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RESUMO

O Estagio Curricular Supervisionado ocorreu no Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos da Universidade Federal do Norte do Tocantins, localizado na Escola de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da UFNT. A &rea de enfoque trabalhada foi a de
Inspecéo de Produtos de Origem Animal, no periodo de 11 de maio a 09 de julho de
2021, sob supervisdo de Ezio Machado Rodrigues, Médico Veterinario e Mestrando
do laboratério. Ao todo, contabilizaram-se 345 horas de estagio supervisionado, sob
orientacdo do prof. Dr. José Carlos Ribeiro Junior. Durante este periodo, realizou-se
o acompanhamento da rotina laboratorial e a realizacdo de métodos analiticos para
determinacao de riscos microbiologicos em alimentos de origem animal clandestinos
de projetos de pesquisa dos discentes graduandos e pés graduandos. A utilizacdo
da microbiologia de alimentos como um instrumento para obtencdo de dados a
respeito da qualidade e higiene alimentar mostra ser eficaz e fundamental para
prevencado de doencas e prejuizos econémicos. Também foi realizado o trabalho de
conclusdo de curso no qual foi determinada a prevaléncia de brucelose em bovinos
de abate do norte do Tocantins, com abordagem de pesquisa. Foi observada
prevaléncia de brucelose em 312 (10%) dos 3.122 animais avaliados, indicando a
brucelose como uma importante zoonose, que segundo os dados obtidos, vem
sendo negligenciada na regido norte do Tocantins e desta forma conclui-se que
medidas sanitarias devem ser adotadas desde a producédo até a comercializacao de
carne bovina a fim de reduzir os riscos a saude publica.

Palavras chaves: Brucella abortus, Saude Publica, Microbiologia, Doencas
Transmissiveis por Alimentos.



ABSTRACT

The Supervised Curricular Internship occurred at the Food Microbiology Laboratory
of the Federal University of Northern Tocantins, located at the School of Veterinary
Medicine and Zootecnia, in the municipality of Araguaina, Tocantins. The area of
focus was Animal Products Inspection, in the period of May 11 to July 9, 2021, under
the supervision of Ezio Machado Rodrigues, Veterinarian and MSc student of the
post graduation. At all, 345 hours of supervised internship were counted, under the
supervision of Prof. Dr. José Carlos Ribeiro Junior. During this period, the laboratory
routine was monitored and analytical methods were used to determine
microbiological risks in clandestine foodstuffs of animal origin from the research
projects of undergraduate and postgraduate students. The use of food microbiology
as a tool for obtaining data on the quality and hygiene of foodstuffs shows that it is
effective and fundamental in preventing disease and economic losses. It was also
performed the work of course completion in which it was determined the prevalence
of brucellosis in slaughter cattle in northern Tocantins, with research approach. The
prevalence of brucellosis was observed in 312 (10%) of the 3,122 animals evaluated,
indicating brucellosis as an important zoonosis, which, according to the data
obtained, has been neglected in the northern region of Tocantins and thus it is
concluded that sanitary measures should be adopted from the production to the
commercialization of bovine meat in order to reduce the risks to public health

Key words: Brucella abortus, Public Health, Microbiology, Foodborne illness.
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1INTRODUCAO

Causadas pela ingestdo de patdégenos e ou seus metabdlitos toxicos, as
Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA’s) possuem como principal caracteristica
o desenvolvimento de sinais e sintomas entéricos nos pacientes. Segundo dados do
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagcdo no Brasil sdo notificados em
média, por ano, 700 surtos de DTA, com envolvimento de 13 mil doentes e 10 6bitos
(SINAN, 2018).

No ano de 2017 foram notificados 12.503 surtos de DTA’s (BRASIL, 2017),
dentre os quais 3.196 foram confirmados laboratorialmente, onde em apenas 2.593
surtos foi possivel a identificacdo dos agentes etiol6gicos causadores, identificando-
se 92,2% de batérias, 6,0% de virus, 1,2% agentes quimicos e outros, e 0,6%
protozoarios e helmintos.

