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RESUMO: Objetivou-se com este estudo estimar a frequéncia
da brucelose em bovinos e em ordenhadores na regido central do
Maranhio. Foram escolhidas, no periodo de maio a outubro de
2013, de forma aleatéria, 35 propriedades cadastradas na Agéncia
Estadual de Defesa Agropecudria do Maranhdo (AGED-MA) e anali-
sados sorologicamente 525 bovinos com aptidio leiteira, hemossoros
de 60 ordenhadores, além de ter sido aplicado questiondrio epide-
mioldgico para investigar os fatores de risco associados 4 infecgao. O
protocolo de diagndstico utilizado foi o teste de triagem com anti-
geno acidificado tamponado (AAT), e a confirmagio dos reagentes
ocorreu mediante os testes 2-mercaptoetanol (2-ME) e polarizacio
fluorescente (TPF). A frequéncia de animais sororreagentes foi de
26/525 (4,95%) no teste AAT e 17/525 (3,23%) e 13/525 (2,47%)
nos testes de 2-ME e TPE, respectivamente. A frequéncia de reba-
nhos foco, com pelo menos um animal soropositivo, foi de 9/35
(25,71%) e 8/3 (22,85%), nessa ordem. Referente aos ordenhadores,
1/60 (1,66%) foi reagente nos testes confirmatdrios de 2-ME, TPF
e fixagdo de complemento. O fator de risco associado & ocorréncia
da brucelose, na andlise multivariada, foi presenca de ovinos (odds
ratio — OR=6,66; intervalo de confianca de 95% — IC95% 1,26~
35,03). O estudo demonstrou que a brucelose estd disseminada no
rebanho leiteiro investigado, indicando a necessidade de melhorias
nas agoes de controle e erradicagio da brucelose na regiio estudada.
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ABSTRACT: The aim of this study was to estimate the
frequency of bovine and human brucellosis in the middle region
of Maranhao. Thirty-five properties, registered at Maranhao
State Agency of Agriculture Defense (AGED-MA), were chosen
randomly, between May and October of 2013. Then, 525 blood
serum samples from dairy cattle and 60 from milkers were
serologically analyzed and went through an epidemiological
questionnaire to investigate the risk factors associated to the
infection. The diagnosis protocol used was the trial test of rose
Bengal test (RBT), and the confirmation of reactors was by
2-mercaptoethanol (2-ME) and fluorescence polarisation assay
(FPA). The frequency of animals that tested positive was 26/525
(4.95%) at RBT, and 17/525 (3.23%) and 13/525 (2.47%) at
2-ME and FPA, respectively. The frequencies of foci herds, with at
least one positive animal, were 9/35 (25.71%) and 8/3 (22.85%),
respectively. Regarding the milkers, 1/60 (1.66%) reacted at the
confirmatory tests such as 2-ME, FPA and complement fixation.
The risk factor, associated to brucellosis occurrence, in the
multivariate analysis, was the presence of sheep (odds ratio— OR
= 6.66, confidence interval — 95%CI = 1.26-35.03). The study
showed that brucellosis is disseminated in the investigated dairy
herd, indicating the need of a better control and eradication
actions forbrucellosis in the examined region.

KEYWORDS: Brucella abortus; zoonoses; abortion; occupational
disease; bursitis; Maranhio.
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INTRODUCAO

A brucelose é uma doenga infectocontagiosa cronica cau-
sada pela bactéria Brucella spp. que acomete diversas espécies
domésticas, silvestres e 0 homem. Causa perdas econdmicas
e sociais ao sistema produtivo, além de ocasionar agravos a
satde da populagio.

Atualmente no género Brucella spp. h citagio de 10 espé-
cies, cada uma com hospedeiro preferencial: B. abortus (bovinos);
B. melitensis (caprinos e ovinos); B. suis (suinos); B. canis (cani-
nos); B. ovis (ovinos); B. neotomae (rato-do-deserto, Neotoma
Lepida); B. microti (camundongo-do-campo, Microtus Arvalis);
B. ceti (cetdceos — golfinhos e baleias); B. pinnipedialis (peni-
pedes — focas) e B. inopinata (homem). Exceto B. neotomae
e B. ovis, todas as espécies sdo capazes de infectar o homem
(GoMEs, 2014).

