UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DO PA~RA
PRO-REITORIA DE PESQUISA, F”OS—GRADUACE‘AO E INOVACAO TECNOLOGICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOCIENCIAS

ELOINE MARIA BANDEIRA PICANCO

FATORES DE RISCO ASSOCIADOS A PREVALENCIA DE ANTICORPOS
CONTRA BRUCELOSE EM EQUIDEOS DO OESTE DO PARA, BRASIL

SANTAREM - PA
2024



ELOINE MARIA BANDEIRA PICANCO

FATORES DE RISCO ASSOCIADOS A PREVALENCIA DE ANTICORPOS
CONTRA BRUCELOSE EM EQUIDEOS DO OESTE DO PARA, BRASIL

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pés-Graduacao
em Biociéncias da Universidade Federal do Oeste do
Para, como requisito para obtencéo do titulo de mestre.

Orientador: Antonio Humberto Hamad Minervino

SANTAREM - PA
2024



Dados Internacionais de Catalogacio-na-Publicagio (CIP)
Sistema Integrado de Bibliotecas — SIB/UFOPA

P589f Picanco, Eloine Maria Bandeira
Fatores de risco associados a prevaléncia de anticorpos contra brucelose em equi-
deos do Oeste do Par4, Brasil./ Eloine Maria Bandeira Picango. — Santarém, 2024.
67 p. :il.
Inclui bibliografias.

Orientador: Antonio Humberto Hamad Minervino.
Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Federal do Oeste do Para, Pro-Reitoria de Pesqui-
sa, Pos-Graduacgdo e Inovacao Tecnologica, Programa de Pds-Graduacao em Biociéncias.

1. Brucelose equidea. 2. AAT. 3. 2 ME. 4. Zoonose. 5. Saude publica I. Minervino,
Antonio Humberto Hamad, orient. II. Titulo.

CDD: 23 ed. 614.542098115

Bibliotecaria - Documentalista: Catia Alvarez — CRB/2 843



Universidade Federal d~o Oeste do Parii
PROGRAMA DE POS-GRADUAQAO EM BIOCIENCIAS

ATA N° 2472

Aos 30 (trinta) dias do més de abril do ano de dois mil e vinte quatro, as 09h00min, na
sala 432 do BMT 2 da Ufopa Campus Tapajés, instalou-se a banca examinadora de dissertacédo
de mestrado da aluna ELOINE MARIA BANDEIRA PICANCO. A banca examinadora foi
composta pelos professores Dr. Gustavo da Silva Claudiano, UFOPA, examinador interno, Dr.
Kedson Alessandri Lobo Neves, UFOPA, examinador interno, Dr. F&bio Edir Amaral
Albuquerque, UFOPA, wxaminador externo ao Programa e Dr. Antonio Humberto Hamad
Minervino, UFOPA, orientador. Deu-se inicio a abertura dos trabalhos, por parte do professor
Dr. Antonio Minervino, orientador, que, apds apresentar 0s membros da banca examinadora e
esclarecer a tramitacdo da defesa, passou a palavra a aluna, que de imediatamente iniciou a
apresentacdo da dissertacdo, intitulada Fatores de risco associados a Prevaléncia de anticorpos
contra Brucelose em equideos do Oeste do Para, Brasil., marcando um tempo de 50 a 60
minutos para a apresentacdo. Concluida a exposic¢éo, o Prof. Dr. Antonio Minervino, presidente,
passou a palavra ao examinador externo, Fabio Albuquerque, para argiir a candidata, e, em
seguida, a examinador interno, Gustavo Claudiano e em seguida ao prof. Kedson Neves, para
que fizessem o mesmo; apos o que fez suas consideragdes sobre o trabalho em julgamento;
tendo sido aprovada a candidata, conforme as normas vigentes na Universidade Federal do
Oeste do Para.

ANTONIO HUMBERTO H.
MINERVINO

Orientador: Prof.(a) Dr.(a)
Documento assinado digitalmente

govb

Data: 12/06/2024 21:03:21-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

ANTONIO HUMBERTO HAMAD MINERVINO

Examinador(a) Interno (a):
Prof.(a) Dr.(a)

KEDSON ALESSANDRI LOBO NEVES

Documento assinado digitalmente

KEDSON ALESSANDRI LOBO NEVES
Data: 14/06/2024 20:07:56-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

govb

Examinador(a) Interno (a): | GUSTAVO DA SILVA CLAUDIANO

Prof.(a) Dr.(a)

Documento assinado digitalmente

GUSTAVO DA SILVA CLAUDIANO
Data: 13/06/2024 10:03:47-0300

goub

Prof.(a) Dr. (a)

Examinador (a) Externo (a):

FABIO EDIR AMARAL
ALBUQUERQUE

govb

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Documento assinado digitalmente

FABIO EDIR AMARAL ALBUQUERQUE
Data: 14/06/2024 14:30:04-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

DISCENTE

ELOINE MARIA
BANDEIRA PICANCO

govb

Documento assinado digitalmente

ELOINE MARIA BANDEIRA PICANCO
Data: 14/06/2024 21:40:18-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Av. Vera Paz, s/n°, Salé, CEP 68135-110 — Santarém — PA — Brasil Telefax: ¢




Essa dissertacdo € dedicada aos meus pais Anselmo e Eloina que sempre me
incentivaram a estudar e nunca mediram esforgos para investir em meus estudos. Estao todos

os dias me acompanhando, mesmo que de forma virtual por morarem em outra cidade.

Dedico tambem ao meu esposo Rafael que esteve ao meu lado em todas as etapas do

mestrado, desde quando tudo era apenas um sonho até o presente momento de concluséo.

Seus incentivos diarios foram essenciais para esse resultado e com certeza estardo

presentes em mais momentos como esses. Obrigada por tanto!



AGRADECIMENTOS

Escrever os agradecimentos da minha dissertacdo de mestrado € uma grande emocéo e
sentimento de dever cumprido. Foram 2 anos e meio de muito estudo, treinamento laboratorial

e muita, muita pesquisa.

Primeiramente gostaria de agradecer a Deus pela oportunidade que me deu em realizar
essa etapa de grande importancia para a minha vida profissional. Obrigada Senhor, sei que tudo

sempre € no Seu tempo, que bom que ndo me deixou desistir desse sonho.

Agradeco minha familia, meus pais (Anselmo e Eloina), irmaos (Eliselma e Eliselmo)
e sobrinhos (Michelly, Neto, Celina e Matheo) que estiveram presentes nessa etapa me dando
forcas e repassando seguranca para eu seguir nessa caminhada. Minha rede de apoio! Sem vocés

eu jamais conseguiria.

Agradeco 0 meu esposo Rafael por toda a paciéncia do mundo em ouvir meus desabafos,
ouvir sobre minhas pesquisas e acompanhar de perto toda a minha rotina durante esses dois
anos e meio. Obrigada por me acompanhar nos momentos que mais precisei e ter feito desse
processo 0 mais tranquilo e leve possivel. Com certeza sem vocé ao meu lado eu nédo

conseguiria.

Agradeco ao meu orientador Antdnio Humberto Hamad Minervino por ter aceito me
orientar sem ao menos me conhecer. Sua confianca e ensinamentos foram fundamentais nesse
processo. Obrigada por todas as oportunidades de crescimento cientifico ao longo desse

periodo.

Agradeco a equipe do Laboratério de Sanidade Animal (LARSANA) pela

disponibilidade em ajudar nessa pesquisa.

Agradeco a Fundacdo Amazonia de Amparo a Estudos e Pesquisas (FAPESPA) pela

concessao de bholsa de estudos.

E a todos que de alguma forma contribuiram direto ou indiretamente com o

desenvolvimento desse trabalho.

MUITO OBRIGADA!



“Educacdo ndo transforma o mundo. Educacéo
muda pessoas. Pessoas transformam o mundo”
(Paulo Freire)



RESUMO

O estado do Para possui uma das maiores populacdes equideas do Brasil, com mais de
800.000 cabecas. A maioria desses animais sdo encontrados em fazendas (cavalos de fazenda)
com atividade pecuéria e sdo utilizados no manejo de bovinos e bubalinos. Além disso, nas
areas urbanas do estado os equideos sdo comumente usados como meio de transporte para
conduzir materiais (cavalo carroceiro) e em esportes como vaquejada, competicdes de arco,
tambor e cavalgadas (cavalo de esporte). Doencas infectocontagiosas causam preocupacgoes
para os criadores de equideos devido aos prejuizos a satde dos animais, impactos econémicos
e de saude publica no caso das zoonoses. Nesse contexto destaca-se a Brucelose equina, doenca
crbnica, infectocontagiosa, de carater zoonético, causada por bactérias do género Brucella spp.,
especialmente de areas onde a brucelose bovina é endémica. A doenca exige notificacdo
obrigatoria ao Servi¢co Veterinario Oficial do Brasil quando houver qualquer caso suspeito de
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude Animal (OMSA). Considerando o expressivo
rebanho equideo e a caréncia de estudos epidemiolégicos no Para, em especial na regido Oeste
do estado, objetivou-se determinar a prevaléncia de anticorpos contra Brucelose em equideos
criados no Oeste do Para e identificar possiveis fatores de risco associados a essa doenca em
trés grupos distintos: equideos de fazenda, esporte e carroceiros. A partir de um estudo
transversal preliminar com amostragem em dois niveis por cluster para equideos de fazenda
que incluiu 75 propriedades em 14 municipios e com amostragem por conveniéncia para coleta
de equideos carroceiros e de esporte, um total de 1.059 equideos foram incluidos no estudo,
sendo 1039 equinos, 13 burros e 7 mulas. As amostras de soro foram obtidas por puncao venosa
jugular utilizando sistema de vacuo estéril com tubos sem anticoagulante. O sangue foi
centrifugado a 2000 x g por 10 min, e o soro foi aliquotado e armazenado a -35°C para
realizacdo das analises. Durante a coleta das amostras, utilizou-se um questionario
epidemioldgico para obter informacdes sobre caracteristicas dos animais, manejo e condicdes
locais que possam atuar como fatores de risco para a soroprevaléncia da enfermidade. Para
deteccdo de anticorpos contra Brucelose equina foi utilizado como triagem o teste Antigeno
acidificado tamponado (AAT) e a Soroaglutinacdo em Tubos com 2- mercaptoetanol (2-ME)
para confirmacdo dos resultados. As andlises soroldgicas foram realizadas no Laboratorio de
Sanidade Animal (LARSANA) da Universidade Federal do Oeste do Para. Os dados foram
tabulados para determinar a frequéncia de equideos soropositivos e soronegativos e a

prevaléncia. A analise univariada foi realizada pelo teste Qui-quadrado para investigar a



associacao da prevaléncia de anticorpos e possiveis fatores de risco associados as doengas. Uma
regressdo logistica binaria do tipo logit com eliminacdo Backward de termos incluindo os
fatores de risco considerados. As variaveis com P<0.05 foram mantidas no modelo final. Os
dados foram analisados por meio do software Minitab 17. E o intervalo de confianga de 95%
foi calculado usando o software Prism. Dos 1.059 animais amostrados, 44 (4,05% - IC 95%:
3-5,5) apresentaram resultado positivo no teste AAT. As amostras positivas no teste AAT foram
confirmadas atraves do teste 2-ME e destes 11 animais foram positivos, 15 inconclusivos e 18
negativos. Considerando apenas os resultados confirmados pelo 2-ME a prevaléncia de
brucelose equidea a nivel animal em equideos na regido Oeste do Para foi de 1,03% (IC 95%:
0,5-1,8). Dentre os fatores considerados, apenas a Mesoregido Sudoeste Paraense (P = 0,047)
interferiu com a prevaléncia de anticorpos anti-Brucella sp. A presenca de animais positivos
para Brucelose ndo foi associada a problemas reprodutivos relatados pelos proprietarios dos
animais. Este é o primeiro relato de equideos soropositivos para Brucelose na regido o que
contribui para o conhecimento da epidemiologia da doenca e confirma o risco potencial da
espécie equina para a saude publica uma vez que estdo em contato direto com humanos e outros

animais.

Palavras — chave: Brucelose equidea. AAT. 2 ME; Zoonose. Salde publica.



