, ocorréncia de aborto em 15%
dos casos, sendo que uma a cada cinco vacas que abortam tornam-se inférteis,
acarretando problemas sanitarios importantes e prejuizos econémicos vultuosos na
populagdo bovina, contribuindo para uma consideravel baixa na produgdo de
alimentos (NOCITI, 2008).

4.16 Inspec¢ao Ante e Post-mortem:

Na inspecdo ante e post-mortem, os profissionais habilitados para tal
fungcdo nao possuem de recursos para o diagnostico especifico e confirmatério de
diferentes lesbes observadas nesta etapa do abate que os permitem associarem as
alteracdes observadas durante a inspecdo sanitaria com a infecgdo brucélica. Este
desafio conduz a busca de alternativas que possam proporcionar segurancga e rapidez
no diagndstico das diversas lesdes identificadas no decorrer das atividades de
inspecao nos estabelecimentos de abate. (FREITAS & OLIVEIRA, 2005)



Na linha de abate, as metodologias mais rapidas e baratas para averiguar a
saude do animal a ser abatido consistem de inspecao “ante-mortem” e “post-mortem”,
e esta Ultima com um agravante, que é a exposigao dos colaboradores da inspegéo,
por manipularem: carne, sangue, visceras, fezes, urina, secregbes vaginais ou
uterinas, restos placentarios, liquidos amniéticos e fetos abortados de animais, que
possivelmente podem estar contaminados com micro-organismos zoonoéticos (DIAS,
2012).

Baseado na verificagdo de sinais ou de lesbes, pouco frequentes e dificeis
de detectar nos exames “ante e post-mortem’, o diagnéstico da brucelose bovina em
matadouro é pouco seguro. (VIANA et al.2010)

As bursites da cernelha de bovinos sao de dificil visualizagdo a inspegao
ante-mortem, sendo de pouco valor a tentativa de separar os animais suspeitos
(LANGENEGGER et al., 1975).

Segundo Freitas e Oliveira (2005), em lesdes inflamatérias de origem
hematogénica denominadas bursites, caracterizadas como bolsas serosas na regido
da cruz, adjacentes a porgao funicular do ligamento cervical e apdéfises espinhosas
cervicais, tém sido isoladas brucelas e detectados titulos de anticorpos aglutinantes
compativeis com brucelose.

Viana et al. (2010), tenta estabelecer relagdo entre bursite e deteccao
direta ou indireta de Brucella sp. em bovinos com essa lesdo. A frequéncia da
Brucella sp. em bovinos com bursite apresenta ampla variagdo, embora seja sempre

baixa a prevaléncia da lesdo nos contingentes de abate estudados.

5. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho compreendeu um estudo transversal observacional
realizado em etapas, sao elas: selecdo da area de estudo, selegdo da populagao,
amostragem, coleta de amostras bioldgicas (sangue e bursites), realizagdo de testes

diagnésticos e estudo dos fatores de risco.

5.1 Area de Estudo
Este estudo foi realizado em 02 (dois) matadouros com Servico de

Inspecdo Municipal (SIM), e 02 (dois) com Servigco de Inspecdo Federal (SIF) da



Regional de Imperatriz e Acailandia-Maranhdo com abate aproximado entre 150 e 400
bovinos/dia respectivamente, oriundos de diferentes municipios e de outras regides
do pais como os estados do Para e Tocantins, nos meses de outubro de 2015 a
setembro de 2016, totalizando 12 meses de estudo.

A Regional de Agailandia-MA (Figura 03) é composta por oito municipios,
sdo eles: Agailandia, Bom Jesus das Selvas, Buriticupu, Itinga, Sdo Francisco do
Brejdo, Cidelandia, Vila Nova dos Martirios e Sdo Pedro da Agua Branca. Na regional
existem dois matadouros oficiais, sendo um com SIF e um com SIM, além de quatro
matadouros clandestinos (Sdo Francisco do Brejao, Cidelandia, Vila Nova dos

Martirios e Buriticupu).
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Figura 03: Mapa dos municipios da regional de Acgailandia — Fonte: AGED/IBGE



A Regional de Imperatriz-MA (Figura 04) é constituida por 15 municipios:
Imperatriz, Jodo Lisboa, Senador La Roque, Buritirana, Amarante, Davinoépolis,
Governador Edson Lobao, Ribamar Fiquene, Montes Altos, Campestre, Lageado
Novo, Porto Franco, Sdo Jodo do Paraiso, Estreito, Sdo Pedro dos Crentes. Nessa
regional estdo alocados trés matadouros oficiais, sendo um com SIF e dois com SIM,
além de quatro matadouros clandestinos (Montes Altos, Estreito, Amarante e Porto
Franco).
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Figura 04: Mapa dos municipios da regional de Imperatriz — Fonte: AGED/IBGE




5.2 Populacao Estudada

Constitui-se de bovinos, machos e fémeas, com idade igual ou superior a

24 meses encaminhados ao abate.