A transmisso do agente etiolégico ocorre primariamente
pela ingestio de materiais contaminados, e a introdug¢io no
rebanho dé-se pela entrada de animais assintomdticos cro-
nicamente infectados. Infec¢des congénitas (iz titero) ou
perinatais podem dar origem a infeccoes latentes, e a trans-
missdo venérea ocorre sobretudo na espécie suina (MEeGID
et al., 2010).

As perdas econdmicas advindas da infec¢io por B. abor-
tus estdo relacionadas a baixa eficiéncia reprodutiva dos ani-
mais, & ocorréncia de abortos e 4 alta frequéncia de natimor-
tos e bezerros nascidos debilitados, que em geral morrem ou
tém seu crescimento prejudicado, reduzindo o nimero de
animais para comercializagdo. A diminui¢io da produgio
de carne e leite é na ordem de 25%, e o decréscimo da pro-
dugio de bezerros em média de 15% (BerNUES et al., 1997;
MIRANDA et al., 2008).

Segundo SanTos et al. (2013), a cada 1% de variagio na
taxa de prevaléncia de brucelose bovina no Brasil, estima-se
em R$ 155 milhées o custo da doenga. Essas perdas econ6-
micas comprometem mais de 0,3% do produto interno bruto
(PIB) brasileiro gerado por animais de produgao.

A drea de estudo desta pesquisa, a Regional de Pedreiras
(MA), a qual estd localizada na regiio do Médio Mearim, ¢
composta de 15 municipios e ocupa 4rea de 7.738 km?, tem
populagio de 237.363 habitantes e um rebanho bovideo de
410.120 cabegas, distribuidos em 4.933 propriedades, com
vocagio natural para produgio leiteira. E a terceira bacia lei-
teira do estado (IBGE, 2010).

Em razio da inexisténcia de estudos cientificos sobre
a prevaléncia da brucelose em rebanhos bovinos leiteiros e
em humanos na Regional de Pedreiras, o presente trabalho
teve por objetivos diagnosticar aglutininas anti-Brucella em
bovinos e em grupos ocupacionais da cadeia produtiva do
leite; e identificar fatores de risco associados 4 ocorréncia
da infecgdo por B. abortus em bovinos e em humanos nas
propriedades amostradas mediante a aplicagio de questio-
nério epidemiolégico.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se um estudo observacional transversal na Regional de
Pedreiras, no periodo de maio a outubro de 2013, com bovi-
nos nio vacinados contra brucelose, machos e fémeas, com
idade superior a 13 meses. Foram selecionadas propriedades
com aptiddo leiteira cadastradas na AGED-MA (AGep, 2012)
nos municipios de Lago da Pedra, Igarapé Grande, Bernardo
do Mearim, Pocio de Pedras, Trizidela do Vale, Pedreiras e
Lima Campos.

A fim de determinar o niimero de amostras de bovinos, foi
utilizada metodologia preconizada pelo Centro Panamericano de
Zoonoses para estudo de estimativa de prevaléncia, obtendo-se
525 amostras. Para cada um dos sete municipios, foram sortea-
dos aleatoriamente cinco rebanhos, totalizando 35. Também de
forma aleatéria simples, selecionaram-se 15 bovinos: 3 novilhas
de reposicdo (13 a 24 meses), 4 vacas (25 a 36 meses), 7 vacas
(>36 meses) e 1 touro (=36 meses), totalizando 75 amostras
por municipio.

As amostras de sangue foram colhidas por puncio jugu-
lar, utilizando-se tubos de vdcuo de 10 mL, e transportadas
sob refrigeragio para o Laboratdrio de Doengas Infecciosas do
curso de Medicina Veterindria da Universidade Estadual do
Maranhio (UEMA), onde foram centrifugadas por 5 minutos
com forca real de centrifugagio igual a 1.000 G. As aliquotas
de soro obtidas foram transferidas para tubos tipo Eppendorf e
mantidas em temperatura de congelamento (-20°C) até a reali-
zagio dos exames soroldgicos, conforme a Instrugio Normativa
n° 6, de 8 de janeiro de 2004 (Brasi, 2004).