ABSTRACT

The state of Para has one of the largest equine populations in Brazil, with more than
800,000 head. Most of these animals are found on farms (farm horses) with livestock farming
and are used in the management of cattle and buffaloes. Furthermore, in urban areas of the state,
horses are commonly used as a means of transport for transporting materials (cart horse) and in
sports such as vaquejada, archery and barrel competitions and horseback riding (sport horse).
Infectious diseases cause concern for equine breeders due to the damage to the animals' health,
economic and public health impacts in the case of zoonoses. In this context, equine brucellosis
stands out, a chronic, infectious, zoonotic disease caused by bacteria of the genus Brucella sp.,
especially in areas where bovine brucellosis is endemic. The disease requires mandatory
notification to the Official Veterinary Service of Brazil when there is any suspected case
according to the World Organization for Animal Health (WHO). Considering the significant
equine herds and the lack of epidemiological studies in Pard, especially in the western region
of the state, the objective was to determine the prevalence of antibodies against Brucellosis in
horses raised in western Para and identify possible risk factors associated with this disease in
three diverse groups: farm, sport and cart horses. From a preliminary cross-sectional study with
sampling at two levels per cluster for farm horses that included 75 properties in 14
municipalities and with convenience sampling to collect carriage and sport horses, a total of
1,059 equids were included in the study, being 1039 horses, 13 donkeys and 7 mules. Serum
samples were obtained via jugular venipuncture using a sterile vacuum system with tubes
without anticoagulant. The blood was centrifuged at 2000 x g for 10 min, and the serum was
aliquoted and stored at -35°C for analysis. During sample collection, an epidemiological
questionnaire was used to obtain information about animal characteristics, management and
local conditions that may act as risk factors for the seroprevalence of the disease. To detect
antibodies against equine brucellosis, the Buffered Acidified Antigen test (AAT) and
Seroagglutination in Tubes with 2-mercaptoethanol (2-ME) were used as screening to confirm
the results. Serological analyzes were carried out at the Animal Health Laboratory (LARSANA)
of the Federal University of Western Para. The data were tabulated to determine the frequency
of seropositive and seronegative horses and the prevalence. Univariate analysis was performed
using the Chi-square test to investigate the association between the prevalence of antibodies
and possible risk factors associated with the diseases. A logit-type binary logistic regression
with Backward elimination of terms including the risk factors considered. Variables with

P<0.05 were maintained in the final model. The data were analyzed using Minitab 17 software.



And the 95% confidence interval was calculated using Prism software. Of the 1,059 animals
sampled, 44 (4.05% - 95% CI: 3-5.5) tested positive in the AAT test. Positive samples in the
AAT test were confirmed using the 2-ME test and of these 11 animals were positive, 15
inconclusive and 18 negative. Considering only the results confirmed by 2-ME, the prevalence
of equine brucellosis at animal level in horses in the western region of Para was 1.03% (95%
Cl: 0.5-1.8). Among the factors considered, only the Southwest Mesoregion of Para (P = 0.047)
interfered with the prevalence of anti-Brucella sp antibodies. The presence of Brucellosis-
positive animals was not associated with reproductive problems reported by animal owners.
This is the first report of equids seropositive for Brucellosis in the region, which contributes to
the knowledge of the epidemiology of the disease and confirms the potential risk of the equine

species to public health since they are in direct contact with humans and other animals.

Keywords: Equine brucellosis. AAT. 2 ME. Zoonosis. Public health.
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1 INTRODUCAO

O estado do Para possui uma das maiores popula¢@es equinas do Brasil, com mais de
800.000 cabecas. A maioria desses animais sdo encontrados em fazendas com atividade
pecuaria e sdo comumente utilizados no manejo de bovinos e bubalinos e como meio de
transporte (IBGE, 2022). Além disso, nas areas urbanas do Para os equideos sdo frequentemente
usados como meio para transportar materiais e em esportes: Vaquejada, competi¢des de arco,
tambor e cavalgadas (Moreira et al., 2019).

Os cavalos caracteristicos da Amazdnia sdo animais fortes, inteligentes, risticos e com
grande resisténcia as adversidades do meio por adquirirem uma série de adaptacGes
morfoldgicas, como cascos arredondados por exemplo (Marques et al., 2012; Reis et al., 2008).
Por todas essas caracteristicas desenvolvidas, sdo animais importantes para a pecuéria e
utilizados para a tragdo, sendo essenciais em atividades diérias em fazendas (Marques et al.,
2016).

Devido a importancia econdmica dessa atividade para o estado é importante destacar 0s
cuidados sanitarios com esses animais, haja vista que algumas doengas causam prejuizos
consideraveis aos proprietarios por apresentarem problemas de salde publica por serem
zoonoses, sendo obrigatoria a eutanasia dos animais positivos. Dentre essas doencas cita-se
Brucelose equina doenca cronica, infectocontagiosa, de carater zoonotico, causada por bactérias
do género Brucella spp., que acomete mamiferos domésticos e alguns silvestres (Medig et al.,
2016). A infeccdo natural nos equideos acontece de forma direta ou indireta, principalmente,
por meio da ingestdo de dgua ou alimento contaminado por material infectado oriundo do trato
reprodutivo de bovinos e suinos (Araujo et al., 2009).

Segundo Dorneles et al., (2013), no Brasil, os equideos podem ser infectados pela
Brucella abortus, Brucella suis e Brucella canis, no entanto, a mais comumente descrita é
Brucella abortus, devido a coabitacdo frequente destes animais com os bovinos. Nesses animais
as manifestacdes clinicas resultam principalmente na reducdo da capacidade de trabalho. Além
disso, equideos infectados podem ser uma fonte potencial de infec¢do para outras espécies,
incluindo o homem por se tratar de uma zoonose (Medig et al., 2016).

Dentre os estudos realizados no Brasil sobre a prevaléncia de brucelose equidea
Dornelesetal., (2013) obteve prevalénciade 1,76%, Arruda et al., (2012) encontrou prevaléncia
de 0,7% e Praseres Chaves et al., (2015) e Da Costa et al., (2024) encontraram prevaléncia de

0,96% e 6,5% respectivamente. Ambos os estudos realizados no nordeste do pais. Observa-se
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que a brucelose equidea é uma doenca de grande relevancia e importancia, que pode ser
encontrada no Brasil e acarretar prejuizos econdémicos e de salde publica.

No estado do Paréa ressalta-se que os seguintes estudos foram realizados para detectar
Brucelose em equideos. Paula et al., (2014) realizaram pesquisa na llha de Maiandeua
(Algodoal) obtendo prevaléncia de 5,76%, Resende et al., (2022) obtiveram prevaléncia de
1,03% da doenca em Soure, na llha do Maraj6é e no estudo de Souza Rocha et al., (2019),
também na regido do Marajd, ndo houveram resultados positivos. Do mesmo modo Santos,
(2007) tiveram prevaléncia nula como resultado da pesquisa em equideos de Belém e
Ananindeua e Rodrigues et al., (2021) obtiveram resultados negativos em 3 equinos do estado
com diagnosticos através dos métodos AAT e PCR. Enfatiza-se que na regido Oeste do Para,
de acordo com nosso conhecimento ndo existem relatos na literatura acerca da presenca de
equideos com anticorpos para Brucella sp.

Como mecanismo de controle da brucelose, ressalta-se o Programa Nacional de
Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) bovina e bubalina que disp6e
de metodologias diagnosticas, como estratégias de controle e prevencdo, entre outros
procedimentos nessas espécies (Brasil, 2006). Enfatiza-se que as mesmas metodologias do
programa sdo utilizadas para controle da brucelose equina.

Frente a gravidade da doenca, é evidente a importancia do diagnostico laboratorial para
identificacdo dos animais positivos para Brucelose. Por se tratar de doenca incuravel, altamente
transmissivel e zoonotica, pode se tornar obstaculo para o desenvolvimento da equideocultura

nas regides onde se fazem presentes.
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2 OBJETIVO

2.1 GERAL

o Determinar a prevaléncia de anticorpos contra Brucelose em equideos oriundos de
trés grupos distintos (Fazenda, Carroceiro, Esporte) criados no oeste do Para e identificar

possiveis fatores de risco associados as doencas.

2.2 ESPECIFICOS

° Determinar a prevaléncia de anticorpos anti - Brucela sp. em equideos de fazenda,
esporte e carroceiros por meio do ATT,;
. Realizar a confirmagdo diagnostica das amostras positivas pelo AAT utilizando o teste

confirmatério 2-ME.

° Determinar os possiveis fatores de riscos associados a doenca em equideos de
fazenda, esporte e carroceiros.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 BRUCELOSE EQUINA

A brucelose é uma doenca cronica, infectocontagiosa, de carater zoonético, causada por
bactérias do género Brucella spp., que acomete mamiferos domésticos e alguns silvestres, sendo
a brucelose equina uma doenga especialmente de areas onde a brucelose bovina é endémica
(Medig et al., 2016).

3.1.1 Agente Etioldgico

A brucelose é causada por bactérias pertencentes ao género Brucella composto por
pelo menos 33 espécies (spp.) sendo que 30 estdo validadas e, destas, cinco acometem 0s
animais domeésticos: B. abortus (bovinos), B. melitensis (ovinos e caprinos - ndo identificada
no Brasil), B. ovis (ovinos), B. suis (suinos) e B. canis (caninos) (Haag et al., 2010). No entanto,
duas espécies adicionais foram identificadas em primatas ndo humanos (Schlabritz-Loutsevitch
et al., 2009) e raposas (Hofer et al., 2012), implicando maior diversidade de Brucella spp. Estas
espécies ndo sdo espécies-especificas e podem infectar outros animais e 0s seres humanos
sendo, portanto, um importante agente zoondtico (Karthik et al., 2016). Em relacdo aos
equideos, ndo hd uma Brucella spp. que o afeta especificamente e todas as descri¢cGes de
brucelose na espécie estdo relacionadas ao patdgeno bovino (B. abortus) ou, em menor
ocorréncia, ao suino (B. suis) (Lucero et al., 2008).

Apresentam-se microbiologicamente como cocobacilos Gram-negativos, aerobios ou
microaerdfilos, ndo capsulados, imdveis, ndo formadores de esporos, desprovidos de
plasmideos (Hsu & O’Connell, 2017). Seu metabolismo € oxidativo baseado na utilizacdo de
nitratos. Nos testes bioquimicos, sdo classificadas como catalase e oxidase-positivos e nao
fermentadores de lactose (L. M. Paulin, 2003). S&o reconhecidos como microrganismos
intracelulares facultativos, estando a patogenia e a natureza da resposta imune fortemente

relacionadas a presenca do microrganismo no interior de fagocitos (Gongalves et al., 2006).



19

Sé&o classificadas em rugosas ou lisas de acordo com a estrutura de sua parede celular,
estando diretamente associada a composi¢do bioquimica do lipopolissacarideo da parede
celular ou a viruléncia. B. abortus, B. melitensis e B. suis apresentam morfologia de colonia do
tipo lisa, ja B. ovis e B. canis apresentam uma morfologia de col6nia permanentemente do tipo
rugosa ou mucoide (Brasil, 2006).

No leite e derivados, mantém-se viaveis por varios meses (Omer et al., 2000). Mas
sdo destruidos pela fervura e temperaturas usuais de pasteurizacdo (Paulin, 2003). Desinfetantes
clorados (2,5% de cloro ativo), solu¢bes de formaldeido (2%) e compostos fendlicos (2,5%)
inativam o microrganismo a partir de quinze minutos de exposi¢do. Alcool 70% destroi
prontamente a bactéria (L. M. Paulin, 2003). J& sob acdo do carbonato de célcio € destruida
apos trinta minutos de exposicao (Omer et al., 2000).

Sao resistentes a inativacdo em condicGes adversas do ambiente, incluindo extremos
de pH, luminosidade e temperatura (Gongalves et al., 2006). Resistem também por seis meses
Ou mais na agua, nos fetos abortados, em restos de placenta, nas fezes, na 18, no feno ou no solo
(Lucero et al., 2008).

3.1.2 Epidemiologia

Anticorpos de Brucelose foram relatados em varias partes do mundo e em Vvarios
periodos, mostrando que os cavalos séo infectados por outros animais (Ribeiro et al., 2003).
Dados historicos mostram que a brucelose foi descrita pela primeira vez no ser humano em
Malta no ano de 1887 por David Bruce, que isolou Brucella melitensis, ora conhecida como
Micrococcus melitensis, de um soldado que morreu por febre Maltese sendo, por isso,
denominada de Febre de Malta (Godfroid et al., 2010). Nos ultimos anos, essa bactéria foi vista
como um patégeno causador de doengas em mamiferos marinhos, mostrando assim a longa
jornada desse patdgeno de Malta para a Marinha (Karthik et al., 2016).