5.3 Amostragem

Para determinar o nimero de bovinos a serem amostrados, utilizou-se a
formula de Triola (1999) e Callegari e Jacques (2007).

_ 1 _ N.TLO
Mo _? n_N+n
0 0

Onde:

N = tamanho da populagéo;

Eo = erro amostral toleravel;

no = primeira aproximagdo do tamanho da amostra

n = tamanho da amostra.

Erro Amostral = 6%
Grau de Confianca = 94%

Considerando um total de quatro estabelecimentos com abate diario de 400
e 200 bovinos para os matadouros com SIF e de 150 a 100 para os matadouros com
SIM, erro amostral de 6% e grau de confianga de 94% obteve-se uma amostra de
1.104, distribuidos proporcionalmente em relacdo a quantidade de animais abatidos
por cada estabelecimento no periodo estudado.

Durante a coleta, houve periodos em que o abate em alguns
estabelecimentos foi paralisado e consequentemente ndo pode haver a coleta no
periodo estabelecido. Para que nédo fosse comprometida a pesquisa, coletou-se
amostras nos demais estabelecimentos em outros dias totalizando 1265 amostras e

15 bolsas serosas (bursites).



5.4 Coleta de Dados

5.4.1 Amostras de animais

Dados referentes ao sexo e idade cronoldgica dos animais, assim como a
procedéncia dos animais foram levantados nos registros oficiais do estabelecimento
de abate por meio da Guia de Transito Animal (GTA).

No momento da sangria dos bovinos, foi colhida uma aliquota de 10 mL de
sangue em tubos de ensaio estéreis, sem anticoagulante. Em seguida, os tubos foram
colocados em posicéo inclinada de 452, mantidos & temperatura ambiente, ao abrigo
da luz, até que ocorresse a coagulagdo sanguinea. Sendo posteriormente
acondicionados em caixas isotérmicas, contendo gelo e transportados ao Laboratério
de Diagnédstico de Doengas Infecciosas do Curso de Medicina Veterinaria da
Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA), para centrifugagéo a 1500 x G, durante
10 minutos, para a separagao do soro.

Apos a centrifugacao, foi colocada a aliquota dos soros em tubos plasticos
de polipropileno com capacidade de 2,0 mL (eppendorfs) e mantida congelada a -

20°C até o momento da realizagdo dos exames laboratoriais (Figuras 05 e 06).

Figura 05: Acondicionamento das amostras de soro bovino e de bolsas serosas
colhidas em matadouros com SIF e SIM nas Regionais de Acgailandia e Imperatriz. —
Fonte: Anna Karoline



Figura 06: Acondicionamento das amostras de soro bovino colhidas em matadouros
com SIF e SIM nas Regionais de Agailandia e Imperatriz. — Fonte: Anna Karoline

Durante a inspecéo rotineira na sala de abate realizada pelos funcionarios
dos servigos de inspecdo, feita pela incisdo dorso — ventral a partir da terceira
vertebra toracica, entre os ligamentos cervicais, e 0s animais que apresentaram
qualquer alteragcdo morfolégica na membrana mucosa da cernelha tiveram o exsudato
e a parte fibrosada das bolsas serosas (bursistes) colhidas.

As bursites foram retiradas, intactas ou como se apresentavam apos a
separagcdo das hemi-carcagas, de suas localizagbes topograficas e insercdes
anatémicas, através do seccionamento de tecidos vizinhos, acondicionadas em sacos
plasticos e transportadas sob resfriamento para o laboratério; e preparadas para a
coleta asséptica de exsudato contido no interior das bolsas e mantidos a -20° C em

tubos plésticos estéreis.

5.5 Testes Diagndsticos

As amostras de sangue coletadas foram submetidas a métodos indiretos
de diagnésticos, baseado na detecgao de anticorpos.



5.5.1 Antigeno acidificado tamponado (AAT)

Para a soroaglutinagdo foram utilizados o teste de Antigeno Acidificado
Tamponado (AAT) ou Card Test, de acordo com Nicoletti (1969), Alton et al. (1988) e
preconizado pelo MAPA/PNCEBT (BRASIL, 2006) conforme técnica descrita no
anexo 01 e apresentada nas Figuras 07, 08, 09, 10 e 11. A interpretagdo dos
resultados fundamentou-se na presenga de grumos (animais reagentes) e na

auséncia desses (animais ndo reagentes).
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Figura 7. Realizagao do teste de AAT, segundo o protocolo estabelecido por Alton et
al. (1988) e preconizado pelo PNCEBT - Fonte: Priscila Alencar (2016)



Figura 08: Leitura do teste do AAT e observacao de amostras positivas e negativas
na placa. — Fonte: Anna Karoline

Figura 09: Amostra positiva no AAT- Fonte: Anna Karoline Figura10: Amostra
negativa no AAT- Fonte: Anna Karoline

5.5.2 - 2 Mercaptoetanol (2 ME):

Para confirmagdo do diagnéstico foi empregado o teste de 2-
Mercaptoetanol (2-ME) em associagdo com a soroaglutinagdo lenta (SAL) conforme
recomendagdo do MAPA/PNCEBT (BRASIL, 2006), descrita no Anexo 2 e
apresentada nas Figuras 12 e 13.