Os soros foram submetidos ao teste de triagem do anti-
geno acidificado tamponado (AAT), seguido dos testes confir-
matérios 2-mercaptoetanol (2-ME) e polarizagio fluorescente
(TPF) dos soros reagentes. O protocolo dos exames animais
e a interpretacio dos resultados do AAT e do 2-ME seguiram
a Instruc¢do Normativa n° 41, de 24 de novembro de 2006
(Brasiv, 20006), sendo considerado soropositivo o animal que
apresentasse reacio ao 2-ME e, como foco, a propriedade cujo
rebanho tivesse pelo menos um animal sororreagente. O TPF
foi realizado com o Brucella abortus antibody test kit (Diachemix,
Estados Unidos), sendo os resultados expressos em unidades
de milipolarizagio (mP) e interpretados da seguinte forma:
negativo (até 9,9 mP), suspeito (10,0 a 20,0 mP) e positivo
(>20,0 mP), conforme recomendacio do fabricante.

O estudo foi aprovado e autorizado pela Comissao de
Eticae Experimentagio Animal (CEEA) do curso de Medicina
Veterindria da UEMA sob n° 022/2014.

Também se colheram hemossoros de 60 ordenhadores,
de modo voluntdrio, apés estes terem lido e assinado o termo
de consentimento livre e esclarecido. As amostras de sangue
foram colhidas por um auxiliar de enfermagem da Secretaria de
Satde, por puncio da veia radial, com agulhas 25x8 mm, em
tubos (10 mL), com sistema de vdcuo, previamente identifica-
dos, e enviadas sob refrigeracio para o laboratério da UEMA.
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Foi aplicado um questiondrio epidemioldgico para ava-
liar potenciais fatores de risco: ocorréncia de abortamentos,
existéncia de outras espécies, procedimento com o animal
que abortou, destino do feto e da placenta, realizacio de tes-
tes para diagndstico de brucelose, compra de fémeas e machos
para reprodugio, existéncia de piquete maternidade, consumo
de leite cru, manipulagio de fémeas com dificuldades ao parto,
vacinagio contra brucelose.

Estimaram-se a frequéncia de focos (rebanhos com pelo
menos um animal soropositivo para brucelose) e a frequén-
cia de animais soropositivos. Para a identificagao dos fato-
res de risco, foi utilizado o modelo de regressao logistica
(HosmER; LEMEsHOW, 1989), adotando-se o programa Stata
9.0. Realizou-se andlise univariada selecionando-se as que apre-
sentavam p<0,20 no teste %, para integrarem o modelo mul-
tivariado, permanecendo as varidveis que indicaram p<0,05 na
andlise multivariada. Foram estimadas razées de chance (OR)
com intervalos de confianca (IC) de 95%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 525 amostras de soro bovino examinadas, obteve-se frequén-
cia de brucelose bovina, por teste, na ordem de 26/525 (4,95%)
no AAT, 17/525 (3,23%) no 2-ME e 13/525(2,47%) no TPE.

A frequéncia de animais sororreagentes observada nesta
pesquisa foi maior que a demonstrada por Borsa ez al. (2012)
no estado do Maranhio, com percentual de 2,52%, e dos
circuitos pecudrios maranhenses: 1 (0,70%), 3 (1,99%) e
4 (0,76). Porém, foi semelhante a prevaléncia do circuito 2
(3,16%), onde estd localizada a regido estudada. Esse resultado
é por conta, provavelmente, da baixa cobertura vacinal, pois

apenas 60% dos criadores realizam a vacinagao. Dessa forma,

recomendam-se aumentar a cobertura vacinal anual de bezer-
ras entre trés e oito meses com a estirpe B 19 para taxas 280%
e estimular 0 uso da RB 51 nos focos. Em situacoes de pre-
valéncia alta, segundo Pauriv; FERREIRA NETO (2003) reco-
mendam que a cobertura vacinal minima anual deve ser de
80%, a fim de que a doenga seja reduzida a niveis de 2% de
prevaléncia. Segundo AMAKU ez al. (2009), para reduzir a
prevaléncia da brucelose a 2% em uma determinada regiso,
¢ necessdrio obter coberturas vacinais acima de 70%, imuni-
zando os animais por um periodo de 10 anos.