Ja em 1895, Bernhard Bang, um patologista veterinario dinamarqués, isolou um
microrganismo do Utero e membranas fetais oriundos do aborto de vacas, identificado como
Bacillus abortus (Rahman et al., 2006). Em 1920, Meyer e Shaw, propuseram a cria¢cdo do
género Brucella em homenagem ao autor do primeiro isolamento do agente e descreveram dois

microrganismos: Brucella melitensis e Brucella abortus (Rahman et al., 2006).
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No Brasil, a situacdo epidemioldgica da brucelose em cavalos, e especialmente em
burros e mulas é pouco conhecido, devido a escassez de pesquisas com foco nesta doenca. B.
abortus € o agente mais comumente associada a brucelose em equideos, e cavalos geralmente
sdo infectados quando criados em contato proximo com gado infectado (Dorneles et al., 2013;
Karthik et al., 2016). A tabela 1 resume dados sobre diagnéstico de brucelose equidea ja
publicados no Brasil e pelo mundo. No Brasil é notavel o baixo nimero de trabalhos realizados
nos diferentes estados.

A brucelose equidea é preocupante devido debilidade organica que ocasiona nos
animais, prejuizos econdmicos devido a eutanasia dos animais infectados, além de constituirem
fonte de infec¢do para outras espécies domesticas e, inclusive, para o0 homem (Ribeiro et al.,
2003). Ainda que o mecanismo de transmissao da brucelose equina ndo esteja bem esclarecido,
considera-se que a infeccdo seja resultante da coabitacdo dos equideos com outras espécies
domesticas, em especial bovinos, bubalinos e suinos (Karthik et al., 2016).

Cardenas et al., (2019) relataram que dois tercos dos paises em desenvolvimento sdo
enzodticos para a doenca. As perdas econdmicas causadas, associadas a prevencao de infeccédo
humana, justificam a ado¢do dos programas de controle (Clementino & De Azevedo, 2016).

E uma infecgio cronica que persiste por toda a vida do animal. As brucelas
encontram-se em grande nimero no leite, urina e produtos abortivos de animais infectados. A
localizacédo das bactérias nos 6rgéos reprodutores € responsavel pelas manifestacdes principais:
esterilidade e aborto (Pessegueiro et al., 2003).

Consequentemente, a brucelose tornou-se uma doenca ocupacional para agricultores,
veterinarios, trabalhadores dos centros de abate e técnicos de laboratério (Karthik et al., 2016),
por ser transmitida tanto pela ingestao de produtos de origem animal contaminados, quanto pelo
contato direto ou indireto com animais infectados, fetos abortados ou anexos fetais, além da
prépria manipulacdo de carcacas, visceras no abate sanitario e manipulacdo inadequada da

vacina sem uso de EPI’s por parte dos tratadores (Sola et al., 2014).



Tabela 1 Revisdo diagndstico de Brucelose em equideos.
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Referéncia Espécies Localizacio Tipode Teste N° Frequéncia  Fator de
animal (%) risco
Langenegg Equinoe Rio de Diverso  SAT:, 6 2,6% Nao
er& muar Janeiro SAR: verificado
Szechy, els
(1961)
Oliveiraet  Equino Santa Estabula SAT:, 75 3,17% Nao
al., (1973) Maria, RS dos SAR: verificado
e2-
ME.
Jardimet  Equino Goids Diverso SAR. 694 1,3% Nao
al., (1978) verificado
Mathias et  Equino Araguari, Diverso  SAT:, 100 19% Nao
al., (1998) MG FCse verificado
AATs
SILVAet  Equino Goias Fazenda AATs 52 73,1% Nao
al., (2001) verificado
Silvaetal., Equino Goias Diverso  SAT: 1 100% Nao
(2006) verificado
Santos, Equino, Belém e Tragdo AATs, 195 0% Nao houve
(2007) asinino ¢ Ananindeu - 2-ME. associacao.
muar PA
Aguiaret Equinoe Rondonia  Diverso AATs, 176 2,9% Nao
al., (2008) Muar 2-ME.4 verificado
Carrazzaet Equino Uberlandia- Tracdo  AATs 120 0% Nao
al., (2009) MG e2 verificado
ME.
Araujoet  Equino, Zona da Fazenda, AATs 477 0% Nao
al., (2009) asininoe Mata- MG esportee e2 verificado
muar reprodu¢c  ME4
ao
Almeidaet Equino  Regidodo  Fazenda AATs 15 13,3% Nao
al., (2010) sul de e2 verificado
Minas ME.
Gerais
Tahamtan  Equino Mashhad, Diverso AATs 120 2,5% Nao
et al., Iran e verificado
(2010) SAT:
Arrudaet  Equino Paraiba Esporte  AATs, 857 0,7% Nao
al., (2012) 2 MEs verificado

e FCs
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Santos et
al., (2012)

Furquim et
al., (2012)

Dorneles et
al., (2013)

Antunes et
al., (2013)

Filho,
(2013)

Brandao,
(2013)

Filho et al.,
(2013)

Paula et
al., (2014)

Tahamtan
et al.,
(2015)
Praseres
Chaves et
al., (2015)

Jr
Junqueira
etal.,
(2015)

Santos et
al., (2016)

Ardo &
Abubakar,
(2016)

Equino  Uberlandia-
MG
Equinoe  Araguari -
Muar MG
Equinoe  Mossor,
muar RN
Equino Curitiba e
Sao José
dos Pinhais-
PR
Equino Patos, PB
Equino  Canguareta
ma, RN
Equino, Brejo
asininoe  Paraibano
muar
Equino Ilha de
Maiandeua,
PA
Equino Ira
Equino Baixada
Maranhense
Equino, Minas
asinino e Gerais
muar
Equino, RS, SCe
asinino e PR
muar
Equino Taraba,
Nigéria

Fazenda

Fazenda

Equideos
de vida
livre

Carroceir
0

Diverso

Diverso

Diverso

Tragdo

Diverso

Esporte e
fazenda

Fazenda

Diverso

Fazenda

AATs

AATs
e2
ME4

AATs
ME.

AATe
e2
ME.

AATs

AATs

AATs

AATs

AATs
e
SAT:
AATs
e2
ME,

AATs
(&
SAT:

AATs,
FCse
2 ME.4

AATs
e
SAT:

187

107

227

123

1763

150

257

52

120

415

6439

767

100

0%

11,6%

1,76%

0,8%

0,34%

8%

0%

5,76%

2,6%

0,96%

1,3%

3,07%

6%

Nao
verificado

Nao
verificado

Nao houve
associagao
entre raga €
Sexo
Nao
verificado

Nao
verificado

Nao
verificado

Nao
verificado

Nao
verificado

Nao
verificado

Nao
verificado

Naéo houve
associacao
entre raga e
sexo
Nao
verificado

Nao houve
associacao
entre sexo e
idade.



23

Macedo, Equino Pantanal Sul Diverso AATs 152 26,4% Sexo e
(2016) Mato- idade
grossense
Okechukw  Equino Enugu, Fazenda AATs 402 3% Idade e sexo
u Njoga et Nigéria
al., (2018)
Souza Equino Ilha do Fazenda AATs 57 0% Nao
Rocha et Marajo, PA verificado
al., (2019)
Khaled et Equinoe Nordesteda Fazenda AATs 239 0,8% Nao
al., (2019) Muar Argélia Verificado
Hussainet  Equino Punjab, Diverso AATes, 448 4,24% Idade e
al., (2020) Paquistao ELIS localizagao
Ase
FCs
Oliveira, Equino  Araguaina, Diverso AATs 388 0% Nao
(2021) TO e?2 verificado
ME.
Rodrigues  Equino Para Diverso  AATs 3 0% Nao
etal., € verificado
(2021) PCRs
Lotfietal., Equino Ira Esportee AATs, 180 7,22% Nao houve
(2022) reprodu¢ 2 ME4 associagao
ao e
ELIS
Ay
Resende et Equinoe Soure, (Ilha Fazenda AATs 388 1,03% Nao
al., (2022) muar do Marajo6- e2 verificado
PA) ME.
Oozee et Equino Tabriz, [ra  Diverso AATs, 141 3,54% Nao houve
al., (2023) 2 MEs4 associagao
e entre idade
ELIS € Sexo
Ay
Da Costa  Equino, Paraiba Fazenda AATs 322 6,5% Idade
et al., asinino e e2 superior a
(2024) muar ME4 10 anos foi
significativa

Fonte: Elaborada pela autora (2024). 1 — SAT: Soroaglutinacdo Lenta em Tubos, 2 — SAR:
Soroaglutinacdo Rapida em Placa, 3 — I: Isolamento, 4 - 2-ME: 2-Mercaptoetanol, 5 — FC:
Fixacdo de Complemento, 6 — AAT: Antigeno Acidificado Tamponado, 7 — ELISA: Ensaio

imunoabsorvente ligado a enzima, 8 — PCR: Cadeia de Polimerase.
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3.1.3 Patogenia e mecanismos de transmissao

O mecanismo de transmisséo da B. abortus é representada pela vaca prenhe, que elimina
grandes quantidade de bactérias por ocasido do aborto ou parto, contaminando pastagens, agua,
alimentos e fémites. Estes animais sdo capazes de continuar eliminando o patégeno em
secrecOes uterinas por aproximadamente 30 dias. Habitos de lamber e cheirar animais recém
nascidos ou fetos abortados, principalmente por outras vacas, favorecem a transmissdo da
brucelose (Lage et al., 2008; Pessegueiro et al., 2003). Em equideos sugere-se que a transmissao
ocorra principalmente pela ingestdo de &gua e alimentos contaminados por secrecdes
provenientes do trato reprodutivo, especialmente de bovinos e suinos (Araujo et al., 2009).

A infeccdo natural se inicia principalmente pelas mucosas oral, nasofaringea,
conjuntival ou por solucdo de continuidade da pele, sendo que a porta de entrada principal da
B. abortus em bovinos é a mucosa orofaringeana (Gorvel & Moreno, 2002). Ja nos equideos, 0
patdgeno ingressa nos animais susceptiveis predominantemente por via oral (Radostits et al.,
2007). Apbs a penetracdo na mucosa, as bactérias sdo fagocitadas principalmente por
macrofagos, sendo carreadas até os linfonodos regionais, onde se multiplicam e podem
permanecer por semanas a meses, levando a hiperplasia e linfadenite (Lage et al., 2008).

Em seguida, via linfo-hematdgena, difundem-se para todo o organismo animal,
localizando-se principalmente no sistema mononuclear fagocitario, como baco, figado e
linfonodos, induzindo a formacédo de granulomas difusos e hiperplasia linféide (Paulin, 2003).
Tecidos osteoarticulares, mamarios e 0Orgdos reprodutores sdo locais preferencialmente
habitados pela bactéria, em funcdo da maior disponibilidade de eritritol, um poli alcool
composto por quatro carbonos utilizado como fonte de energia pelas brucelas (Paulin & Ferreira
Neto, 2008)

Nos bovinos, a concentracdo do eritritol altera conforme o periodo gestacional,
atingindo elevados niveis proximo ao parto. A multiplicacdo da brucela no Gtero desencadeia
uma reacao necrético-inflamatéria nos placentomas e consequentemente o descolamento do
cotilédone e da caruncula, gerando prejuizo na circulacdo materno-fetal, impossibilitando a
passagem de nutrientes e oxigénio da mée para o feto (Paulin & Ferreira Neto, 2008; Sola et
al., 2014).

A infeccdo fetal resulta usualmente em liquido sero-sanguinolento em cavidades,
pneumonia, hepatoesplenomegalia e sofrimento fetal, que geralmente culminam com a

expulsdo do feto no terco final da gestacdo. Os equideos sdo animais que possuem auséncia ou
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baixa producdo do eritritol, reduzindo assim o impacto da brucelose como doenca da esfera
reprodutiva nestas espécies, nos equideos, portanto, o microrganismo apresenta predilecdo por
bursas, tenddes, ligamentos, sinovial e articulagdes, acarretando severa inflamagéo nestes locais
(Lage et al., 2008; Ribeiro et al., 2008).