Figura 11. Realizacéo do teste de 2-ME, preconizado pélo PNCEBT. Fonte: Anna
Karoline

Formatado: Cor da fonte: Plano de Fundo 1, Contorno do
Texto, Sombra

)

Figura 12: Leitura do teste 2-ME. Em “1” reagdo inespecifica, onde o tubo “A” é o
teste SAT apresentando grumos (reagao positiva) e em “B”, a prova do 2-ME, com
aspecto translicido, portanto negativa (ausencia de grumos). Em “2” a combinagao
considerada positiva, onde observa-se em ambos os tubos (A e B) a formagao de
grumos. Fonte: Anna Karoline

Formatado: Fonte: 36 pt, Cor da fonte: Texto 1, Contorno do

Texto, Sombra

J

Formatado: Cor da fonte: Plano de Fundo 1, Contorno do
Texto, Sombra

)




A interpretacdo dos resultados pautou-se no grau de aglutinagdo em cada
uma das distintas dilui¢des (1:25; 1:50; 1:100; 1:200), classificada como: completa (+),
incompleta (I) ou negativa (-):

» Reacao completa — é aquela em que o liquido da mistura soro-antigeno aparece
translicido e a agitagdo suave ndo rompe 0s grumos;

+ Reacao incompleta — é aquela em que a mistura soroantigeno aparece
parcialmente translicida, e uma suave agitagdo ndo rompe 0s grumos;

» Reacao negativa — é aquela em que a mistura soroantigeno aparece opaca ou

turva, e uma agitagdo suave nao revela grumos.

A interpretagédo dos resultados da prova foi realizada segundo as normas
do PNCEBT (MAPA, 2016) descritas nos Quadros 1 e 2.

Quadro 1. Interpretagdo do teste do 2-ME para fémeas com idade igual ou
superior a 24 meses, vacinadas entre trés e oito meses de idade.
Teste de soroaglutinagdo lenta (Ul/ml) Teste do 2-ME (Ul/ml).

Interpretagao:
Test?eitteas(ourlc/);gl-l)utlnagao Teszﬁ I(/’r(r)l I-2)-ME Interpretacéo
£50 <25 negativo
3100 <25 inconclusivo
325 325 positivo

Ul - Unidade Internacional

Quadro 2. Interpretacdo do teste do 2-ME para machos e para fémeas com idade
superior a oito meses, vacinadas com RB51 ou ndo vacinadas.

Interpretacgéo:
Teste de soroaglutinacéao lenta | Teste do 2-ME ~
(U/mL) (U/mL) Interpretacao
£25 <25 negativo
350 <25 inconclusivo

325 325 positivo



Ul - Unidade Internacional.

5.6 Questionario

Foi aplicado um questiondrio epidemiolégico (Anexo 03), com os
proprietarios para obter informagdes referentes as propriedades, aos animais e ao
manejo empregado para realizar o estudo dos possiveis fatores de risco associados a
brucelose.

As varidveis analisadas no questionario epidemioldgico foram: (i) tipo de
criacdo; (ii) tipo de ordenha; (iii) vacinagdo contra Brucelose,; (iv) realizagdo de
exames de Brucelose; (v) compra e venda de animais com exames; (vi)houve aborto
na propriedade; (vii) motivo da venda dos animais; e, (viii) possui assisténcia médico
veterinaria na propriedade.

Para o estudo da associagdo entre a soropositividade e as variaveis
analisadas foi utilizado o teste exato Fisher ou teste Qui-quadrado, quando as
condi¢cdes para o teste de Fisher ndo foram verificadas. O nivel de significancia
utilizado foi 5% (0,05) e intervalos com confiabilidade de 95%. O programa estatistico
utilizado foi o Instat 3.0 versdo 2008. Foi realizada a andlise univariada dos dados

pelos testes estatistico de Fisher e Qui-quadrado (P<0,05).

6. RESULTADOS E DICUSSAO

Foram analisadas 1.265 amostras de soro bovino, das quais 1.173 foram
provenientes do estado do Maranhdo e 92 do estado do Para. Do total de amostras
analisadas, 39 foram reagentes no AAT e 15 destas foram confirmadas no 2-ME.
Desta forma, obteve-se uma prevaléncia de brucelose bovina em matadouro no
estado do Maranhao de 1,19% (n=15/1.265).

Das 415 amostras oriundas do matadouro com Servico de Inspecao
Federal de Imperatriz, 12 foram reagentes ao teste AAT e oito positivas ao 2-ME. Das
300 amostras do matadouro com Servigo de Inspegdo Federal do municipio de
Acailandia, apenas uma foi reagentes ao teste AAT. Das 300 amostras do matadouro
com Servigo de Inspecdo Municipal de Imperatriz, 24 reagiram ao teste AAT e sete
positivas no 2-ME e das 250 amostras do matadouro com Servigo de Inspecéo
Municipal de Acailandia, duas foram reagentes ao teste AAT. A quantidade de



amostras coletadas por estabelecimento, municipio e os respectivos resultados da

sorologia estdo sumarizados no Quadro 03.