Tais doencas causam prejuizos ndo apenas para a saude publica, mas
também para a economia, acarretando grandes perdas para as inddstrias, o turismo
e a sociedade (NASCIMENTO, 2000). Existem previsbes para o aumento do
problema no século 21, especialmente com as varias mudancgas globais, como o
crescimento da populacado, pobreza, exportacdo de alimentos e ragdes animais, que
influenciam a segurancga alimentar internacional (BRASIL, 2018).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2018), os
padrbes microbioldgicos séo critérios utilizados para garantir a seguranca e a higiene
de alimentos, devendo ser atendidos até o ultimo dia de validade do produto. Os
padrdes relacionados a seguranca incluem 0s micro-organismos patogénicos, suas
toxinas e metabolitos de relevancia no produto. Ja os padrfes de higiene incluem os
micro-organismos indicadores (BRASIL, 2019).

Como ferramenta para obtencdo de dados, as andlises microbiolégicas séo
de fundamental importancia pois fornecem informagfe sobre a qualidade, sanidade,
higiene e seguranca da producédo de alimentos, sendo adotada pela industria para
realizacdo do controle de qualidade.

O Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria foi realizado na
area de Inspecdo Sanitaria de Produtos de Origem Animal, no periodo de 10 de
maio de 2021 a 09 de julho de 2021, totalizando 345 horas, sob orientacédo do Prof.
Dr. José Carlos Ribeiro Junior.

Para a escolha do local de estagio foi levada em consideracdo o papel do
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Laboratério de Microbiologia de Alimentos na identificacdo de micro-organismos
relacionados com infec¢cdes alimentares no municipio de Araguaina. O laboratorio
possui uma boa estrutura, equipe técnica capacitada e projetos de pesquisa de
mestrado e doutorado sendo executados durante o semestre curricular, com horério
de funcionamento de segunda-feira a sexta-feira das 08:00 as 12:00 horas e das
14:00 as 18:00 horas.

Além do relatério de estagio da rotina laboratorial acompanhada, faz parte o
projeto de iniciacdo cientifica (PIBIC), desenvolvido no Laboratério de Microbiologia
de Alimentos, intitulado ‘Prevaléncia de brucelose em bovinos na regiao tropical do
Brasil’, realizado no periodo de 17 de outubro a 26 de novembro de 2019.

O objetivo geral do projeto foi levantar informacdes epidemiolégicas sobre a
prevaléncia de brucelose em rebanhos bovinos abatidos na regido tropical do Brasil.
Onde foram coletadas 3.122 amostras de sangue bovino obtidas durante a sangria
em um frigorifico do municipio de Araguaina, Tocantins.

Objetivou-se com o Estagio Curricular Supervisionado a implementagdo do

desempenho profissional discente por meio da experiéncia e vivéncia das praticas

educativas em laboratério promovendo o crescimento profissional.
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2 DESCRICAO DO LOCAL DE ESTAGIO

O Estagio Curricular Supervisionado foi realizado no Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos localizado na Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade Federal do Norte do Tocantins, no municipio de Araguaina,entre os
dias 10 de maio de 2021 a 09 de julho de 2021, totalizando 345 horas de estagio
supervisionado.

Durante o Estagio Curricular Supervisionado foram realizadas diversas
atividades relacionadas a rotina laboratorial e execucéo dos projetos de pesquisa. A
rotina consistia na preparagdo de materiais e meios de cultura para a realizacéo de
analises laboratoriais dos principais micro-organismos que podem comprometer a
seguranca microbiolégica e o diagnostico molecular para a identificacdo dos
mesmos.

As andlises acompanhadas fazem parte dos subprojetos de mestrado
vinculados ao projeto de pesquisa “Perigos microbiolégicos e micotoxigénicos a
saude publica dos alimentos de origem animal informalmente comercializados no
norte do Tocantins”, sendo realizadas as pesquisas para: pesquisa de bactérias
patogénicas dos géneros Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Salmonella spp. e Vibrio spp.; contagem de coliformes totais e Escherichia coli,

contagem de aerdbios mesdéfilos e contagem de piscrotroficos.



14

3. ROTINA DO LABORATORIO

3.1 Preparacao dos meios de cultura e solugdes

Um meio de cultura consiste em uma formulacéo liquida (caldo), sdlida (agar
ou gelatina) ou semi-solida (gelatina ou pouco agar) utilizada especificamente para o
crescimento, armazenamento ou transporte de micro-organismos ou outros tipos de
células (TORTORA; FUNKE; CASE, 2000).

O meio de cultura atende as necessidades especificas do grupo, da familia,
do género ou da espécie cultivado, permitindo seu cultivo fora de seu “habitat”
natural. Os meios e solu¢des utilizados foram formulados e produzidos seguindo-se
os critérios dos métodos de analise utilizados para os géneros pesquisados, em

ambiente.