A infecgédo pela B. abortus induz no hospedeiro uma resposta imune tanto humoral
quanto celular, sendo que a magnitude e a duracdo dessa resposta podem ser afetadas por fatores
como viruléncia da amostra, idade, sexo, gestacdo, estado imune e espécie animal (Gorvel &
Moreno, 2002). Assim como no homem, a infeccdo natural nos animais estimula o
aparecimento simultaneo ou ligeiramente diferenciado de imunoglobulinas (1g) das classes IgM
e 1gG. Durante a evolucdo da doenca, ocorre o declinio e a tendéncia de desaparecimento da

IgM, enquanto a IgG se estabelece e persiste por longo periodo (Araujo et al., 2009).

3.1.4 Sinais Clinicos

Nos bovideos domésticos, em suinos e em cées, a brucelose é considerada doenca da
esfera reprodutiva (Oliveira, 2021). As perdas advindas da infecgdo por B. abortus estdo
relacionadas a baixa eficiéncia reprodutiva dos animais, com consequente diminuicdo da
producéo do rebanho. A ocorréncia de abortos acarreta um aumento do intervalo entre partos
que leva a diminuicdo da producdo de leite. Associados aos abortos, a alta frequéncia de
natimortos e bezerros nascidos fracos, que geralmente morrem ou tém seu crescimento
prejudicado (Lage et al., 2008). Estima-se que a diminui¢éo da producédo de carne e leite seja
da ordem de 25% e que o decréscimo da producado de bezerros seja da ordem de 15% (Caitano
et al., 2014).

No aparelho reprodutivo do macho, existe uma fase inflamatoria aguda, as bactérias
podem instalar-se nos testiculos, epididimos e vesiculas seminais, podendo causar necrose
nesses 6rgdos, um dos possiveis sinais € a orquite uni ou bilateral, transitéria ou permanente,
provocando subfertilidade, infertilidade ou esterilidade (Carrazza et al., 2009). Entretanto, na
espécie equina, os prejuizos econdmicos decorrentes da brucelose sdo considerados inferiores
quando comparados as outras espécies de interesse zootécnico, visto que Sdo raros 0S
transtornos reprodutivos nesses animais (Ribeiro et al., 2003).

Em equideos a doenca se manifesta sob a forma de lesdes articulares crénicas e

principalmente por inflamagdes em ligamentos, apresentando, na maioria das vezes, aumento
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de volume na regido da bolsa supra espinhosa, em forma de abscessos, que fistulam e drenam
um material mucopurulento, turvo e floculento, contendo o agente infeccioso (Araujo et al.,
2009). Em equideos a doenca se caracteriza por bursite, abscessos e fistula na cernelha,
com presenca ou ndo de fistulas, popularmente denominadas “Mal da Cernelha”, “Mal da
Cruz”, “Bursite Cervical” ou “Abscesso de Cernelha”. O periodo de incubacdo ¢ varidvel,
perdurando de uma semana até quatro meses (Ribeiro et al., 2008).

Sdo raras as descri¢fes de abortamentos na espécie equina atribuidos a infeccédo pelo
género Brucella. Em virtude disso os equideos usualmente sdo considerados hospedeiros
“acidentais” de B. abortus, de importancia significativa na cadeia epidemiol6gica de

transmissdo entre plantéis de equideos e para outras espécies (Ribeiro et al., 2003).

3.1.5 Controle e Profilaxia

As medidas de controle adotadas para brucelose geralmente sdo voltadas para bovinos
e bubalinos e é baseada na vacinacdo e na eliminacdo de animais portadores da doenca,
consistindo na reducdo constante do numero de focos, além do controle do trénsito de animais
de reproducdo e a certificacao de propriedades livres da enfermidade por meio do diagnostico,
0s animais positivos sdo eutanasiados e medidas de higiene sdo adotadas nas propriedades (Sola
et al., 2014).

No inicio de 2001, o Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) instituiu o PNCEBT
que normatiza as estratégias e agdes para o controle de brucelose e tuberculose no pais, no
intuito de criar propriedades livres e propriedades monitoradas para ambas as doencas. Dentre
as estratégias do programa, a primeira a ser priorizada foi a implantacdo, em todo o pais, do
programa de vacinacdo obrigatoria de bezerras bovinas e bubalinas de trés a oito meses de idade
com vacina B19 (Brasil, 2006).

A vacinacdo constitui-se uma medida preventiva e é empregada com intuito de reduzir
a prevaléncia da doenca (Caitano et al., 2014). As vacinas empregadas no Brasil, recomendadas
pela OMSA, sdo a B19 e a vacina ndo indutora de anticorpos aglutinantes (amostra RB51). As
vacinas B19 séo elaboradas com amostras vivas atenuadas da B. abortus bv.1 estirpe B19, que
apresentam imunidade mais duradoura, sendo portanto mais efetivas quando comparadas a

outras vacinas, provenientes de amostras mortas (Paulin, 2003; Schurig et al., 2002).
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N&o havendo no Brasil medidas especificas de controle e/ou profilaxia para brucelose
no equidea, as acOes voltadas ao controle da brucelose em bovinos e bufalos séo justificadas
pelo fato da brucelose ter maior prevaléncia nessas espécies, depreende-se que as medidas
profilaticas tomadas com os bovinos e bubalinos auxiliam no controle da brucelose em
equideos, especialmente em propriedades nas quais ocorre a coabitacdo entre as espécies
(Ribeiro et al., 2008).

A doenca é altamente contagiosa, portanto, a vigilancia ativa em animais ¢é essencial,
destacando-se a necessidade das barreiras sanitarias e da constante vigilancia epidemioldgica
dos ¢6rgdos oficiais de defesa animal. Apresentam importante impacto econémico no
agronegaocio, pois animais infectados devem ser abatidos (eutanasia) e determina a interdi¢éo
de propriedades com focos comprovados da doenca. Cabe aos profissionais do agronegocio a
correta conscientizacdo dos proprietarios e criadores de equideos para a biosseguranca da
equideocultura nacional, visando atingir o grau de sanidade equivalente a internacional (Said et
al., 2016).

3.1.6 Diagndstico

Segundo o PNCEBT, no Brasil preconiza para o diagnostico de brucelose o teste do
antigeno acidificado tamponado (AAT) como testes de rotina (triagem), e o teste do 2-
mercaptoetanol (2ME - apenas em laboratérios credenciados ou oficiais), fixacdo de
complemento (FC —apenas em laboratorios oficiais) e o teste de Polarizagdo Fluorescente como
testes confirmatorios, sendo que na espécie equina ndo existem testes especificos (Brasil, 2006).

Esses testes sdo realizados por médicos veterinarios habilitados através de curso de
treinamento e capacitacdo reconhecido pelo MAPA e apds, requerer sua habilitacdo na
Superintendéncia Federal de Agricultura, em conjunto com os 6rgdos estaduais de defesa

sanitaria animal, da respectiva unidade da Federacdo onde ira atuar (Lage et al., 2008).
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3.1.6.1 Teste de Soroaglutinacdo com Antigeno Acidificado Tamponado (AAT)

O teste do antigeno acidificado tamponado (AAT) foi desenvolvido a partir da
observagdo de que a IgG1 bovina é menos ativa em pH neutro, mudando o seu comportamento
bioquimico em meio &cido. Assim sendo, o pH 3,65 + 0,05 aumenta o poder de aglutinacdo da
IgG, reduz a reatividade da IgM e destrdi aglutininas inespecificas (Paulin et al., 2002).

A prova do AAT consiste em uma soroaglutinacdo em placa, em que o antigeno, na
concentracdo de 8% de volume celular, é tamponado em pH baixo (3,65) e corado com rosa de
Bengala. Essa acidificacdo do antigeno reduz a atividade da IgM, tornando a prova seletiva para
a identificacdo de 1gG1 (Alton et al., 1988).

Entretanto o teste possui grande sensibilidade em animais vacinados com a vacina
B19, podendo assim ocorrer rea¢des falso-positivas (Abimerhi et al., 1998; Fosgate et al., 2002;
MEGID et al., 2000; Meirelles-Bartoli & Mathias, 2010; Nicoletti & Tanya, 1993). Também
ha relatos de resultados falso negativos (Guarino et al., 2001; Molnar et al., 2002; Sandhu &
Joshi, 1993). Recomenda-se, porém, que 0s positivos nesta prova sejam posteriormente testados
por provas complementares (MEGID et al., 2000).

Visto que a sensibilidade é crucial na triagem inicial, a ocorréncia de algumas
amostras falso-positivas devem ser toleradas, para que possa ser detectado todo o animal
infectado (Bricker, 2002). Assim, provas confirmatorias de maior especificidade devem ser
realizadas, para evitar o sacrificio de animais ndo infectados, porém geralmente elas sdo mais

caras e laboriosas (Nielsen, 2002).

3.1.6.2 Teste do 2-Mercaptoetanol (2-ME)

Segundo Melo et al. (2021), este teste € uma prova quantitativa que detecta a presenca
de 1gG no soro, que é a imunoglobulina indicativa de infeccdo cronica. Deve ser realizada
sempre em paralelo com a soroaglutinacdo lenta em tubo (SAL); a interpretacdo dos resultados
é dada pela diferenca entre os titulos dos soros sem tratamento (SAL), frente ao soro tratado

com 2-ME, sendo este também reconhecido pelo PNCEBT.
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A prova (2-Me) fundamenta-se na acao de certos compostos que contém o radical tiol,
que degrada a configuracdo em pentamero da IgM, quebrando as pontes dissulfeto da IgM,
reduzindo-a a unidades monomeéricas, determinando assim a perda de sua atividade aglutinante,
tornando o teste sujeito apenas as aglutinacdes estabelecidas pela classe 1gG, que nédo sofre
alteracdo na sua atividade, na presenca desse reagente, aumentando a especificidade do teste
(Guarino et al., 2001).

O 2-ME detecta tanto 1gG1 como IgG2 (NIELSEN, 1984). Embora a tendéncia
analitica a favor da detec¢do da IgG1 sobre a IgG2 nédo seja tdo grande quanto nos testes
tamponados, é interessante notar que o tratamento com o 2-ME provoca aumento na
sensibilidade do teste, pela promocdo da reatividade de 1gG1, aumentando a tendéncia em
detecta-la, enquanto que a reatividade da 1gG2 esta reduzida (Nielsen & Ducan, 1990; Paulin
et al., 2002) Provavelmente o fendmeno ocorra devido ao pH acido (5,5) que a droga
proporciona ao meio contendo soro e 1 mL de 2-ME a 0,714% (Alton, 1978).

MEGID et al., (2000) sugerem que a prova do 2-ME gera reacdes falso-positivas em

menor quantidade que as provas de SAL, soroaglutinacédo rapida em ldamina (SAR) e AAT.

3.1.6.3 Teste de Soroaglutinagdo em Tubos (SAT)

E a prova sorol6gica mais antiga e ainda hoje bastante empregada, conhecida também
como prova lenta (SAL), porque a leitura dos resultados é feita em 48 horas, esse teste é
utilizado em associagéo com o teste do 2-Mercaptoetanol para confirmar resultados positivos
em provas de rotina. E uma prova padronizada frente a um soro padro internacional, sendo o

resultado expresso em unidades internacionais (Sola et al., 2014).

3.1.6.4 Fixacdo de Complemento (FC)

E o teste de referéncia recomendado pela OMSA para o transito internacional de

animais, sendo utilizado no diagndstico confirmatério da doenca (Arruda et al., 2012).
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O teste de fixacdo de complemento € utilizado para o diagndéstico da brucelose em
bovinos, e também se mostra eficiente no diagnostico da brucelose humana. Em ruminantes
tem a vantagem de ser, relativamente, insensivel aos anticorpos produzidos em resposta a
vacinagdo com amostra 19 de B. abortus, sendo altamente sensivel e especifico em animais
naturalmente infectados pela brucelose (Paulin et al., 2002). O teste € um pouco complexo,
sendo importante o uso previo de um teste de estudo em massa, assim como é o AAT, que
também ¢é utilizado para reduzir o nimero de amostras a serem testadas pelo fixacdo de
complemento (Alton et al., 1988).