Dos sete municipios amostrados, cinco apresentaram reba-
nhos com um ou mais animais reagentes nos testes confirma-
térios, o que representa propor¢io de 5/7 (71,43%) munici-
pios com rebanhos foco de brucelose. Analisando-se os focos,
verifica-se proporgio de 9/35 (25,71%) e 8/35 (22,85%) aos
testes confirmatérios 2-ME e TPF, respectivamente.

A frequéncia de focos em rebanhos com pelo menos um
animal soropositivo foi superior & encontrada por Borsa ez al.
(2012), no estado do Maranhio (11,42%).

Pelo teste de polarizagao fluorescente (TPF), as frequén-
cias de animais soropositivos e de focos foram 2,47 € 22,85%,
nessa ordem.

Virios fatores foram relacionados 2 presenca de foco de
brucelose nas propriedades, na andlise univariada (p<0,20),
destacando-se: presenca de ovinos (OR=6,67; 1C95% 1,26—
35,03); ocorréncia de aborto nos tltimos 12 meses (OR=2,81;
1C95% 0,59-13,33); compra de animais para reprodugio
(OR=4,08; IC95% 0,70-23,50); e a presenca de piquete
maternidade (OR=0,26; IC95% 0,04—1,63). Na andlise mul-
tivariada foram incluidas as varidveis com p<0,05. O modelo
de regressio logistica final mostrou que propriedades com
presenca de ovinos (OR=6,67; IC95% 1,26-35,03) apre-
sentavam maiores chances de terem pelo menos um bovino

soropositivo (Tabela 1).

Tabela 1. Modelo de regressao logistica univariada e multivariada dos fatores de risco mais associados a ocorréncia de focos de
brucelose bovina nas propriedades rurais amostradas na Regional de Pedreiras, MA, 2014.

Andlise univariada

Variavel Rebanho/propriedade
Focos/expostos % OR

Presenca de ovinos

Sim 6/12 50,00

Nao 3/23 13,04 6,67
Presenca de aborto nos ultimos 12 meses

Sim 5/13 41,66

Nao 4/22 18,18 2,81
Compra de animais para reproducao

Sim 7/19 36,84

N&ao 2/16 12,50 4,08
Presenca de piquete maternidade

Sim 6/29 20,69

Nao 3/6 50,00 0,26

OR: odds ratio; *p<0,20; **p<0,05; IC95%: intervalo de confianca de 95%.

Andlise multivariada

Propriedade
Valor p* OR 1C95% Valor p**
6,67 1,27-35,03 0,025
0,025
0,193
0,115
0,151
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As informag6es obtidas com a aplicagio do questiondrio
epidemioldgico permitiram caracterizar a pecudria leiteira na
Regional de Pedreiras com predominéncia da raca Girolando,
criagio tipo semiconfinamento, o que pode favorecer a ocorrén-
cia e a disseminagdo da doenga em razio da proximidade entre
animais portadores e suscetiveis, conforme também atestaram
NicorerTI (1980) e CRAWFORD et al. (1990). A ordenhada
¢ manual, uma vez ao dia, com bezerro ao pé, podendo estar
associada com a transmissdo da brucelose, pois o micro-orga-
nismo ¢ eliminado pelo leite, e terneiros que se alimentam de
vacas brucélicas podem contaminar o ambiente pela elimina-
¢io do agente com as fezes, uma vez que algumas bactérias
nio sio destruidas pelas enzimas digestivas (Lucas, 2000).