Quadro 03. Quantidade de amostras analisadas de acordo com o municipio, 0 servigo
de inspegao e os resultados da sorologia.

Testes Laboratoriais
Matadouro | Municipio | Amostra
Ne AAT % Ne 2-ME %
SIF Imperatriz 415 12 0,94 08 0,63
Acailandia 300 01 0,07 00 0
SIM Imperatriz 300 24 1,89 07 0,55
Acailandia 250 02 0,15 00 00

Das 15 amostras confirmadas no teste 2-ME, obteve-se a seguinte
titulagdo: cinco amostras apresentaram titulo 1/25, nove amostras titulo 1/50 e uma
amostra titulo 1/100.

No Quadro 04 esta sumarizada a quantidade de amostras por municipio de
origem, bem como o resultado dos testes laboratoriais. Das 92 amostras provenientes
de animais do estado do Para, apenas uma amostra foi reagente no AAT e
confirmada no 2-ME. A totalidade das amostras reagentes e positivas para brucelose

foi oriunda de amostras maranhenses.

Quadro 04. Resultado sorologico das amostras de soro bovino submetidas aos testes

do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e ao teste do 2 Mercaptoetanol
(2-ME) de acordo com a origem no periodo de outubro de 2015 a setembro

de 2016.

MUNICIPIO DE ORIGEM QUANTIDADE | POSITIVO AAT [ POSITIVO 2 ME
ACAILANDIA — MA 168 02 -
ITUPIRANGA — PA 33 01 01
GOV. ED. LOBAO - MA 25 - -
MARABA — PA 39 - -
BURITIRANA — MA 23 02 02
SAO PEDRO DA AGUA BRANCA — MA 60 01 -
CAMPESTRE DO MARANHAO — MA 110 02 -
SAO FRANCISCO DO BREJAO — MA 80 03 -
AMARANETE DO MARANHAO — MA 58 04 -
BOM JESUS DO TOCANTINS — PA 20 - -
PORTO FRANCO — MA 07 - -




CIDELANDIA —-MA 40 02 -
BOM JESUS DAS SELVAS -MA 40 01 -
ITINGA DO MARANHAO — MA 138 -- --
SENADOR LA ROQUE - MA 75 03 --
VILA NOVA DOS MARTIRIOS — MA 95 01 --
SITIO NOVO - MA 30 03 03
JOAO LISBOA -MA 55 03 01
RIBAMAR FIQUENE -MA 60 07 05
MONTES ALTOS —-MA 40 01 01
IMPERATRIZ -MA 69 04 02
TOTAL 1265 39 15

Na Figura 14, observa-se a distribuicdo geografica das amostras reagentes no

teste AAT por municipio.

I:I Resataos posifias I:I Resutados negatios — Diisdo estadual

Figura 013: Resultados positivos no teste AAT — Fonte: AGED/IBGE




E na figura 15, observa-se a distribuigdo geografica das amostras
reagentes no teste confirmatério. .

[ et s :| Resitados s — Diossadl
Figura 14: Resultados positivos no teste 2-ME — Fonte: AGED/IBGE.

Os resultados de prevaléncia identificados estudo foram inferiores aos
encontrados por Santos et al. (2007) ao realizar estudo soroepidemiolégico em
matadouro com SIM no municipio de Sdo Luis-MA e encontrar prevaléncia média de
3,28%. Ainda referente a resultados de estudo com brucelose realizados no Estado
do Maranhao, Prazeres (2009) encontrou prevaléncia de 3,94%, Borba (2012) 2,52%,
Carvalho (2014) 4,95%, Dutra (2015) 2,21%, Lima (2015) 8,4% e Rocha (2016)
9,27%, todos os resultados superiores ao do presente estudo. Porém, Martinho
(2011), em estudo sobre o diagnostico de brucelose em bovinos no matadouro
municipal de Imperatriz indicou a prevaléncia de 0,03% de lesbes sugestivas de

brucelose em carcagas, valor inferior ao encontrado no estudo.



Pelo observado na comparagao entre os testes, identificaram-se diferengas
entre os resultados dos testes AAT (39 reagentes) e 2-ME (15 positivos). Conforme
descrito no PNCEBT, podem ocorrer casos de reagdes falso-positivas no AAT em
decorréncia da utilizagao da vacina B19 depois da idade recomendada que é de 3a 8
meses para bezerras, € a presenga de anticorpos inespecificos que estdo presentes
em infecgdes por outras bactérias, como Salmonella sp, Escherichia coli O:157,
Pseudomonas sp, ou Yersisnia enterocolitica (BRASIL, 2006).