Nielsen & Ducan (1990) citam a IgG1 como Unico anticorpo detectado no FC em
bovinos, o que eleva a especificidade do teste e ndo chega a interferir no seu desempenho, pois
a deteccdo de 1IgG1 compensa a restricdo da 1gG2 , alem da resposta de IgG1 ser predominante

sobre 1gG2 em animais naturalmente infectados (Paulin et al., 2002).

3.1.6.5 Teste Polarizagdo fluorescente

O teste de Polarizacdo Fluorescente (TPF) se baseia na velocidade de rotagdo de uma
molécula dentro de uma solucdo. Quanto maior e mais pesada for uma molécula, menor sua
taxa de rotacdo (Ducrotoy et al., 2016). Para a brucelose, o TPF é baseado na diferenca
rotacional entre o antigeno soltvel (LPS) marcado com fluorocromo e a mesma molécula ligada
ao anticorpo quando um plano de luz polarizada em um comprimento de onda apropriado o
excita (Nielsen, 2002).

Moléculas menores giram aleatoriamente, a uma velocidade maior, resultando em
maior despolarizagdo da luz, ao passo que complexos maiores giram mais lentamente, e a
despolarizacéo da luz ocorre a uma taxa mais reduzida. Essa mudanca da polarizagdo da luz é
detectada por um analisador de polarizagédo fluorescente (Nielsen & Gall, 2001).

O TPF é muito preciso e a sensibilidade/especificidade pode ser manipulada alterando
o valor de corte entre reacGes positivas e negativas para fornecer um teste de triagem altamente
sensivel, bem como um teste de confirmacdo altamente especifico. O FPA pode distinguir
anticorpos induzidos por vacina na maioria dos animais vacinados entre 3 e 8 meses de idade
(Nielsen & Yu, 2010).
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3.1.7 Tratamento

O tratamento para a brucelose animal, segundo o PNCEBT, nédo é recomendado, pois
existe grande risco de insucesso, devido a presenca intracelular da bactéria, que impede 0s
antibidticos de alcancarem concentracGes 6timas para a sua eliminagéo (Solaetal., 2014). Além
da manutencdo do agente etiologico no ambiente, prejudicando o controle e erradicacdo da
doenga (Gradela et al., 2015).

Segundo Thomassian (2005) em equideos o tratamento poderd ser considerado se
realmente houver interesse zootécnico ou econémico, devido ao alto custo. Contudo, estes
ensaios foram conduzidos em situacBes controladas, com pequeno nimero de animais e nao
mostraram efetividade que justificasse a manutencdo dos equinos tratados no plantel, ou mesmo
0s riscos para 0 homem no manejo dos animais tratados, permanecendo a recomendacéo de
eutanasia para equinos com diagndstico microbioldgico e/ou soroldgico de brucelose (Ribeiro
et al., 2008).
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4 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Uso de Animais do Instituto de Biodiversidade
e Floresta da Universidade Federal do Oeste do Parad, CEUA/IBEFF (Autorizagdo n°
12.004/12).

4.1 AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado na regido oeste do estado do Para, leste do Brasil (Figura 1). Essa
regido compreende 24 municipios dos quais 22 foram incluidos na populacao-alvo, totalizando
51.231 equideos distribuidos em 10.031 fazendas de acordo com IBGE (IBGE, 2019). O clima
da regido é do tipo Am, segundo a classificacdo de Koppen, com temperatura média anual de
25,9°C e precipitacdo média anual de 2150 mm, com forte concentracdo entre janeiro e junho

e, mais raramente, de julho a dezembro (Rocha, 2009).

Mesoregion

B Baixo Amazonas
[ Sudoeste Paraense

Figura 1 Regido de estudo identificada através das mesorregifes em destaque no mapa.
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4.2 ESTUDO EM EQUIDEOS DE FAZENDA

Um estudo transversal com amostragem por cluster em um estagio foi desenhado para
estimar a soroprevaléncia de anticorpos contra brucelose em equideos criados em fazendas,
considerando cluster uma fazenda com equideos conforme o trabalho de Moreira et al., (2019).
O numero de clusters (Nc) foi obtido de acordo com a férmula descrita por Thrusfield (1997):
Nc = 1,962 [n*V + P (1 - P)]/n*d?; onde n = nimero médio de equideos por cluster; V¢ =
variancia entre clusters; P = prevaléncia assumida; e d = precisdo absoluta.

Para distribuir as fazendas (clusters) entre os 22 municipios, foi realizada amostragem
proporcional estratificada que considera o nimero total de fazendas em cada municipio de
acordo com a formula: SN = (n *100/N)*NT/100; onde SN = numero amostral de fazendas em
cada municipio; n = nimero de fazendas em cada municipio; N = nimero total de fazendas na
regido; NT = tamanho da amostra (previamente calculado) = 101. Entre 0s 22 municipios,
foram visitados 18 com uma ou mais fazendas. E para a realizacdo do presente estudo foram
utilizadas amostras de 14 municipios do Oeste do Para.

O nimero de amostras em cada propriedade foi definido como o nimero de animais
presentes no momento da visita, de acordo com a disponibilidade dos proprietarios. Uma lista
com o nome do agricultor, localizacdo da fazenda e nimero de cavalos, disponibilizada pela
Agéncia de Defesa Agropecuaria do Estado do Para, foi utilizada para selecionar as fazendas

de cada municipio.

4.3 ESTUDO EM EQUIDEOS DE ESPORTE

Os equideos criados para a pratica de esportes circulam entre 0s municipios para
participarem de eventos. Considerando que ndo havia informag6es sobre o nimero de cavalos
utilizados para esse fim, foi realizada uma amostragem por conveniéncia. Visitou-se varios
eventos esportivos e realizou-se coleta de amostras dos cavalos apés o consentimento dos

proprietarios.



34

4.4 ESTUDO EM EQUIDEOS DE CARROCA (CAVALOS DE CARROCA)

Os equideos utilizados como forca de tracdo na area urbana para transporte de
mercadorias (principalmente residuos ferrosos e entulhos) estdo presentes no Brasil, conhecidos
como cavalos de carroca. Considerando que ndo havia informacdes sobre 0 nimero de cavalos
utilizados para esse fim, foi realizada uma amostragem por conveniéncia. Durante a
amostragem de cavalos de fazenda, em cada municipio visitado buscou-se cavalos carroceiros
por meio de contato com associagdes locais e 6rgdos governamentais. Se os cavalos carroceiros
estivessem presentes, eles eram incluidos no estudo. O nimero de equideos incluidos foi o
numero total de cavalos na area urbana que o proprietario permitia a amostragem e/ou toda a

lista de proprietarios de cavalos de carroca, quando havia associagao.

45 COLETA DE AMOSTRAS

As amostras utilizadas nesse trabalho sdo provenientes das analises dos seguintes
estudos: Minervino et al. (2019) e Moreira et al. (2019). Essas amostras foram obtidas por
puncdo venosa jugular utilizando sistema de vacuo estéril com tubos sem anticoagulante. O
sangue foi centrifugado a 2000 x g por 10 min, e o soro foi aliquotado e armazenado a -35 °C

para as analises.

4.6 ANALISES SOROLOGICAS

Os soros foram analisados quanto a presenca de anticorpos contra Brucelose equina. No
diagnostico de Brucella abortus foi utilizado o teste AAT como método de triagem e (2-ME)
para a confirmacdo. Controles positivos e negativos foram utilizados durante a realizacdo dos

experimentos.



35

4.6.1 Teste do antigeno acidificado tamponado (AAT)

Esse método, também conhecido como teste rosa de Bengala e ou “card test”, foi
realizado conforme a técnica recomendada no Manual Técnico do Programa Nacional de
Controle e Erradicacédo da Brucelose e Tuberculose (Brasil, 2006).

O metodo consiste em colocar 0,03 mL do soro em contato com 0,03 mL do antigeno,
em uma placa de vidro quadriculada, homogeneizar e manter a placa em movimentos rotatorios
lentos e constantes até 0 momento da leitura, que é feita apds quatro minutos de reacdo,
observando, com ou auxilio de uma caixa com luz (ou aglutinoscépio), se ha ocorréncia dos
grumos de aglutinacéo (resultado positivo) ou ndo (resultado negativo). O antigeno empregado
nessa técnica é preparado com Brucella abortus amostra 1119/3, corado com rosa de Bengala,

na concentracdo de 8,0% de volume celular, pH 3,63.

4.6.2 Teste do 2-mercaptoetanol (2-ME)

Esta técnica foi realizada conforme a metodologia recomendada pelo Manual Técnico
do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (Brasil, 2006).
Foi utilizado antigeno de célula total (antigeno para soroaglutinacdo lenta), preparado com
Brucella abortus amostra 1119/3 diluida a 4,5% em soluc¢do salina a 0,85% contendo 0,5% de
fenol.

Como diluente foi empregado solucédo salina 0,85% contendo 0,5% de fenol para
diluicdo do antigeno no teste prova lenta (SAL) em tubos 100 (cem) vezes. Para as analises de
2-ME foi empregada diluicdo do antigeno em solucédo salina 0,85% sem adicéo de fenol em
tubos 50 (cinquenta) vezes. Sendo a solugdo 2-ME preparada a 0,1 M.

Para cada amostra de soro a testar foi colocado em uma estante, duas fileiras de quatro
tubos. A primeira fileira correspondente as quatro diluigdes do soro SAL e marcada com a letra
T. A outra fileira correspondente ao teste do 2-ME marcada com a letra M;

Os soros foram testados em dilui¢Bes duplas (SAL e 2-ME) a partir da dilui¢ao 1/25 até
1/200, trabalhando-se com volume final de 2 mL da mistura diluente-soro-antigeno. No

primeiro tubo da primeira fileira depositou-se 0,08 mL de soro, no segundo tubo 0,04 mL, no
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terceiro 0,02 mL e no quarto 0,01 mL. Repetindo-se o procedimento descrito para depositar as
mesmas quantidades de soro na segunda fileira de tubos (série do 2-ME).

Apds, agregou-se a cada um dos quatro tubos das fileiras T, 2 mL do antigeno diluido
1:100 em solucdo salina fenicada. E 1 mL de solucéo de 2-ME 0,1M (diluido em solucdo salina
sem fenol) a cada um dos tubos das fileiras M. Misturou-se bem as estantes e as amostras
ficaram em repouso por 30 minutos. Apo6s colocou-se em cada tubo da fileira M, 1 mL do
antigeno diluido 1:50 em solucdo salina (sem fenol) sendo as amostras incubadas. A leitura foi
realizada apds incubacdo por 48 horas a 37°C, observando-se a formacdo de grumos de
aglutinacdo nas amostras positivas. Sendo a leitura realizada através de um fundo preto com

auxilio de uma luz indireta e seguindo a intepretacdo da (Tabela 2) de acordo com o PNCEBT.

Tabela 2 Interpretacdo do teste do 2-ME para fémeas ndo vacinadas e machos, com idade
superior a oito meses

Teste soroaglutinagdo lenta Teste do 2-ME Interpretagao
(UL/ml) (Ul/ml)
<25 <25 Negativo
>50 <25 Inconclusivo
>25 >25 Positivo

Fonte: PNCEBT Ul — Unidade Internacional

4.7 LEVANTAMENTO EPIDEMIOLOGICO

Durante a coleta das amostras, utilizou-se um questionario epidemiologico para obter
informacdes sobre caracteristicas dos animais (espécie, sexo, raca e idade), manejo e condicGes
locais (presenca de bovinos, ectoparasitas, tipo de animal e municipio de origem) que possam
atuar como fatores de risco para a soroprevaléncia das enfermidades. Considerou-se o habitat
de cada equideo, ou seja, a casa do proprietario ou o local de pastagem e descanso, para

identificar a presenca ou auséncia de outras espécies de animais.
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48 CARACTERISTICAS GERAIS DOS EQUIDEOS

Para os trés tipos de equideos (Fazenda, esporte e carroceiro), 1.059 animais, incluindo
1.039 equinos (Equus caballus), 13 burros e 7 mulas tiveram suas amostras analisadas pelo
teste de triagem AAT, em seguida as amostras positivas foram analisadas através do teste
confirmatorio para brucelose 2 - ME. As amostras desse estudo incluem 75 fazendas rurais de
14 municipios do Oeste do Para.