3.2 Procedimento de diluicdo das amostras

Para realizacdo das andlises era necessario a preparacao das diluicdes das
para obtencdo das amostras, procedimento este que tem por objetivo reduzir a
concentracdo de uma das substancias através da adicdo de uma substancia a outra.

A preparacao e inoculacao de diluicbes seriadas da amostra tem por objetivo
reduzir o numero de micro-organismos por unidade de volume, facilitando-se, na
contagem de placas, a obtencéo de placas com namero de colbénias entre 25 e 250,
e na contagem pelo método do Numero Mais Provavel (NMP).

Os procedimentos de manuseio das amostras devem acontecer no interior de
fluxos laminares e com materiais estéreis. Para a obtencdo da diluicdo 10 deve-se
pesar 25 + 0,2 gramas adicionar esse conteudo a uma “bag” de “stomacher”
(homegeneizador automatico) como ilustrado na figura 1. estéril e identificada.
Posteriormente, completar o conteudo da “bag” com meio de cultura indicado para o
método de andlise do micro-organismo e homogeneizar por 60 segundos em
aparelho de stomacher. A figura 2 ilustra uma bag de stomacher contendo a amostra

na diluicdo 101 homogeneizada.
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Figura 1 Pesagem da amostra para
preparacéo das diluigbes.

Fonte: Arquivo pessoal / Yron Moreira
Rodrigues

Figura 2 Amostra apés homogeinizagédo
em "bag" de "stomacher".

Fonte: Arquivo pessoal / Yron Moreira
Rodrigues

Apbs a homogeinezagédo, sdo retirados 1ml da amostra para realizacdo das
demais diluicbes. A quantidade retirada € adicionada a tubos contendo 9ml de
solucéo salina peptonada 0,1% (pode-se utilizar solucao salina peptonada 0,1% ou
apenas solucdo salina, dependendo do método do utilizado) e homogeinezada em

aparelho agitador “Vortex”.
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4. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Durante o transcorrido periodo de estagio foram analisados trés produtos de
origem animal sendo eles carne moida, linguica suina frescal e camarao fresco.
Destes, foram analisados em torno de 800 isolados em que os positivos foram
confirmados por Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Além das atividades acompanhadas em laboratorio, € apresentado o projeto
de Iniciacdo Cientifica (PIBIC) como parte do trabalho de conclusdo de curso,
projeto este realizado entre 17 de outubro a 26 de novembro de 2019 no Laboratério
de Microbiologia de Alimentos. Foram coletadas 3.122 amostras de sangue bovino
obtidas de animais durante a sangria em um frigorifico do municipio de Araguaina,

Tocantins.

4.1 CONTAGEM DE Staphylococcus aureus

Os micro-organismos do género Staphylococcus sdo quantificados seguindo-
se 0 que preconiza a ISO 6888-1:1999/Amd 1:2003. Como prova bioquimica foi
realizado o teste da coagulase pelos Staphylococcus conforme Silva et al. (2017),

utilizando-se plasma equino.

4.1.1 Método de andlise

Para realizacdo da quantificacdo de Staphylococcus foram utilizadas diluices
seriadas de 10! a 10 das diluigcGes previamente preparadas para coliformes a 30°C
e quantificacdo de Staphylococcus, onde inoculou-se 0,1ml em placas com Agar
Baird Parker (BP) e incubou-se as mesmas a 35°C por 48 horas. Em seguida, a
contagem de coldnias tipicas e atipicas foi realizada para inoculagdo das mesmas
em Agar Padr&o para Contagem (PCA) e seguinte incubac&o a 37°C por 24 horas.

A proxima etapa foi a prova da coagulase, em que foram inoculadas as
colonias tipicas de Staphylococcus em 0,5ml de plasma equino, seguido da
incubacgéo a 37°C por 24 horas. As amostras que demonstraram resultados positivos
nesta prova (presenca de coagulacdo do plasma) séo instiladas em caldo Brain-
Heart Infusion (BHI) para posterior utilizacdo na extragcdo de DNA e realizacdo de

teste biomolecular, a PCR.
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4.2 CONTAGEM DE AEROBIOS MESOFILOS

A contagem de aerdbios mesofilos é utilizada com intuito de obter de
informacdes gerais sobre a qualidade de produtos, insumos utilizados, praticas de
fabricacdo, manipulacdo dos alimentos e a vida util de prateleira. As orientacdes
para realizacdo das analises foram obtidas do Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods (DOWNES & ITO, 2001).