Ocorreram reagdes inespecificas nas amostras testadas nos teste do 2-ME
e SAL, possivelmente associadas a vacinagbes apds o periodo preconizado pelo
PNCEBT. Apesar da vacinagéo contra brucelose na area estudada ser obrigatéria, é
provavel que a imunizacdo do rebanho ndo ocorra conforme estabelecido
oficialmente.

Dentre as amostras coletadas, 689 eram de machos e 576 de fémeas. Das
amostras de macho testadas, apenas uma foi reagente no AAT e confirmada no 2-
ME. Referente as fémeas, 38 amostras foram reagentes no AAT e 14 foram positivas
no 2-ME (Quadro 05).

Quadro 05. Resultados sorol6gicos de amostras séricas de machos e fémeas por
municipio de origem.

ANIMAIS IMPERATRIZ ACAILANDIA
N° AAT | 2ME Ne AAT 2 ME
MACHOS | 339 01 01 MACHOS | 350 00 00
N° AAT | 2ME Ne AAT 2 ME
FEMEAS | 376 35 14 FEMEAS 200 03 00
TOTAL 715 36 15 TOTAL 550 03 00

Comparando os resultados encontrados nas amostras de fémeas em
relacdo ao Servigo de Inspegdo observou-se que das 38 fémeas reagentes no teste
do AAT, 13 eram provenientes do SIF e 25 do SIM. No teste confirmatério, foram
identificadas oito amostras positivas no SIF e seis no SIM, com todos os animais

precedentes do estado do MA. Encontrou-se apenas 01 macho positivo nos testes e



este foi abatido em matadouro sob SIM de Imperatriz e oriundo do municipio de
ltupiranga — PA.
No Quadro 06 estdo descritos o total de machos e fémeas amostradas no

estudo de acordo com o servigo de inspegao e 0 municipio de origem.

Quadro 06. Total machos e fémeas amostradas de acordo com o Servigo de
Inspecéo e Municipio de origem

"SERVICO DE SERVICO DE ]
: IMPERATRIZ g ACAILANDIA
INSPECAO INSPECAO
MACHOS | FEMEAS MACHOS | FEMEAS
FEDERAL 235 180 FEDERAL 250 50
MUNICIPAL 104 196 | MUNICIPAL 100 150
TOTAL 339 376 TOTAL 350 200

Freitas e Oliveira (2005) e por Santos (2007) relatam que a prevaléncia de
brucelose é maior em fémeas quando comparado aos machos o que corrobora com o

estudo.

No Quadro 07, estdo sumarizados os resultados sorolégicos identificados
no estudo de acordo com o servico de inspe¢cdo e municipios de origem das
amostras.

Quadro 07. Resultados soroldgicos das amostras de soro bovino de acordo com o
Servigo de Inspegao nos matadouros e municipios de origem.

INSPEGAO FEDERAL INSPEGAO MUNICIPAL
MUNICIPIO AAT 2ME AAT 2ME
Ne % % | Ne % %
(+) +) +) (+)
IMPERATRIZ | 415 | 12 | 094 | 08 [063 | 300 | 24 [189| 07 | 055

ACAILANDIA | 300 | 01 | 0,07 -- - 250 | 02 | 0,15 - -

Todas as amostras foram coletadas de animais que ndo apresentavam

nenhuma indicagdo ou sinais clinicos sugestivos de brucelose nos exames ante-



mortem ou de positividade da brucelose em exames soroldgicos anteriores. Esses
resultados, juntamente com os obtidos por Viana (2010) que identificou prevaléncia de
16,8% bovinos sem sinais sugestivos de doenca, reforcam a importancia de estudos
em matadouros como fonte de dados epidemiol6gicos.

Durante coleta aleatéria, se verificou que 15 animais apresentavam lesdes
sugestivas de brucelose (bursite), com aspecto granulomatoso, de forma irregular,
variavel de tamanho, contendo ou néo liquido, identificada durante a inspecdo de
carcagas na sala de abate. Essas amostras nao coincidiram com as amostras séricas
coletadas aleatoriamente na etapa da sangria. Apds coleta do material (bursite e soro
sanguineo), acondicionamento das amostras e andlise laboratorial do soro sanguineo,
observou-se que as 15 amostras de soro dos bovinos com bursite, apenas uma foi
positiva ao teste do 2-ME. Esse dado é inferior ao encontrado por Freitas e Oliveira
(2005) que encontraram 100% de reagdo nos animais com bursites e por Almeida
(2000) que encontrou 13,3%.

Freitas e Oliveira (2005) constataram relagéo entre as lesdes de bursite e a
soropositividade da brucelose. Almeida (2000) relata que animais positivos para
brucelose apresentam presenga de fibrina nas bursites; ja os soronegativos
apresentarem lesdes purulentas ou com nédulos. Esteves (2013) relata sobre a
importancia das bursites como lesdes sugestivas da doenca e sobre a possibilidade
de estar relacionada com a presenga de outros micro-organismos como agentes
causadores das lesdes e Santos et al. (2016) atribui casualidade na presenca de
lesbes e ndo associa esta & doenca.