A idade 236 meses em ambos os sexos foi fator deter-
minante para a ocorréncia da infecgio nos dois testes confir-
matérios. Isto ¢, quanto mais tempo de exposicdo ao agente
infeccioso, maior a probabilidade de disseminagio da bactéria,
e ao adquirir imunidade o animal nio mais apresenta aborto
entre o quinto e o oitavo més de gestacio.

A presenca de ovinos, 12/35 (34,29%), mostrou-se esta-
tisticamente significativa, tanto no modelo de regressao logis-
tica univariada (p<0,20) quanto no de multivariada (p<0,05),
demonstrando que propriedades com a presenca de ovinos apre-
sentavam 6,67 vezes mais chances de ser foco de brucelose. Isso
se deve provavelmente pela criagio consorciada de bovinos e
ovinos no mesmo piquete — na maioria das fazendas essas espé-
cies sao recolhidas ao entardecer e dormem juntas no mesmo
curral, além de haver intensa movimentagio dos ovinos para
outras propriedades sem exigéncia do atestado de sanidade ani-
mal. Tal dado corrobora as observacoes de Horr ez 2/, (2011),
que destacaram a importincia da criagao de bovinos e bufalos
em conjunto com ovinos e caprinos (OR=6,32; 1C95% 1,44
27,9) no aumento do risco para brucelose bovina.

Outras espécies animais também podem ser infecta-
das por Brucella spp., incluindo bufalos, camelos, cavalos e
renas; embora menos importantes, podem ser fonte de infec-
¢do expressiva em determinadas regioes (CORBEL, 2006).
Outros reservatdrios incluem espécies silvestres, como o veado
(Cervus elaphus), javali e porcos selvagens (Sus Scrofa), raposa
(Vilpes Vulpes) e bisonte (Bison Bison) (GODFROID et al., 2005;
NicoLrLeTr, 2010).

A ocorréncia de aborto nos tltimos 12 meses foi rela-
tada em 13/35 (37,14%) e demonstrou ser fator importante
na andlise univariada. A ocorréncia ¢ indicativa de infeccio e
sugere que a brucelose é endémica no rebanho.

A compra de animais para reprodugio apresentou signi-
ficAncia estatistica na andlise univariada (p<0,20). A aquisi¢ao
era principalmente de outras fazendas, e na sua grande maioria
nio era exigido o exame sorolégico negativo para brucelose,
nem o conhecimento do estado sanitdrio do rebanho de origem.

De acordo com STRIGER ez a/. (2008), a aquisi¢ao de ani-
mais infectados ¢ relatada como o principal fator de introdu-
¢do de brucelose em rebanhos livres. Conforme essa varidvel,

alguns fatores atuam de forma independente ou associada,
como: frequéncia de compra (pritica comum em rebanhos
leiteiros da regido para aquisi¢io de reprodutores e reposicao
de matrizes), origem dos animais e histérico de realizacio de
testes soroldgicos para brucelose, observagoes também rela-
tadas por NicoLETI (1980), CRAWFORD et al. (1990) e LAGE
et al. (2008). E importante frisar que a aquisi¢io de novos
animais significa risco real somente quando feita sem os devi-
dos cuidados sanitdrios.

A varidvel existéncia de piquete maternidade foi impor-
tante na andlise univariada (p<0,20). O piquete de pari¢do é
uma medida que deve ser implantada com o objetivo de evitar
o contato de animais suscetiveis com fetos abortados, restos
placentdrios e secregoes vaginais, por possuir elevada concen-
tracio de Brucella, e podem contaminar pastagens e aguadas.
Essa medida diminui a dose de desafio e interrompe o ciclo de
transmissio da doenca, afirmaram CRAWFORD et /. (1990).
E ¢é bem mais ficil realizar a desinfeccio da 4rea.

Outro dado relevante ¢ que 24/35 (68,57%) dos proprietd-
rios nio separavam os animais que abortavam, deixando-os no
plantel, aumentando com essa prtica o risco de disseminagao
da doenga no rebanho, pois nao eliminavam os animais positi-
vos. Somente 14,28% dos entrevistados disseram dar destino
adequado a placenta e ao feto abortado, conduta que reduz o
risco de contaminacgio ambiental e do contato desses materiais
biol4gicos com animais suscetiveis (CRAWFORD ez al., 1990).

