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Resumo

Realizou-se um levantamento soroldgico de Brucella ovis em ovinos do Estado de Sergipe, com o
objetivo de determinar a positividade e a distribuicdo da infeccdo em propriedades rurais e analisar
0s possiveis fatores associados a infecgcdo. Foram analisadas 54 propriedades criadoras de ovinos,
das quais foram colhidas 932 amostras de soro sanguineo de animais com idade superior a seis
meses, nas trés regides do Estado. Todos os soros foram examinados por Imunodifusdo em Gel de
Agar (IDGA). De acordo com o teste realizado, 46,30% (25/54) das propriedades apresentaram
evidéncia soroldgica de infeccdo por B. ovis, com uma positividade de 4,40% (41/932) dos animais.
Como fatores associados a infeccdo por B. ovis, observaram-se a presenca de tratador de ovinos
(OR=2,31) e propriedades com area superior a 50 ha (OR=1,98) e como fator de protecdo, a
utilizacdo de cabanha (OR=0,37). Assim, verificou-se a presenca de anticorpos contra Brucella ovis
nos ovinos do Estado e salienta-se a importancia de estudos complementares para determinacao de
medidas sanitarias especificas para prevenir os rebanhos desta enfermidade.

Palavras-chave: Brucelose; doenca; epididimite ovina.
Abstract

Seroepidemiological study of Brucella ovis in sheep from Sergipe State was carried out to
determine the seropositivity and infection distribution in rural properties and possible factors
associated with infection. A total of 54 sheep properties were studied and 932 blood serum samples
from animals older than six months were collected in the three regions of Sergipe State. All sera
samples were examined by agar gel immunodiffusion (AGID). According to the serological tests,
46.30% (25/54) of the properties had serologic evidence of infection by B. ovis, with 4.40% of
positive animals (41/932). Presence of sheep handler (OR=2.31) and properties with an area bigger
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than 50 ha (OR=1.98) were observed as factors associated with B. ovis infection, whereas the use of
stall (OR=0.37) worked as a protective factor (OR=0.40). Thus, the presence of antibodies against
B. ovis in Sergipe State was confirmed, and it highlights the importance of complementary studies
to determine the specific health measures in herds to prevent this disease.

Keywords: brucellosis; disease; sheep epididymitis.
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Introducéo

Brucelose ovina é uma doenca bacteriana infecciosa cronica causada por Brucella ovis e
caracterizada por distarbios reprodutivos, tais como diferentes graus de epididimite e orquite,
placentite, aborto e elevada mortalidade de cordeiros®™®. Essa bactéria apresenta distribuicio
cosmopolita e seu primeiro relato foi realizado na Nova Zelandia®. No Brasil, o primeiro
diagnostico clinico da enfermidade causada por B. ovis foi relatado em 1966®) e o isolamento do
agente em epididimos de ovinos em 1972®, ambos no Estado do Rio Grande do Sul.

A Organizacdo Mundial de Saide Animal (OIE) recomendou a imunodifusdo em gel de agar
(IDGA) para diagndstico sorologico da B. ovis com a utilizagdo do extrato salino obtido por
aquecimento a partir da cepa REO 198("). Este antigeno é rico em lipopolissacarideo rugoso (LPS-
R) e outras proteinas externas de membrana®. A sensibilidade e especificidade da imunodifus&o em
gel de agar (IDGA) tém sido avaliadas por varios pesquisadores, sendo que a sensibilidade varia de
91,7% a 100% e a especificidade situa-se em torno de 100%-19),

Inquéritos soroldgicos pontuais para B. ovis em ovinos tém sido efetuados no Brasil e 0s
percentuais de reagentes encontrados variaram de 3,1% no Estado de Alagoas®?® a 34% no Estado
do Rio Grande do Norte®®. Como fatores associados & infeccdo por B. Ovis, pode ser observado o
tamanho do rebanho (rebanhos grandes), rebanhos sem lugares com agua limpa, remocéo de esterco
insuficiente e limpeza inadequada de instalagOes, introducdo de animais de rebanhos néo-livres de
bruceloses ou de rebanhos de status desconhecido¥), aptiddo produtiva™®, compartilhamento de
pastos com outros ruminantes“®1”) empréstimo de ovinos durante esta¢do reprodutiva, contato com
outros rebanhos de ovinos“” e aquisicio de animais e higiene anual das instalacdes *®. Por outro
lado, como fatores associados & protecdo tém-se a frequente higiene das instalagdes*® e a idade dos
criadores (mais velhos)®¥.