O RIISPOA (BRASIL, 1952) cita em seu artigo n® 163 que devem ser
condenadas as carcagas com lesf0es extensas de brucelose e que em casos de
lesbes localizadas, encaminha-se a esterilizagdo pelo calor depois de removidas as
partes atingidas. A IN n® 19\2016 que atualiza o regulamento do PNCEBT cita que as
carcagas de animais sabidamente positivos que ndo apresentem lesdes devem ser
liberadas para o consumo, sendo condenados apenas o Ubere, Utero, anexos do trato
genital, mitdos e sangue.

Como descrito por Santos et al (2016), ha caréncia de pesquisas referentes
ao diagnéstico de brucelose, principalmente em animais destinados ao abate. Animais
apenas com a presenga das lesbes ndao devem ser considerados positivos, assim



como animais que ndo apresentem nenhum tipo de leséo ser considerados negativos.
Esteves (2013) relata que a presenca de lesbes ndo é suficiente para atender as
exigéncias sanitarias visto que ha um elevado nimero de animais que sao positivos e
nao apresentam nenhuma leséo caracteristica da doenca.

A andlise univariada (Quadro 08), demostrou que as variaveis ocorréncia
de abortamento nas propriedades, venda de animais sem exames de brucelose e a
nao realizagdo de exames periédicos para brucelose nas propriedades estao
associados estatisticamente a ocorréncia da doencga (P<0,05).

Quadro 08. Fatores de risco associados a brucelose em bovinos abatidos em
matadouros com SIF e SIM Nas regionais de Agailandia e Imperatriz.

Brucelose
Variaveis Néo OR Valor de
Reagentes | Reagentes Total IC 95% P
N % N % N %
Cort 08 7 86 | 72 94 78
Tipo de ore paps | 02773 | (eaio
criacao ’ 19,502 ’
Leite 01 1 25 | 21 26 22
Manual | 00 0 20 | 17 20 17
Tipo de ~ 0,0131;
ordenha | N3 | o9 | g | of | 76 | 100 | 83 | 0% | 4204 | 02349
possui
Realiza Sim 02 2 91 76 93 78 0.0121:
exames de 0,0627 0’ 3253’ 0,00004*
Brucelose Nao 07 6 20 17 27 23 ’
Compra Sim 03 3 48 | 40 51 43
animais 0,1561;
com 0,6563 2759 0,7314
exames N&o 06 5 63 | 53 69 58
Sim 00 0 45 | 38 45 38
Vende com 0,0043; "
exames 0.0769 1,356 00136
Néo 09 8 66 | 55 75 63
Sim 05 4 11 9 16 13
Houve
aborto nos 2,652; N
ultimos 12 11,364 48,693 0,0021
meses
Néo 04 3 | 100 | 83 | 104 87
Possui Sim 02 2 15 | 13 17 14 0.3465
assisténcia 1,829 9 650! 0,6135
Veterinaria _ )
Néo 07 6 96 | 80 | 103 86




Onde: OR = Oddsratio
IC= Intervalo de Confianga

* = Significancia Estatistica (P<0,05)

O abortamento foi considerado fator de risco (OR=11,364; 1C=2,652 —
48,693; P<0,0021) no presente estudo. Mota (2011) cita como fator de risco a
manifestacdo de sinais clinicos da brucelose, entre eles o abortamento e o
nascimento de bezerros fracos.

A variavel venda de animais sem exames mostrou-se como fator de risco
no estudo (OR=0,0769; IC=0,004 — 1,356; P<0,0136). O comércio de animais entre
propriedades vizinhas sem realizagdo de exames favorece a circulagdo da brucelose
na regido estudada. Mota (2011) destaca que o verdadeiro problema da brucelose é a
aquisicdo de animais sem cuidados sanitarios, ou seja, sem a realizagdo de testes ou
o conhecimento da condig&o sanitaria do rebanho de origem.

Qutra variavel que se mostrou como fator de risco no estudo, foi a nao
realizacdo de exames de rotina nos rebanhos (OR=0,0627; 1C=0,012 — 0,325;
P<0,0004). A auséncia destes testes nos rebanhos dificulta ao proprietario a obtencéo
de informagdes sobre a sanidade do rebanho, ndo possibilitando a realizagdo de
medidas sanitarias adequadas.

Ao se analisarem os dados encontrados verificaram-se conforme ja
relatado por Dutra (2015) e por Rocha (2016), que um dos principais problemas para
a ocorréncia da brucelose nos rebanhos bovinos no estado do Maranhao, ocorre pela
falta de informagdes na aquisicdo de animais sem exames e no controle de animais
positivos, 0s manejos sanitario e reprodutivo e o tipo de sistema de producéo
implementado nas propriedades rurais. Rocha (2016) e Borba (2012) destacam
também a auséncia de assisténcia veterinaria nas propriedades que representa um
importante entrave no controle de problemas sanitarios dos rebanhos.