Dos 60 hemossoros humanos examinados, apenas um
ordenhador, 1/60 (1,66%), do municipio de Lago da Pedra,
foi reagente nos testes confirmatérios 2-ME, TPF e FC.

CofLHo et al. (1995) e SANTOS et al. (2007), no munici-
pio de Sio Luis, constataram prevaléncias de 2,17% ¢ 10,71%
dos trabalhadores de matadouros reagentes na prova de FC e
no teste do 2-ME, respectivamente. Esses autores observaram
mais ocorréncia de pessoas reagentes nos setores de matanca
€ evisceragao.

Outro aspecto importante refere-se ao risco zoondtico
que a brucelose representa. Nos seres humanos pode ser uma
doenca grave, debilitante e muitas vezes levar a cronicidade,
podendo afetar vérios 6rgios. A maioria dos casos é por expo-
sicdo ocupacional aos animais infectados, ingestao de leite
cru e de produtos ldcteos ndo pasteurizados e acidentes vaci-
nais (BrasiL, 2006; LAGE et al., 2008; MEGID et al., 2010).
Os sinais mais comuns sio febre ondulante, suores noturnos
com peculiar odor, calafrios, fraqueza, insonia, artralgia, dores
musculares e testiculares, impoténcia sexual, nervosismo e
depressao (AcHa; Szyeres, 2001; SANTOS ez al., 2005; Lage
et al., 2008; MEGID et al., 2010; POESTER, 2010).

Dos 60 ordenhadores entrevistados do sexo masculino,
90% afirmaram ter mais de cinco anos como tratador, podendo
estar exposto durante esse perfodo ao agente infeccioso; e 45/60
(71,43%) manipulavam vacas com dificuldades ao parto e
nio usavam equipamentos de protegio individual, mantendo
contato com fetos abortados, restos placentdrios e secregoes

Arg. Inst. Biol.,, v.83, 1-6, e1042014, 2016



Frequéncia de brucelose bovina em rebanhos leiteiros e em seres humanos na regido central do estado do Maranhao, Brasil

vaginais. Dessa forma, ficavam expostos 4 infecgdo, podendo
o risco ser caracterizado pelo contato direto de abrasoes da
pele com tecidos de animais infectados ou por via respiratéria,
pela inalagio de aerosséis, conforme relataram FErraz (1999),
DocaNay; AYGeN (2003) e FranzoLiN (2005).

Quando questionados sobre a sintomatologia clinica da
brucelose, 50/60 (83,33%) afirmaram ter apresentado um ou
mais sintomas como febre, dor de cabeca, cansaco, calafrios,
sudorese noturna, mialgia e artralgia. O ordenhador reagente
relatou, ainda, dores testiculares, irritabilidade e nervosismo.

Abordados quanto o habito de ingerir leite cru, 48/60
(80%) dos tratadores responderam sim. Essa é uma real expo-
si¢do, pois Brucella spp. pode ser isolada do leite de vacas posi-
tivas (LANGONI et al., 2000).

Quando questionados se j4 vacinaram contra brucelose,
20/60 (33,33%) afirmaram que sim, sem terem passado por
nenhum treinamento prévio realizado pelo veterindrio cadas-
trado, bem como vacinaram sem uso de equipamentos de pro-
tecdo individual (EPIs). Fato relevante, pois as amostras vacinais
B 19 ¢ RB 51 de B. abortus sao patogénicas para humanos,
podendo ocorrer transmissio ao trabalhar com vacinas vivas
(BERKELMAN, 2003; MaTH1as, 2008), principalmente pela
exposi¢ao acidental ao liquido contido no frasco e pela per-
furacio do dedo com a agulha durante a aplicagio.

De acordo com o Sistema de Informagées Hospitalares
do Sistema Unico de Satde (SIH/SUS), do Ministério da
Satde, de janeiro de 2008 a mar¢o de 2014 ocorreram 177
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