4.2.1 Método de andlise

Para analise, 25+0,2 gramas da amostra foram adicionados a uma “bag”
estéril e identificada com o tipo de alimento analisado e sua respectiva numeracao,
seguido da adicdo de 225 ml de agua peptonada e homogeinizacdo por 180
segundos em aparelho de “stomacher”.

A inoculacao foi realizada através do plagueamento em profundidade em agar
PCA com 1ml de cada diluicdo contendo solucdo salina obtida da amostra, em
duplicada, que posteriormente foram incubadas a 35°C por 48 horas para realizacéo
da contagem de micro-organismos.

As placas contendo entre 25 e 250 colbnias foram utilizadas para contagem
em contador de colénia. O numero de unidades formadoras de col6énias (UFC) por
mililitro foi obtido pela multiplicagdo do nimero de colbnias pelo inverso da diluicdo
inoculada. Como foram utilizadas duas placas por diluicdo (duplicata), foi
considerada a média aritmética da contagem obtida em cada uma das placas da
duplicata. A figura 3 ilustra a contagem de col6nias de aerdbios mesofilos de uma

amostra de carne moida.
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Figura 3 Contagem de aerdbios mesdfilos em Agar de Contagem Padr&o
de amostra de carne moida.

Fonte: Arquivo pessoal / Yron Moreira Rodrigues

4.3 CONTAGEM DE PSICROTROFICOS

Para contagem de psicrotroficos também foram seguidas as orientacdes do
Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods (COUSIN,
2001) em que é determinado o limite para a contagem das amostras dos mesmos
em um intervalo de seis horas, a partir da coleta. A estocagem refrigerada permite a
multiplicacéo e o tempo de geracdo de varios desses micro-organismos encontra-se
dentro desse intervalo, portanto as analises eram feitas logo apds a coleta das

amostras.
4.3.1 Método de analise

Para realizacdo do método o plaqueamento foi realizado em superficie
utilizando agar PCA como meio de cultivo e a incubacéo feita a 7°C por 10 dias.
4.4 COLIFORMES TOTAIS E E. Coli

Para realizacdo destas analises foram utilizados as orienta¢des, com algumas
modificacdes, da American Public Health Association (APHA), descritas na 42 Edicao

do Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods (DOWNES
& ITO, 2001).
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4.4.1 Método de andalise

Para obtencdo e analise das amostras de coliformes sdo pesados 25+0,2
gramas da amostra e adicionadas a uma “bag” estéril e identificada com o tipo de
alimento analisado e sua respectiva numeragdo, onde em seguida sdo adicionados
225ml de agua peptonada e feita a homogeinizagédo por 180 segundos em aparelho
de “stomacher”.

Seguido da homogeinizacdo, as diluicbes seriadas pré-estabelecidas foram
feitas a partir da amostra a 101, em que foram pipetados 1ml da amostra para cada
diluicdo partindo da 102 a 108 em tubos contendo 9ml de solucéo salina. De cada
diluicho foram pipetados 1ml para tubos contendo caldo Caldo Lauryl Sulfato
Triptose (LST) em diluicdes da 102 a 10® incubados em seguida a 35°C por 24
horas.

Os tubos que apresentaram aspecto turvo e presenca de gas, ou seja,
positivos, tiveram suas trés ultimas diluicdes utilizadas para inoculacdo de 30ul para
tubos contendo caldo Lactosado Verde Brilhante (VBBL) e outros 30ul para caldo EC
Broth (EC) e incubados a 44,5°C por 24 horas. As amostras positivas no caldo EC
foram inoculadas por alcada em Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) e incubadas a
37°C por 24 horas.

Por alcada, foram coletadas as colonias tipicas de E. Coli, que possuem
coloracdo verde, e instiladas em caldo BHI para posterior extracdo de DNA e

realizacdo da PCR.

4.5 PESQUISA DE Vibrio spp.

A pesquisa qualitativa de Vibrio spp. patogénicos foi realizada conforme o
método recomendado pela APHA descritas na 52 Edicdo do Compendium of
Methods for the Microbiological Examination of Foods (PAOLA e JONES, 2015), com
modificacdes. A partir dos isolados suspeitos, foi realizada a PCR confirmatoria de
genes que codificam a expresséo dos fatores de viruléncia de Vibrio spp., em que

foram confirmados 64 isolados.
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4.5.1 Método de andalise

Para obtencdo e analise das amostras sdo pesados 25+0,2 gramas da
amostra e adicionados a uma “bag” estéril e identificada com o tipo de alimento
andlisado e sua respectiva numeragdo, onde em seguida sao adicionados 225ml de
adgua peptonada alcalina e feita a homogeiniza¢do por 180 segundos em aparelho
de “stomacher” para posterior incubagao a 35°C por 24 horas.