A vigilancia epidemiol6gica dos animais deve ser considerada, também,
como um fator de controle da brucelose, pois se identificou, através dos documentos
sanitarios que acompanham o trénsito dos animais, que entram animais de outros

estados e que assim como os oriundos do Maranhdo, estes sdo declarados como



oriundos de propriedade com registro de vacinagdo, porém, os animais em questéao
nao possuem nenhum tipo de informagéo sobre essa situagao.

Viana (2010) identifica que o principal fator de risco aos funcionarios dos
matadouros ocorre principalmente devido a auséncia de informagbes sobre a
sanidade dos animais. Nociti (2008), relata que o contato com animais brucélicos em
estabelecimentos de abate durante a inspegdo ou exames de rotina foi responsavel
por 67% da contaminagdo destes em matadouros. Schneider (2013) encontrou
prevaléncia de 4,5% para brucelose em colaboradores, afirmando que o abate de
animais brucélicos € um fator de risco consideravel para a transmissdo da
enfermidade aos humanos.

Nos estabelecimentos onde foram coletadas as amostras, observou-se que
0 uso dos Equipamentos de Protecdo Individual (EPI's) pelos funcionarios diminui
consideravelmente a possibilidade de contaminagao, entretanto ndo elimina o risco de
infeccdo destes funcionarios.

Apesar dar obrigatoriedade da vacinagéo das fémeas, foi identificado que
a auséncia de exames que comprovem a auséncia de brucelose nos animais antes do
abate pode ser considerada um alto risco aos funcionarios ligados ao abate dos
animais, médicos veterinarios, magarefes e ao consumidor visto que apenas a
presencga de lesbes sugestivas ndo descarta a presenga da Brucelose nas carcacas
de bovinos conforme ja descrito no RIISPOA (BRASIL, 1952).

O PNCEBT no estado do MA executado pela AGED realiza diversas agdes
conforme determina o programa e além destas destaca se as supervisdes junto as
ULSAVS, nas propriedades e junto aos médicos veterindrios habilitados e
cadastrados no Programa. Segundo o setor, foram realizadas diversas vacinagées em
bezerras na idade preconizada e cursos para vacinadores, principalmente nos
municipios de baixo Indice de Desenvolvimento Humano (IDH). Foi relatado também,
que o principal entrave encontrado ocorre devido a ndo notificagdo dos animais
positivos pelos Médicos Veterinarios cadastrados e/ou habilitados, assim como a

notificagdo dos animais suspeitos/ positivos pelos matadouros.



7. CONCLUSAO

Com os resultados encontrados, conclui-se que a infeccdo por Brucella
abortus em animais abatidos em matadouros sob Servigos de Inspegdo Federal e
Municipal nos municipios de Imperatriz e Acailandia do estado do Maranhdo esta
presente, e ocorre com maior frequéncia em fémeas abatidas. Os principais fatores de
risco para a doencga sdo a ocorréncia de abortamentos nas propriedades, a venda de
animais sem exames e a ndo realizagcdo de exames que testem os animais antes da
incluséo nos rebanhos e antes do abate.

A vigilancia epidemioldgica da brucelose em frigorificos deve ser mais
atuante e poderia ser aplicadas técnicas de sorologia para diagnésticos confiaveis
como controle de qualidade da carne bovina e para garantir a sadde dos
colaboradores e Médicos Veterinarios que trabalham em estabelecimentos de abate,
assim como para evitar que a populagdo consuma carne contaminada. As
informagdes sobre animais suspeitos deveriam ser comunicadas aos servigos
veterinarios oficiais imediatamente por todos os estabelecimentos e ndo apenas os
que apresentem resultados positivos posteriores ao abate.

Para o controle da doencga, é essencial que ocorra o diagnostico preciso, a
eliminacdo dos animais positivos e a vacinagdo de forma correta nas idades

adequadas.
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Anexos

ANEXO 01

a) Antigeno Acidificado Tamponado (AAT):
1) Equilibrar os soros e o antigeno a temperatura ambiente, no minimo por 30

minutos. Caso 0s soros estivessem congelados, o periodo de equilibrio a temperatura
ambiente deveria ser maior. Homogeneizar os soros antes de realizar a prova.

2) Preencher os protocolos de prova, identificando a localiza¢do de cada soro.

3) Ao utilizar o micropipetador de 30 pL ou a pipeta de Bang dotada de uma péra de
borracha, ou outro dispositivo de pipetagem, dispensar 30 yL (ou da marca de 0,04
até 0,01 na pipeta de Bang) de soro por area da placa de Hudledson; depositar essa
quantidade sobre e em contado com a placa de vidro em angulo de 45°.

4) Agitar suavemente o antigeno e depositar uma gota (30 pL) ao lado do soro, sem
ser nele misturado.

5) Homogeneizar, por meio de homogeneizador simples ou multiplo, o soro e o
antigeno com movimentos circulares, de modo a obter um circulo aproximado de 2
cm.

6) Agitar a placa com movimentos oscilatérios, numa frequéncia de,
aproximadamente, 30 movimentos por minuto, de modo a permitir que a mistura soro-
antigeno flua lentamente dentro de cada circulo; a placa deve ser agitada
continuamente por 4 minutos.