Os equideos utilizados para o esporte e 0s cavalos carroceiros ndo foram encontrados
em todos 0s municipios. Foram coletadas amostras de cavalos de esporte em eventos ocorridos
nos municipios de Santarém (12), Itaituba (65), Altamira (20), Ruropolis (43), Uruara (73) e no
centro de treinamento esportivo do municipio de Brasil Novo (13). E amostras de cavalos
carroceiros nos seguintes municipios: Brasil Novo (6), Itaituba (12), Obidos (2), Santarém (31)
e Terra Santa (5).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Para realizacao da andlise estatistica, todos os dados foram tabulados para determinar a
frequéncia de equideos soropositivos e soronegativos para anticorpos contra Brucella sp. A
prevaléncia de equideos positivos foi calculada como o nimero de animais positivos dividido
pelo nimero total de equideos examinados x 100. Foi calculada a prevaléncia de animais
positivos considerando todos 0s animais positivos no teste de triagem e considerando apenas 0s
animais positivos tambem no teste confirmatério com 2-ME.

Para a prevaléncia do rebanho, uma fazenda foi considerada positiva se pelo menos um
equideo na fazenda estivesse positivo. A andlise univariada foi realizada pelo teste Qui-
quadrado para investigar a associacdo da prevaléncia de anticorpos contra Brucella abortus e
possiveis fatores de risco obtidos por meio de questionario epidemiolégico.

Posteriormente, foi construido um modelo multivariado incluindo todos os fatores de
risco hipotéticos que apresentaram valor P < 0,200 na analise univariada. Uma regressdo
logistica binaria logit com um método hierdrquico de eliminacdo passo a passo regressiva foi

usado com a categoria de risco mais baixa considerada como a linha de base. As variaveis foram
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retidas se o valor P da regressao logistica fosse < 0,05, caso contrario, foram removidas do
modelo final.

A validade e a confiabilidade do modelo foram avaliadas pelo teste de ajuste de Hosmer-
Lemeshow. Os dados foram analisados por meio do software Minitab 17 (Minitab Inc., State
College, EUA). As razdes de chances com intervalos de confianca de 95% (IC 95%) foram
calculadas usando o software Prism (GraphPad Software Inc. 6, La Jolla, CA, EUA). Neste

estudo foi utilizado um nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 DETECCAO DE ANTICORPOS CONTRA BRUCELOSE EQUIDEA - TESTE AAT

Dos 1059 animais amostrados no teste de triagem AAT, 44 foram reagentes tendo uma
prevaléncia a nivel animal de 4,15% (IC 95%: 3-5,5) nessa analise. Trinta e seis dos 777 cavalos
de fazenda (4,63% - 1C 95%: 3,2-6,3), quatro dos 226 de esporte (1,77% - IC 95%: 0,4-4,4) e
quatro dos 56 animais carroceiros (7,14% - 1C 95%: 1,9 — 17,3) foram soropositivos. Dos 14
municipios amostrados neste estudo apenas em cinco (Almeirim, Placas, Porto de Mdz, Terra
Santa e Trairdo) ndo foram identificados cavalos soropositivos ao teste AAT.

A distribuicdo da frequéncia de anticorpos contra Brucella sp. em diferentes municipios
sdo encontrados na tabela 3 onde observa-se que apenas 0s municipios Almeirim, Placas, Porto

de Mdz, Terra Santa e Trairdo apresentaram prevaléncia nula no teste de triagem.

Tabela 3 Frequéncia de anticorpos contra Brucelose em equideos através do teste AAT em
diferentes municipios do oeste do Para.

Municipio Positivos/testados Prevaléncia (95% IC)
Mesoregiao Baixo Amazonas 11/278 3,96% (1,9-6,9)
Alenquer 2/20 10% (1,2-31,6)
Almeirim 0/6 -
Obidos 5/68 7,35% (2,4-16,3)
Oriximina 1/3 33,33% (0,8-90,5)
Placas 0/58 -
Porto de Moz 0/9 -
Santarém 3/95 3,16% (0,6-8,9)
Terra Santa 0/19 -
Mesoregiao Sudoeste Paraense 33/781 4,23% (2,9-5,9)
Altamira 5/141 3,55% (1,1-8,0)
Brasil Novo 1/159 0,63% (0,01-3,4)
Itaituba 15/182 8,24% (4,6-13,2)
Rurépolis 5/95 5,26% (1,7-11,8)
Trairao 0/5 -
Uruara 7/199 3,52% (1,4-7,1)

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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A representacdo da prevaléncia do teste por municipio pode ser observada na figura 2
que caracteriza 0s municipios que obtiveram prevaléncia nula ja mencionados anteriormente,
0,1 a 5% (Santarém, Uruar4, Brasil Novo e Altamira) e > 5% (Oriximina, Obidos, Alenquer,

Ruropolis e Itaituba).

Animal prevalence
AAT

B 0.0%
B 0.1-5%
B >5%

Figura 2 Teste AAT: Prevaléncia de anticorpos contra Brucelose equina por municipio.
Municipios 0,0%: Almeirim (1), Porto de M6z (6), Terra Santa (8), Placas (5) e Trairdo (13).
Municipios 0,1-5%: Santarém (7), Uruara (14), Brasil Novo (10) e Altamira (9). Municipios >
5%: Oriximina (3), Obidos (4), Alenquer (2), Rurépolis (12) e Itaituba (11). Cidades em cinza

néo foram incluidas no estudo.

A tabela 4 mostra a anélise de fatores de risco para Brucelose através do teste AAT em
todos os equideos amostrados. Observa-se que ndo houve diferencas entre a prevaléncia de
anticorpos contra Brucelose no teste AAT entre os diferentes tipos de equideos (p = 0,085),
mesoregido (p = 0,847), microregido (p = 4), sexo (p = 0,858), espécie (p = 0,200), faixa etaria
(p = 0,526), animais de varzea (p = 0,607) e com problemas reprodutivos (p = 0,374). Ja o fator
de risco raga (p = 0,032) foi associada a prevaléncia de anticorpos contra Brucelose sendo 39
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animais positivos dos 749 equideos SRD amostrados 4,95% (IC 95%: 3,5-6,7) e 5 animais
positivos dos 266 equideos puros amostrados 1,85% (1C 95%: 0,6-4,2).

Tabela 4 Fatores de risco para prevaléncia de anticorpos contra Brucelose em equideos através
do teste AAT no oeste do Para, Brasil.

Fator de risco Positivos/total Prevaléncia (95% IC) P-value OR (95% IC)

Tipo de animal 0,085 P
Carroceiro 4//56 7,14% (1,9 - 17,3)
Esporte 4/226 1,77% (0,4-4,4)
Fazenda 36/777 4,63% (3,2-6,3)
Mesoregiio 0,847 P
Baixo Amazonas 11/278 3,96% (1,9-6,9)
Sudoeste Paraense 33/781 4,23% (2,9-5,9)
Microregido 4 .
Almeirim 0/15 -
Altamira 13/499 2,61% (1,3-4,4)
Itaituba 20/282 7,09% (4,3-10,7)
Obidos 6/90 6,67% (2,4-13,9)
Santarém 5/173 2,89% (0,9-6,6)
Sexo 0,858 B
Fémea 18/447 4,03% (2,4-6,2)
Macho 26/612 4,15% (2,7-6,1)
Espécie 0,200 p
Equino 42/1039 4,04% (2,9-5,4)
Muar 2/20 10% (1,2-31,6)
Raca 0,032  2,77(1,1-17,1)
Puro 5/271 1,85% (0,6-4,2)
SRD 39/788 4,95% (3,5-6,7)
Faixa etaria 0,526 B
<02 2/39 5,13% (0,6-17,3)
>7 29/622 4,66% (3,1-6,6)
02 a 06 13/398 3,27% (1,7-5,5)
Virzea 0,607 P
Nao 38/940 4,04% (2,9-5,5)
Sim 6/119 5,04% (1,9-10,6)
Problemas 0,374 B
reprodutivos
Nao 43/1048 4,10% (2,9-5,4)
Sim 1/11 9,09% (0,2-41,20

Fonte: Elaborada pela autora (2024). B OR nao disponivel pois a variavel ndo foi mantida no

modelo final da anéalise multivariada.
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Com relagdo a prevaléncia de brucelose por fazenda/rebanho através do teste AAT
(tabela 5) pode-se observar que das 75 fazendas amostradas em 20 haviam pelo menos um
animal soropositivo 26,6%. A Herd-level prevalence pode ser observada na figura 3 que
caracteriza a frequéncia de anticorpos contra brucelose nula nos rebanhos dos seguintes
municipios: Almeirim, Placas, Porto de Méz, Trairdo e Terra Santa; Rebanhos 0,1 — 40,0%:
Alenquer, Brasil Novo e Santarém. Rebanhos 40,1 — 80,0%: Altamira, Obidos, Rurépolis e

Uruara. Rebanhos > 100,0%: Itaituba e Oriximina.

Tabela 5 Prevaléncia da Brucelose equidea teste AAT por fazenda/rebanho.

Municipio Positivos/total Prevaléncia
Altamira 5/121 5/11 (45,45%)
Al-1 2/16 12,5%
Al-2 1/47 2,1%
Al-3 0/24 -
Al-4 0/1 -
Al-5 1/1 100%
Al-6 1/6 16,7
Al-7 0/5 -
ALTA 0/6 -
ALTB 0/3 -
ALTC 0/4 -
ALTD 0/8 -
Almeirim 0/6 -
ALMA 0/3 -
ALMB 0/3 -
Alenquer 2/20 2/5 (40%)
ALQI 0/4 -
ALQ2 0/4 -
ALQ3 0/3 -
ALQ4 0/3 -
ALQ5 2/6 33,3%
Brasil Novo 1/140 1/12 (8,33%)
BN-A 02 -
BN-B 0/21 -
BN-C 0/11 -
BN-D 0/12 -
BN-E 0/13 -
BN-F 1/11 9,1%
BN-G 0/10 -
BN-H 0/9 -
BN-I 0/4 -
BN-J 0/10 -

BN-L 0/12 -
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BN-M 0/25 -

Obidos 5/66 5/8 (62,5%)
OB-A 0/5 -
OB-B 0/2
OB-C 1/11 9,1%
OB-D 0/2 -
OB-E 1/4 25%
OB-F 1/5 20%
OB-H 0/2 -
OB-1 2/35 5,7%

Placas 0/58 -
PL-1 0/14 -
PL-2 0/4 -
PL-3 0/20 -
PL-4 0/20 -

Rurdpolis 3/52 3/ 4 (75%)
RR-1 3/19 15,8%
RR-2 0/13 -
RR-3 0/9 -
RR-4 0/11 -

Trairao 0/5 -
TRA 0/1 -
TRB 0/2 -
TRC 0/2
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TR-5 0/1 -
Uruara 5/126 5/7 (71,4%)
UR-A 0/11 -
UR-B 0/5 -
UR-C 1/20 5%
UR-D 1/6 16,7%
UR-F 2/37 5,4%
UR-G 1/37 2,7%
UR-H 0/10 -
Geral 36/777 20/75 (26,6%)

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Herd-level
prevalence (%)

0.0
| 0.1-40.0
[7] 40.1-80.0
B 21000

Figura 3 Teste AAT: Prevaléncia de anticorpos contra Brucelose equina por rebanho.
Municipios 0,0%: Almeirim (1), Placas (5), Porto de Moz (6), Trairdo (13) e Terra Santa (8).
Municipios 0,1 — 40,0%: Alenquer (2), Brasil Novo (10) e Santarém (7). Municipios 40,1 —
80,0%: Altamira (9), Obidos (4), Rurdpolis (12) e Uruaréa (14). Municipios > 100,0%: Itaituba
(11) e Oriximind (3).
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5.2 DETECCAO DE ANTICORPOS CONTRA BRUCELOSE EQUIDEA - TESTE 2 ME

Das 44 amostras positivas no teste de triagem AAT apenas 11 amostras foram positivas
no teste confirmatorio para brucelose (2-ME) sendo 18 negativas e 15 inconclusivas. Tendo
essa pesquisa uma prevaléncia a nivel animal de 1,03% (IC 95%: 0,5-1,8) para Brucelose
equidea no Oeste do Para. Dos animais positivos 2 desempenham atividades esportivas e 9 sao
animais criados em fazendas exercendo atividades ligadas a bovinocultura. Nao havendo
nenhum animal carroceiro positivo. Dentre 0os 11 animais positivos, 6 sdo provenientes do
municipio de Uruara, 2 de Altamira, 1 de Itaituba, 1 de Brasil Novo e 1 de Rurdpolis. Ambas
as cidades localizadas na Mesoregido Sudoeste Paraense. A distribuicdo da frequéncia de
anticorpos contra Brucella sp. no teste confirmatdrio em diferentes municipios sdo encontrados
na tabela 6.