Considerando-se a importancia econémica da pecudria ovina no Estado de Sergipe e a auséncia de
informacdes sobre a infec¢do desses animais por B. ovis, a realizagdo do presente estudo teve por
objetivo determinar a soropositividade de B. ovis em ovinos no Estado de Sergipe e detectar fatores
associados a infecgéo.
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Material e Métodos

O estudo foi realizado na regido Nordeste do Brasil, no Estado de Sergipe, o0 qual apresenta um
rebanho ovino estimado de 247.703 animais, distribuidos em trés mesorregiGes: o Sertdo, que
possui 41,19% dessa populacdo; o Agreste, com 44,12%:; e o Leste, com 14,69%%%. O rebanho
ovino do Estado de Sergipe é composto basicamente por animais da raga Santa Inés, animais sem
raca definida (SRD) e outras ragas®?.

Para a determinacdo do universo amostral, foram selecionados 0s municipios com maiores rebanhos
ovinos de cada regido do Estado, totalizando 19 municipios, sendo seis deles da mesorregido do
Sertdo (83.728 animais), seis do Agreste (89.688 animais) e sete do Leste (20.373), perfazendo
193.789 animais, que representam 78,23% da populagio ovina do Estado®®? (Figura 1).

vy}}\/\ 7 o Municipios amostrados
/ ’/

1. Canindé do S¥o Francisco
2. Pogo Redondo
3. Porto da Folha
4. Gararu
S. Monte Alegre de Sergipe
6. Nossa Senhora da Gléria
7. Itabaiana
8. Campo do Brito
9. Simdo Dias
10. Lagarto
9 ) 7 11. Pogo Verde
12. Tobias Barreto
13. S3o Cristévdo
14, Itaporanga d’Ajuda
15. Salgado
16, Estdncia
(] 17. Araud

Ny
Rgneste 10
12\ 15
18. Itabaianinha

/ 19. Tomar do Geru

Figura 1. Mapa do Estado de Sergipe, dividido em mesorregides (Sertdo, Leste e Agreste), com 0s
municipios onde as amostras foram coletadas.

O numero minimo de animais a serem amostrados (383) foi calculado pelo programa estatistico
EPI-INFO versdo 7?9, considerando-se uma positividade esperada de 50%, com erro amostral de
5% e grau de confianca de 95%, para uma populacdo de 193.789 animais. O nUmero de
propriedades a serem visitadas e amostras minimas a serem colhidas por municipio foi determinado
por proporcionalidade ao rebanho municipal.

A amostragem ndo probabilistica foi utilizada para selecionar produtores e animais. Este foi o
método de elei¢do por ndo existir uma listagem representativa dos produtores de ovinos no estado, 0
que tornou impossivel um delineamento ao acaso. Foram colhidas 932 amostras oriundas de 54
propriedades, distribuidas nos 19 municipios, sendo 38,2% (356/932) no Sertéo, 44,85% (418/932)
no Agreste e 16,95% (158/932) no Leste do Estado.
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A coleta das amostras ocorreu entre margo e maio de 2008 e os métodos adotados foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (protocolo-CEUA/UESC-39/2009). As amostras de
sangue dos animais selecionados foram colhidas mediante puncdo da veia jugular externa. Estas
foram centrifugadas a 1600 g por 10 minutos, sendo 0s soros separados, acondicionados em
microtubos e congelados a -20 °C. Na oportunidade da visita, foi aplicada uma entrevista semi-
estruturada abordando dados do animal (sexo e idade), do criador (idade, atividade, tempo como
criador), da propriedade (area, animais de producdo presentes, origem da &gua), do sistema de
producdo (funcionarios ligados a atividade, manejo produtivo, nimero de animais, tipo de
reproducdo, se realiza castracdo, instalacGes presentes), manejo sanitario (calendario de vacinacao e
vermifugacdo, histérico de doencas do rebanho, exames realizados, contato com outras espécies) e
alimentar (administra sal mineral, silagem, feno).