7) Repousar a placa na caixa de leitura com luz indireta e realizar a leitura.

8) Anotar os resultados.

9) Desconsiderar as reagbes de aglutinagdo que ocorrerem ap6s 0s 4 minutos.



ANEXO 02

b) 2- Mercaptoetanol (2-ME):

1) Diluir o antigeno para soroaglutinagdo lenta em tubos 100 vezes em solugao salina
a 0,85% contendo 0,5% de fenol, Com concentracéo final 0,045.

2) Diluir o antigeno para soroaglutinagédo lenta em tubos 50 vezes em solucéo salina a
0,85% sem adigao de fenol com concentracao final 0,090%.

3) Preparar solugéao de 2-ME a 0,1 M misturando-se 7,8 mL de 2-ME a 992,20 mL de
solugéo salina a 0,85% sem fenol, ou volumes menores, proporcionalmente.

4) Para cada amostra de soro a testar, colocar, em uma estante, duas fileiras de
quatro tubos.

5) Identificar o primeiro tubo de cada fileira com o nimero correspondente ao soro a
testar.

6) A primeira fileira corresponde as quatro diluicbes do soro do teste de
soroaglutinagdo lenta em tubos e deve ser marcada com uma letra T. A outra fileira,
em que se fard o teste do 2-ME, deve ser marcada com a letra M.

7) Com uma pipeta de Bang, dotada de uma péra de borracha, ou outro dispositivo de
pipetagem que evite 0 uso da boca, aspira-se 0 soro até passar um pouco da
graduagao superior.

Com um papel absorvente, se limpa o extremo da pipeta; mantendo-a em posi¢éo
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 graduacao
superior.

8) Com a pipeta no fundo do primeiro tubo da primeira fileira, deixa-se fluir 0,08 mL de
soro. No segundo tubo, deposita-se 0,04 mL, no terceiro, 0,02 mL e no quarto, 0,01
mL.

9) Repete-se o procedimento descrito para depositar as mesmas quantidades de soro
na segunda fileira de tubos (série do 2-ME).

10) Para todas as amostras de soro, repete-se o procedimento de forma similar,
pipetando os soros para cada duas fileiras de tubos adequadamente identificados.

11) Incluir os soros controle positivos com atividade aglutinante conhecida.

12) Incluir o soro controle negativo no teste do 2-ME.



13) Com o dispensador automatico de 2 mL ou pipeta de 10mL, agregam-se a cada
um dos quatro tubos das fileiras T, 2 mL do antigeno diluido 1:100 (0,045% de
células) em salina fenicada (0,5% de fenol).

14) Com o dispensador automatico de 2 mL (regulado para 1 mL), ou pipeta de 10
mL, agrega-se 1 mL de solugéo de 2-ME 0,1 M (diluido em solugéo salina sem fenol)
a cada um dos tubos das fileiras M.

15) Mistura-se bem, agitando a estante.

16) Deixar as estantes com as amostras em repouso durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

17) Apés os 30 minutos, empregando-se outro dispensador automatico, ou outra
pipeta de 10mL, agrega-se a cada tubo da fileira M, 1 mL do antigeno diluido 1:50
(0,09 % de células) em solugao salina fisiolégica (sem fenol). A concentragao final do
antigeno na solugéo sera 0,045% e a do 2-ME sera de 0,05M.

18) Mistura-se bem, agitando a estante.

19) Incubar a 37°C por 48 + 3 horas.

20) A leitura do teste é realizada através de uma fonte de luz indireta contra um fundo
escuro e opaco, com uma forte luz que atravesse os tubos. As fontes de luz estranhas
devem ser reduzidas.

As interpretagdes baseiam-se no grau de aglutinagéo do antigeno e na firmeza dos
grumos, apods agitagao suave dos tubos.

21) Anotar os resultados. Se houver interesse na determinagéo do titulo final de um
soro, podera ser empregado o método de diluicdes seriadas (dobradas).



ANEXO 03

QUESTIONARIO BRUCELOSE

1. MUNICIPIO DE LOCALIZAGAO DA PROPRIEDADE:

2. TIPO DE CRIAGAO: ( )CORTE ( )LEITE ( )MISTA

3. TIPO DE ORDENHA: ( ) MANUAL ( ) MECANICA ( )NAO TEM
4. REALIZA VACINACAO DE BRUCELOSE: ( )SIM ( )NAO

5. REALIZA EXAMES PERIODICOS DE BRUCELOSE: ( ) SIM( ) NAO
6. COMPRA ANIMAIS COM EXAMES: ( )SIM ( ) NAO

7. VENDE COM EXAMES: ( )SIM ( ) NAO

8. HOUVE ABORTO NA PROPRIEDADE: ( )SIM ( )NAO

9. MOTIVO DA VENDA DE FEMEAS:

10.POSSUI ASSISTENCIA VETERINARIA NA PROPRIEDADE: ( )SIM ()
NAO