Tabela 6 Frequéncia de anticorpos contra Brucelose em equideos através do teste confirmatorio 2
ME em diferentes municipios do oeste do Para.

Municipio Positivos/total Prevaléncia (95% IC)
Mesoregiio Baixo Amazonas 0/278 -
Alenquer 0/20 -
Almeirim 0/6 -
Obidos 0/68 -
Oriximina 0/3 -
Placas 0/58 -
Porto de M6z 0/9 -
Santarém 0/95 -
Terra Santa 0/19 -
Mesoregiao Sudoeste Paraense 11/770 1,41% (0,7-2,5)
Altamira 2/141 1,42% (0,1-5)
Brasil Novo 1/159 0,63% (0,01-3,4)
[taituba 1/182 0,55% (0,01-3)
Rurodpolis 1/95 1,05% (0,02-5,7)
Trairdo 0/5 -
Uruara 6/199 3,02% (1,1-6,5)

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Nesse estudo 15 animais tiveram andlises inconclusivas no teste de 2-ME (tabela 7),

ressalta-se que nédo foi possivel realizar outro teste confirmatorio, pois ndo havia quantidade de
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soro suficiente nas amostras. Enfatiza-se também a impossibilidade de nova coleta, uma vez
gue 0s animais ndo se encontram mais nas propriedades e ou eram animais carroceiros nao
possuindo destino exato. Destaca-se que o teste AAT é recomendado como método de rotina
(triagem), enquanto o 2-ME e FC como provas confirmatérias, embora somente a FC seja
preconizada para o comércio e transito internacional de animais (Brasil, 2006).

Tabela 7 Resultados obtidos nas provas da SAL e 2-mercaptoetanol para 0s animais reagentes no
teste de triagem de AAT.

Espécie Sexo Raca Cidade SAL 2-ME Diagnéstico
Equino M PURO Uruara 100 100 POSITIVO
Equino M PURO Uruara 200 200 POSITIVO
Equino M SRD Uruara 100 100 POSITIVO
Equino F SRD Uruara 100 100 POSITIVO
Equino M SRD Uruara 100 100 POSITIVO
Equino F SRD Uruara 200 200 POSITIVO
Equino F SRD Uruara 2001 NR INCONCLUSIVO
Equino F SRD [taituba 2001 NR INCONCLUSIVO
Equino F SRD [taituba 25 25 POSITIVO
Equino M SRD [taituba 100 I NR INCONCLUSIVO
Equino F SRD Itaituba 251 NR NEGATIVO
Equino F SRD [taituba NR NR NEGATIVO
Equino F SRD Itaituba 25 NR NEGATIVO
Equino M SRD [taituba 200 I NR INCONCLUSIVO
Equino M SRD [taituba 501 NR INCONCLUSIVO
Equino F SRD [taituba 501 NR INCONCLUSIVO
Equino F SRD [taituba NR NR NEGATIVO
Equino M SRD Itaituba NR NR NEGATIVO
Equino M SRD [taituba NR NR NEGATIVO
Equino F SRD [taituba NR NR NEGATIVO
Equino F SRD Altamira NR NR NEGATIVO
Equino M SRD Altamira 50 50 POSITIVO
Equino F SRD Altamira 501 NR INCONCLUSIVO
Equino M SRD Altamira 251 NR NEGATIVO
Equino M SRD Altamira 200 200 POSITIVO
Equino F SRD B. Novo 200 200 POSITIVO
Equino M PURO Rurdpolis 100 I NR INCONCLUSIVO
Equino M PURO Ruropolis 2001 NR INCONCLUSIVO
Equino M SRD Rurdpolis 200 50 POSITIVO
Equino M SRD Rurodpolis 100 I NR INCONCLUSIVO
Equino F SRD Ruroépolis 200 I NR INCONCLUSIVO
Equino M SRD Santarém 1001 NR INCONCLUSIVO
Equino M SRD Santarém 200 I NR INCONCLUSIVO
Muar M SRD [taituba 100 I NR INCONCLUSIVO
Equino M SRD [taituba 501 NR INCONCLUSIVO
Equino M PURO Oriximina 251 NR NEGATIVO
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Equino M SRD Obidos 25 NR NEGATIVO
Equino F SRD Obidos 251 NR NEGATIVO
Equino M SRD Obidos 251 NR NEGATIVO

Muar M SRD Obidos 251 NR NEGATIVO
Equino F SRD Obidos NR NR NEGATIVO
Equino M SRD Santarém NR NR NEGATIVO
Equino F SRD Alenquer 251 NR NEGATIVO
Equino M SRD Alenquer NR NR NEGATIVO

Fonte: Elaborada pela autora (2024). (I): Inconclusivo, (NR): N&o Reagente.

A tabela 8 mostra a analise de fatores de risco para Brucelose em equideos através do
teste confirmatorio 2 - ME. Houve diferenca significativa na Mesoregido (P = 0,047), onde
todos os animais positivos sdo oriundos do Sudoeste Paraense. Observa-se que ndo houve
diferencas significativas entre a raca (p = 0,571) considerando o limitado nimero de animais
positivos: SRD 9/788 - 1,14% (IC 95%: 0,5-2,1) e puro 2/271 - 0,74% (IC 95%: 0,08-2,6).
Dentre os animais positivos 7 sdo machos e 4 fémeas, 9 com aptiddo para o trabalho e 2 com
atividades reprodutivas sendo ambos da espécie Equus caballus com idade superior a 7 anos de
idade e sem nenhum tipo de problemas reprodutivos.

A distribuicdo dos municipios positivos e negativos para anticorpos contra Brucella sp.
estdo representadas na figura 4 sendo negativos 0s seguintes municipios: Almeirim, Porto de
M6z, Alenquer, Obidos, Oriximina, Terra Santa, Santarém, Placas e Trairdo. E positivos os
municipios: Brasil Novo, Uruara, Altamira, Rurépolis e Itaituba para Brucelose em equideos
do Oeste do Para.

Com relacdo a prevaléncia de brucelose por fazenda/rebanho através do teste 2-ME
(tabela 9) pode-se observar que das 75 fazendas amostradas em 8 havia pelo menos um animal
soropositivo 10,66%. A Herd-level prevalence pode ser observada na figura 5 que caracteriza
0s municipios que obtiveram rebanhos negativos: Almeirim, Porto de M6z, Alenquer, Obidos,
Oriximind, Terra Santa, Santarém, Placas e Trairdo e municipios com rebanhos positivos: Brasil

Novo, Uruara, Altamira, Rurdpolis e Itaituba
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Tabela 8 Fatores de risco para prevaléncia de anticorpos contra Brucelose em equideos através

do teste confirmatorio 2 ME no oeste do Para, Brasil.

Fator de risco Positivos/total Prevaléncia (95% P-value
1C)
Tipo de animal 2
Carroceiro 0/56 -
Esporte 2/226 0,88% (0,1-3,1)
Fazenda 9/777 1,16% (0,5-2,9)
Mesoregiso 0,047
Baixo Amazonas 0/278 -
Sudoeste Paraense 11/781 1,41% (0,7-2,5)
Microregiao
Almeirim 0/15 - 4
Altamira 9/499 1,80% (0,8-3,3)
Itaituba 2/282 0,71% (0,08-2,5)
Obidos 0/90 -
Santarém 0/173 -
Sexo 0,693
Fémea 4/447 0,89% (0,2-2,2)
Macho 7/612 1,14% (0,4-2,3)
Espécie 1
Equino 11/1039 1,06% (0,5-1,9)
Muar 0/20 -
Raca 0,571
Puro 2/271 0,74% (0,08-2,6)
SRD 9/788 1,14% (0,5-2,1)
Faixa etaria 2
<02 0/39 -
>7 10/622 1,61% (0,7-2,9)
02 a 06 1/398 0,25% (0,006-1,3)
Uso 2
Esporte 0/19 -
Reprodugao 2/299 0,67% (0,08-2,4)
Trabalho 9/741 1,21% (0,5-2,3)
Problemas 1
reprodutivos
Nao 11/1048 1,05% (0,5-1,8)
Sim 0/11 -

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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B Positive
| Negative

Figura 4 Mapa dos municipios positivos e negativos no teste 2 ME. Municipios negativos:
Almeirim (1), Porto de M6z (6), Alenquer (2), Obidos (4), Oriximina (3), Terra Santa (8),
Santarém (7), Placas (5) e Trairdo (13). Municipios positivos: Brasil Novo (10), Uruara (14),
Altamira (9), Rur6polis (12) e Itaituba (11).



Tabela 9 Prevaléncia da Brucelose equidea teste 2-ME por fazenda/rebanho.

Municipio Positivos/total Prevaléncia

Almeirim 0/6 -
ALMA 0/3 -
ALMB 0/3 -

Brasil Novo 1/140 1/12 (8,33%)
BN-A 0/2 -
BN-B 0/21 -
BN-C 0/11 -
BN-D 0/12 -
BN-E 0/13 -
BN-F 1/11 9,1%
BN-G 0/10 -
BN-H 0/9 -
BN-I 0/4 -
BN-J 0/10 -
BN-L 0/12 -
BN-M 0/25 -

Obidos 0/66 -
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OB-A
OB-B
OB-C
OB-D
OB-E
OB-F
OB-H
OB-I
Oriximina
OXA
Placas
PL-1
PL-2
PL-3
PL-4
Porto de Moz
PMA
Rurdépolis
RR-1
RR-2
RR-3
RR-4
Santarém
SA-A
SA-B
SA-C
SA-D
Trairao
TRA
TRB
TRC
Terra Santa
TR-1
TR-2
TR-3
TR-4
TR-5
Uruara
UR-A
UR-B
UR-C
UR-D
UR-F
UR-G
UR-H
Geral

0/5
0/2
0/11
0/2
0/4
0/5
02
0/35
0/3
0/3
0/58
0/14
0/4
0/20
0/20
0/9
0/9
1/52
1/19
0/13
0/9
0/11
0/52
0/42
0/6
0/1
0/3
0/5
0/1
0/2
0/2
0/14
0/8
0/3
0/1
0/1
0/1
4/126
0/11
0/5
1/20
1/6
2/37
0/37
0/10
9/777

1/ 4 (25%)
5,3%

4/7 (57,14%)
5%
16,7%
5,4%

8/75 (10,66%)

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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Herd-level
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[] 0.1-200
B 2250

Figura 5 Teste 2-ME: Prevaléncia de anticorpos contra Brucelose equina por rebanho.
Municipios 0,0%: Almeirim (1), Alenquer (2), Obidos (4), Oriximina (3), Placas (5), Santarém
(7), Trairdo (13) e Terra Santa (8). Municipios 0,1 — 20,0%: Altamira (9), Brasil Novo (10) e
Itaituba (11). Municipios > 25,0%: Rurodpolis (12) e Uruara (14).
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6 DISCUSSAO

Um dos principais objetivos do presente estudo foi comparar a prevaléncia de anticorpos
contra Brucelose equidea entre os diferentes tipos de equideos (esporte, fazenda e carroca). No
entanto, dado o tamanho e a diversidade cultural da regido estudada, nao foi possivel localizar
todos os tipos de equideos em todos 0s municipios visitados. Destaca-se que os cavalos de
esporte foram encontrados em apenas seis municipios, enquanto os cavalos de carroca
encontrados em apenas cinco municipios.