Para a pesquisa de anticorpos contra B. ovis, foi utilizada a técnica de Imunodifusdo em Gel de
Agar (IDGA)®Y, empregando-se kits comerciais produzidos pelo Instituto de Tecnologia do Parana
(TECPAR). A técnica foi executada de acordo com as instruces do fabricante, utilizando-se
antigeno de lipopolissacarideos e proteinas de B. ovis, amostra REO 198. A especificidade do teste
é de 100% e a sensibilidade de 96,4%®.

A leitura foi realizada ap06s 48 e 72 horas, com luz indireta sobre fundo escuro, sendo considerada
definitiva a ultima. Considerou-se como reagdo positiva a presenca de uma linha de precipitacao
esbranquicada e uniforme entre 0 poco teste e 0 antigeno, apresentando identidade com a linha
formada pelo soro padréo; e como reacdo negativa a auséncia de uma linha de precipitacdo ou sem
linha de identidade®?. As amostras de soro que tiveram resultados inconclusivos foram retestadas.

Para se identificarem os fatores de risco associados a infecgédo por B. ovis foi conduzida uma analise
bivariada usando-se o teste qui-quadrado e o teste exato de Fisher com nivel de significancia a 5%,
utilizando-se o programa estatistico EPI-INFO versdo 7Y, Todas as variaveis com plausibilidade
biologica e p < 0,2 na analise bivariada foram submetidas a uma andlise de colinearidade
determinada pelo Teste de Spearman, no programa BioEstat 5.0 e, posteriormente uma analise de
regressao logistica multivariada ndo condicional (stepwise) foi executada no programa EPI-INFO.

Resultados e Discussao

Dos 932 soros examinados pelo teste de IDGA, 41 (4,40%) foram positivos. Em relagédo aos
municipios, 73,68% (14/19) possuiam animais sororreagentes e 46,30% (25/54) das propriedades
apresentaram pelo menos um animal positivo para B. ovis no IDGA. Verificou-se alta positividade
de rebanhos com baixa soropositividade de animais e esse resultado, do ponto de vista
epidemioldgico, sugere que a infecgdo seja endémica™®, pois regides onde a enfermidade é recente
héa altas prevaléncias, de 20% a 60%, enquanto regides endémicas tendem a apresentar prevaléncias
menores.

Quando considerada a ocorréncia por regido, observaram-se 5,7% de positivos no Leste (9/158),
3,35% no Agreste (14/418) e 5,06% no Sertdo (18/356). N&o foi verificada diferenca significativa
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entre as regides. O municipio com maior nimero de amostras reagentes foi Tomar do Geru (4/21),
enquanto o que apresentou menor frequéncia de positivos foi Canindé do Sao Francisco (1/49).

Comparando-se com os estudos realizados na regido Nordeste, foram observados resultados mais
elevados do que os obtidos no presente estudo, sendo 17,5% no Estado de Pernambuco®) e no
Estado do Rio Grande do Norte foram observados indices de 34% e 11,3%\3%3) apesar de
utilizarem mesma técnica o fator temporal.

Percentuais de reagentes relativamente semelhantes foram verificados no Estado da Paraiba*?, com
prevaléncia de 5,7% (28/498) em reprodutores deslanados e 5,2% (59/1134) de animais reagentes
também na Paraiba®®. No Estado de Alagoas foi observada positividade de 3,1% (18/579)*2 e no
Estado da Bahia foram verificados indices de 3,3% (6/183) e 6,94% (30/793)526), Esses resultados
indicam que os rebanhos da regido estéo sujeitos a condi¢cdes semelhantes de exposicdo ao agente,
sendo necessario o aprimoramento das praticas sanitarias aplicadas.

Em relacdo aos estudos conduzidos em outras regibes do pais, observa-se que a positividade
encontrada no Estado de Sergipe foi inferior a relatado para o Estado do Rio Grande do Sul
(13,4%)@9): Estado de Sdo Paulo (12%)@" e Estado do Tocantins (31,6%)?®, o que pode ser
justificado por diferencas regionais, condi¢cdes de manejo, fatores espaciais e temporais.

Dos 41 animais positivos, apenas trés eram machos reprodutores, pertencentes a propriedades
distintas e Unicos animais positivos do total amostrado em cada rebanho. Estas propriedades
apresentaram histérico de abortamento, apesar de ndo terem sido encontradas fémeas positivas na
amostra.

Na anélise bivariada (Tabela 1), verificaram-se como variaveis com plausibilidade bioldgica,
p-valor < 0,2 e correlagdo p < 0,8, a presenca de tratador de ovinos, a realizacdo de exame de
brucelose, a presenca de aguas limpas, a utilizacdo de cabanha, a realizacdo de castracdo e a
apresentacdo de propriedade com area superior a 50 hectares. No modelo final, permaneceu como
fator associado a infeccdo por Brucella ovis apresentar tratador de ovinos e ter propriedade com
area superior a 50 ha, e como fator associado a protecdo, utilizar cabanha (Tabela 2).

As variaveis “realizar castragao” (P-valor= 0,0892) e “realizar exame de Brucella ovis” (P-valor=
0,0747), apontadas como fatores de protecdo, ndo permaneceram no modelo final da regressao
logistica, mas houve tendéncia & protecdo segundo analise bivariada. Esses resultados sao
justificaveis, pois a castracdo reduz o numero de machos sexualmente ativos, reduzindo o nimero
de parceiros sexuais e, consequentemente, mitigando o risco de transmissdo venérea®, enquanto a
realizacdo de exame de B. ovis permite a adogdo do descarte orientado e reduz o risco de introdugéo
de animais infectados#1819),

Observou-se que a area da propriedade, quando superior a 50 hectares, foi um fator associado a
infeccdo (OR = 1,98). Porém, esse resultado deve ser analisado com cautela, pois o tamanho da
propriedade ndo representa a area de pastejo dos animais, uma vez que nas criagdes estudadas
notou-se maior tecnificacdo com area de pastejo limitada em propriedades mais extensas, ndo sendo
possivel associar o tamanho da fazenda com sistema de pastejo extensivo®?).

A variavel “ter tratador de ovinos” se comportou como fator de risco (OR = 2,31). CondicOes de
manejo que favorecem a aglomeracdo dos animais podem contribuir para a disseminacdo de
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doengas infecto-contagiosas no rebanho, quando um ou mais animais infectados estdo presentes®l),
e a presenca do tratador de ovinos reflete a maior intensidade de manejo dos animais, aumentando o
contato entre estes e potencializando o risco de infec¢do. Ainda é possivel que o homem atue como
vetor mecanico da bactéria, aumentando as chances de infeccio 9,

Tabela 1. Andlise bivariada entre variaveis e presenga de anticorpos contra Brucella ovis em ovinos