Nesse estudo a soroprevaléncia de Brucelose em equideos no teste de triagem AAT foi
4,05% (IC 95%: 3-5,5). Considerando apenas os resultados confirmados pelo 2-ME a
prevaléncia de brucelose a nivel animal em equideos na regido Oeste do Para foi de 1,03% (IC
95%: 0,5-1,8). O que se assemelha a prevaléncia global da doenga 1,92% (Jokar et al., 2023).
Resultados encontrados na pesquisa de Resende et al., (2022) que investigaram a ocorréncia de
brucelose em equideos em uma propriedade localizada no municipio de Soure, llha Marajd,
também no estado do Para obtiveram a mesma prevaléncia encontrada em nosso estudo atraves
do teste 2-ME (1,03%). Em conformidade Dorneles et al., (2013) determinaram a ocorréncia
da infeccdo por Brucella abortus em equideos de vida livre no municipio de Mossor6, Rio
Grande do Norte tendo prevaléncia de 1,76% sendo também todos os animais da espécie Equus
caballus. Da mesma forma Jr Junqueira et al., (2015) realizaram pesquisa com equideos do
estado de Minas Gerais e tiveram prevaléncia total de 1,37% para Brucelose.

Arruda et al., (2012) verificaram a existéncia de anticorpos anti-Brucella abortus em
equinos do Estado da Paraiba, a partir da analise de amostras de um banco de soros de
laboratorio privado credenciado, a prevaléncia encontrada foi de 0,7% para a doenca. Do
mesmo modo Praseres Chaves et al., (2015) visaram subsidiar medidas de controle e prevencao
das doengas infecciosas no cavalo “baixadeiro”, criado na baixada ocidental maranhense tendo
prevaléncia de 0,96%. Por outro lado Antunes et al., (2013) avaliaram a infec¢do em cavalos
de carroca de Curitiba e Sao José dos Pinhais-PR, de 123 amostras 0,8% foram confirmadas
com brucelose.

No Brasil destacam-se também o0s seguintes estudos onde a prevaléncia da doenca foram
nulas, como o de Souza Rocha et al., (2019) que realizaram pesquisa de anticorpos contra
Brucelose em equinos da raga Marajoara e Puruca utilizando 57 amostras de soro de equinos
de ambos os sexos, diferentes idades e sem sintomatologia clinica de doenca causada pelo

agente pesquisado, as amostras foram submetidas ao teste AAT mas nenhum animal foi
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reagente na pesquisa de aglutininas contra brucelose. Ja na pesquisa de Araujo et al., (2009) em
equideos da Zona da Mata do Estado de Minas Gerais teve como objetivo estimar a frequéncia
de anticorpos contra B. abortus em 477 amostras de soros provenientes de animais saudaveis,
na prova de AAT, 8,18% dos soros apresentaram reacédo positiva, enquanto que nenhum desses
reagiu na prova do 2-ME. Santos et al., (2012) também relataram auséncia de Brucelose em
equinos que prestavam servico de tracdo em areas rurais do Municipio de Uberlandia em Minas
Gerais dos 187 animais amostrados 100% das analises foram negativas ao teste de triagem e
concluindo-se que a brucelose € de baixa importancia epidemioldgica para equinos na area
estudada.

Outras pesquisas obtiveram elevadas taxas de prevaléncia de brucelose equidea: SILVA
et al., (2001) obtiveram 73,1% animais positivos no teste 2-ME em estudos com equinos
apresentando bursite cervical ou nucal. Por outro lado Furquim et al., (2012) verificaram a
existéncia de brucelose nos equideos abatidos em frigorifico localizado no municipio de
Araguari, no estado de Minas Gerais tendo prevaléncia de 11,6% para a doenca. Da Costa et
al., (2024) descreveram a prevaléncia e os fatores associados a infeccdo por Brucella sp. em
equideos de trabalho na regido semiarida do Nordeste do Brasil, sendo a prevaléncia de
brucelose de 6,5%. J& Almeida et al., (2010) determinaram a prevaléncia da brucelose em
equinos na regido do sul de Minas Gerais testando 15 animais e tendo prevaléncia de 13,33%.
Ressalta-se que em ambos os estudos os animais eram provenientes de localidades com a
presenca de bovinos positivos para a doenga e ou apresentavam sintomatologia clinica para a
brucelose, o que difere do estudo atual.

Deste modo a convivéncia com bovinos contaminados esta associada a transmissao da
doenca, principalmente em criatorios com falhas de manejo sanitario. Para Ribeiro et al.,
(2003a) ainda que o mecanismo de transmissdo da brucelose equina ndo esteja bem esclarecido,
considera-se que a infeccdo seja favorecida pela coabitagdo com outras espécies domésticas.
Sugere-se que a transmissdo ocorra pela ingestdo de agua e alimentos contaminados por
descargas vaginais, restos de aborto e de placenta, principalmente da espécie bovina, fato que
estd relacionado com os animais positivos nesse estudo onde 1,16% (IC 95%: 0,5-2,9) dos
animais positivos eram animais de fazenda, que tinham convivio diario com bovinos.

N&o houve diferenca significativa entre o tipo de animal e a presenca de anticorpos
contra brucelose equidea (P = 2). Tendo em vista que apenas 0s municipios de Santarém,
Itaituba e Brasil Novo possuiam equideos dos trés tipos. O sexo e a idade também nédo foram
associados. Nos estudos de Dorneles et al., (2013) e Jr Junqueira et al., (2015) a anélise das

variaveis levantadas (sexo e idade) como possiveis fatores associados a infeccdo por B.
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abortus também n&o revelaram a existéncia de associacdo entre estas e a soropositividade.
Diferente do estudo de Da Costa et al., (2024) onde idade acima de 10 anos foi considerada um
fator associado a soropositividade. Ressalta-se que as categorias etarias foram escolhidas
considerando aspectos bioldgicos e de manejo local (animais jovens, adultos e idosos).
Normalmente, equideos velhos sdo definidos com mais de 10 anos, mas decidiu-se considerar
sete anos como limite devido as condi¢des locais de muito trabalho, alta temperatura durante
todo o0 ano e ma nutricdo e manejo (Moreira et al., 2019).

No teste AAT houve resultado significativo entre a raca dos equinos (P = 0,027), cavalos
mesticos apresentaram maior prevaléncia de anticorpos do que cavalos de raga pura,
provavelmente devido ao manejo, que pode ser especulado como melhor para cavalos de raca
pura. Porém, no teste confirmatério 2 — ME nao houve essa associa¢do devido a ocorréncia de
resultados falsos positivos no teste de triagem. Com relacdo aos resultados falsos positivos
encontrados no teste AAT MacMillan et al., (1990) referiram que resultados falsos positivos
podem ocorrer pelo fato de outras bactérias gram-negativas possuirem constituicdo de parede
bacteriana similar ao género Brucella. Destaca-se a importancia dos testes confirmatérios e a
necessidade de associar o teste de triagem com os confirmatorios de acordo com o PNCEBT
(Brasil, 2006).

Com relacdo aos resultados inconclusivos onde reagiram no teste SAL e negativaram
no 2-ME Godfroid et al., (2002) e Saegerman et al., (2004) relatam que as técnicas sorologicas
podem identificar as potentes respostas imunes humorais, desencadeadas pela exposicdo
a Brucella. Nesses casos, 0 surgimento de anticorpos IgG ocorre muito mais tarde do que o
IgM. Tais anticorpos ndo desaparecem mesmo depois de a resposta atingir o seu ponto mais
alto (3-4 semanas ap0s a infec¢do) e, portanto, podem ser identificados durante um periodo de
tempo mais longo (até varios anos); muito pelo contréario, apesar da rapida inducdo de
anticorpos IgM (2-3 semanas ap0s a exposi¢ao), eles permanecem apenas por alguns meses.

Para Godfroid et al., (2010) embora a presenca simultanea de IgM (detectada em teste
de aglutinagdo SAL) signifique brucelose aguda, a presenca de 1gG (detectada em 2-ME)
caracteriza a brucelose cronica. Porém, uma resposta positiva em um teste de aglutinacao, que
detecta principalmente IgM, ndo € indicativa de brucelose se ndo for confirmada por uma
resposta positiva de 1gG. Deve-se levar também em consideracdo as interpretacbes dos
resultados dos testes de acordo com Brasil, (2006).

Observou-se que todos os animais positivos no teste 2 ME nédo apresentavam problemas
reprodutivos, estando de acordo Ribeiro et al., (2003) que enfatizaram que na espécie equina,

0s prejuizos econdmicos decorrentes da brucelose sdo considerados inferiores quando
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comparados as outras espécies de interesse zootécnico, visto que sdo raros os transtornos
reprodutivos nesses animais. Considerando apenas os equideos de fazendas no teste AAT, em
20 das 75 fazendas amostradas (26,6%), pelo menos um animal foi soropositivo. Ja no teste
confirmatério das 75 fazendas amostradas obteve-se uma prevaléncia de 10,66% sendo apenas
8 fazendas com pelo menos um animal positivo. Esse resultado afirma que mesmo com a baixa
prevaléncia encontrada nesse estudo, existe uma elevada dispersdo da doenca na regido Oeste
do Para.

Nesse estudo a auséncia de animais soropositivos entre 0s muares sugere que a infecgédo
ndo esta presente ou a prevaléncia é muito baixa em sua populagdo no Oeste do Pard. Além
disso, o nimero de animais amostrados nessa espécie foi provavelmente demasiadamente
pequeno para avaliar a sua prevaléncia.

Com relacéo a soro prevaléncia da Brucelose Bovina no Estado do Para, Casseb et al.,
(2015) analisaram dados nos registros do Departamento de Defesa Animal da ADEPARA no
periodo entre 2008 a 2012. Dentre os animais testados 3,01% foram positivos para brucelose.
Posteriormente nas regides Baixo Amazonas e Sudoeste Paraense Roma et al., (2020)
realizaram estudo para verificar a prevaléncia de condenacdo de carcacas de bovinos abatidos
por brucelose e constatou-se uma prevaléncia de 0,1%. Essa baixa prevaléncia pode ser
resultado da implementagcdo do PNCEBT nas propriedades, minimizando os impactos negativos
da enfermidade nos rebanhos. Esse fato relaciona-se com a baixa prevaléncia da doenca
encontrada nesse estudo com equideos e sua relagdo com nossos resultados significativos na
Mesoregido (P = 0,047), onde todos os resultados positivos ocorreram no Sudoeste Paraense,
semelhantemente ao encontrado por Roma et al., (2020) em sua pesquisa sobre brucelose
bovina.

No Brasil, dados epidemiologicos sobre a brucelose equina sdo escassos e poucos
estudos foram desenvolvidos em equinos dificultando a observagéo da distribuicdo da doenca
nacionalmente (Dorneles et al., 2013; Ribeiro et al., 2003; Silva et al., 2022). Em sintese ndo
h& detalhamento das estratégias de controle da doenca nesta espécie animal, sendo apenas
utilizado estratégias sanitarias para prevencdo e controle da Brucelose bovina e bubalina
(Brasil, 2006). Em equideos esta enfermidade, merece preocupacdo em virtude das lesdes
debilitantes, pela sugestdo da eutanasia dos animais infectados e possibilidade de serem fontes
de infecgdes para outras espécies domesticas, assim como, seu carater zoonético (Junior et al.,
2023).

E fato que a participacdo econdmica dos equinos vem reduzindo gradativamente em

termos de trabalho, resultado da ampla utilizacdo de maquinas e motores para a realizagdo de
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tarefas na agricultura. Contudo, nas propriedades onde esses animais sao criados, 0 contato com
proprietarios, tratadores, Médicos Veterinarios, e outras pessoas que manejam 0s animais €
inevitavel (Arruda et al., 2012).

Assim, os resultados do presente estudo confirmam o risco potencial da espécie equina
para a salde publica, sendo este o primeiro relato de equideos soropositivos para Brucelose no

Oeste do Para o que contribui para o conhecimento da epidemiologia da doenca.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo identificou pela primeira vez a ocorréncia de anticorpos contra
Brucelose em equideos, no Oeste do Para. A frequéncia de animais positivos foi maior em
animais criados na mesorregido sudoeste do que na mesorregido baixo Amazonas, sendo
significativo nesse estudo.

Dentre os 14 municipios foram identificados animais positivos em cinco. Dentre as 75
fazendas, oito possuiam pelo menos um animal positivo, o que indica uma elevada dispersdo
da doenca na regido Oeste do Para, apesar dos baixos indices de prevaléncia.

Dentre as amostras positivas no teste de triagem, apenas um quarto destas foi
confirmada pelo teste 2-ME o que indica a necessidade de aliado ao teste de triagem utilizar o

teste confirmatorio para o correto diagnostico da brucelose equina.
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