do Estado de Sergipe
Varidveis Ovinos Ovinos
Positivos Negativos P-Valor
n % n %
Idade
<1ano 13 44 285 95,6
Entre 1 e 3 anos 13 43 290 95,7
>3 anos 15 4,5 316 95,5 0,9884
Consomem agua de pogo profundo
Sim 3 38 75 96,2
Nio 38 44 816 95,6 0,5456F
Cria caprinos
Sim 3 24 121 97,5
Nio 38 4,7 770 95,3 0,3579F
Empréstimo de reprodutores
Sim N 5,1 149 949
Nio 33 43 742 95,7 0,8000
Utiliza cabanha
Sim 25 3,7 6355 96,35
Nio 16 6,3 236 93,65 0,0772
Consomem igua de cisterna
Sim 0 0 42 57,1
Nio 41 100 849 724 0,1447F
Presencga de dguas limpas
Sim 38 5,0 716 95,0
Nio 3 1,7 175 983 0,0785F
Sexo
Macho S 4.2 184 958
Fémea 33 4,5 707 95,5 0,9830
Realiza exame (Brucella ovis)
Sim 7 81 79 91,9
Nio 34 4,0 812 96,0 0,0747F
Realiza castragio
Sim 12 3 392 97,0
Nio 29 5,5 499 94,5 0,0892
Area maior que 50 ha
Sim 23 6,4 336 95,6 0,0180
Nio 18 31 555 96,9
Cria ha mais de 10 anos
Sim 18 49 352 95,1
Nio 23 4,1 539 95,9 0,6897
Manejo reprodutivo
Monta natural 11 5,24 199 94,76 0,6074F
Monta controlada 30 4,23 679 95,77
Inseminagdo artificial 0 00 13 100
Possui tratador de ovinos
Sim 22 6,0 343 94,0
Nio 19 34 548 96,6 0,0759
Mais de 100 animais
Sim 21 5,0 401 95,0
Nio 20 39 490 96,1 0,5345
Sistema de manejo
Extensivo 13 4,71 263 95,29 0,8527F
Semi-intensivo 27 4,36 592 95,64
Intensivo 1 2,70 36 97,30

FTeste exato de Fisher.
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Tabela 2. Modelo final da regressdo logistica ndo-condicional dos fatores associados a infecgdo
soroldgica de Brucella ovis em ovinos no Estado de Sergipe, Nordeste do Brasil

Varidvel 0dds Ratio IC (95%) P-valor

Ter tratador de ovinos 2,3067 1,13-4.71 0,0219
Alresentar drea maior que 50 ha 1,9776 1,03-3.80 0,0404
Utilizar cabanha 0,3662 0,18-0,75 0,0064

P.valor=0,0021, log-likelihood= 3215977

O uso de cabanha nas propriedades se apresentou como fator de protecdo (OR = 0,37), oposto ao ja
verificado na literatura®®. Possivelmente isso ocorreu devido & pratica de retirada das fezes para
utilizacdo como adubo nas proprias terras ou para comercializacdo, recolhendo-as regularmente.
Neste estudo, a variavel “frequéncia de higienizagdo das instalagdes” ndo foi avaliada, porém
pesquisas anteriores indicaram que a baixa frequéncia de higienizacdo (anual) aumenta a chance de
infeccdo pela bactéria®,

Em relago ao teste soroldgico utilizado, a Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA) é considerado o
teste mais pratico em laboratdrios ndo especializados; entretanto, a Organizagdo Mundial de Salde
Animal (OIE) também indica a realizagdo do Teste de Fixacdo de Complemento (TFC) e o ELISA
Indireto. Além disso, considerando-se a falta de padronizagdo internacional para os testes de IDGA
e ELISA Indireto, o TFC é o teste prescrito para o comércio internacional. Métodos diretos para
diagnostico sdo realizados com base no isolamento bacteriol6gico de B. ovis de amostras de sémen
ou tecidos de carneiros, ou descargas vaginais, leite e tecidos de ovelhas, em meios seletivos
adequados, bem como métodos moleculares tém sido desenvolvidos para a identificacdo
complementar, como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)®2.

E importante que seja realizado o controle dessa infecgdo, uma vez que gera grandes perdas
produtivas'?, ainda que os animais n&o apresentem sinais clinicos®®, interferindo severamente no
status sanitério do rebanho, especialmente por apresentar morbidade significativa .

Conclusao

Foi constatada a presenca de ovinos sorologicamente positivos para Brucella ovis em rebanhos de
Sergipe, com grande proporgdo de propriedades com pelo menos um animal soropositivo. S&o
necessarios estudos complementares para a elucidacéo da epidemiologia da B. ovis e implantacédo de
medidas de controle adequadas, além da conscientizacdo dos criadores, através de programas de
educacdo sanitaria para prevenir e erradicar a doenca de suas propriedades.
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