Transcorrido o tempo de incubacgao, por algcada, as amostras sao inoculadas
em Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS) e as placas incubadas a 35°C por
24 horas. As colbnias tipicas identificadas, de coloracdo verde, sdo coletadas e

inoculadas em BHI para realizacdo da extracdo de DNA posteriormente.

4.6 PESQUISA DE Listeria spp.

A pesquisa qualitativa dos micro-organismos do género Listeria nos alimentos
de origem animal foi feita baseada na ISO 11290-1:1996/Amd 1:2004, com algumas
modificacdes. Dentre a totalidade de isolados obtidos, foram confirmados 24

isolados de Listeria spp.

4.6.1 Método de andlise

Para realizacdo da andlise e obtencdo de amostras sao pesados 25%0,2
gramas da amostra adicionados a uma “bag” estéril e identificada com o tipo de
alimento analisado e sua respectiva numeracdo, onde em seguida foram
adicionados 225ml de caldo Fraser e feita a homogeinizacdo por 180 segundos em
aparelho de “stomacher”. Apds homogeinizagdo as amostras sdo incubadas a
30£1°C por 24+2h.

Apbs transcorrido o periodo de incubacdo sao pipetados 0,1ml da amostra e
adicionados a tubos com 10 ml de caldo Fraser e em seguida incubados a 37°C por
24 horas. Em seguida é feito a inoculacédo do enriquecimento em agares Listeria
seletive e Oxford, com posterior incubacdo das placas a 37°C por 48 horas. As
coldnias tipicas de L. monocytogenes sédo rodeadas por uma zona negra devido aos

compostos fenolicos de ferro.
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Cada colbnia tipica (preta) € repicada para caldo BHI para posterior etapa de

extracdo de DNA e realizacdo da PCR.

4.7 PESQUISA DE Salmonella spp.

A analise qualitativa de Salmonella spp., como indicador da seguranca
microbiolégica, foi realizada seguindo as normas recomendadas pela ISO
6579:2002/Amd 1:2007, com modificagcbes. A partir da recuperacéo das colonias em
Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) e Agar Verde Brilhante (VB), todos os
isolados tipicos sdo encaminhados para analise em PCR género-especifica.

Dentre os positivos foram confirmados 50 isolados de Salmonella spp.

4.7.1 Método de andlise

Para realizacdo da andlise e obtencdo de amostras foram pesados 25+0,2
gramas da amostra adicionados a uma “bag” estéril e identificada com o tipo de
alimento andlisado e sua respectiva numeracdo, onde em seguida foram
adicionados 225ml de 4gua peptonada e feita a homogeinizacdo por 180 segundos
em aparelho de “stomacher”. Apdés homogeinizagdo as amostras sdo incubadas a
37+1°C por 24 horas.

Em seguida foram pipetados 1ml do pré-enriguecimento para tubos contendo
10ml de caldo Selenito Cistina (SC) e incubados a 37°C por 24 horas. Em tubos
contendo 10ml de caldo Rappaport foram adicionados 0,1ml do pré-enriquecimento
e 0s tubos em seguida incubados a 41,5°C por 24 horas em banho maria.

Apo6s o periodo de incubacdo as amostras tipicas foram repicadas por al¢cada
para agares XLD e Salmonella Shigella (SS) e as placas incubadas a 37°C por 24
horas. Transcorrido o tempo de incubacdo as colbnias tipicas (de coloracao preta)
foram repicadas por alcada para caldo BHI para posterior extracdo de DNA e

realizacéo da PCR.
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5. Prevaléncia da brucelose em bovinos de abate na regido tropical do Brasil

5.1 INTRODUCAO

Caracterizada como uma doenca infectocontagiosa cosmopolita, a brucelose
€ uma doenca causada por micro-organismos do género Brucella spp. considerada
uma zoonose, exceto naqueles paises em que foi erradicada (LEAL FILHO, 2013).
Resulta em significativas perdas econdmicas na bovinocultura de leite e corte,
possuindo grande impacto na saude publica e a sanidade animal (BRASIL, 2006).

O Regulamento da Inspec¢édo Industrial e Sanitaria dos Produtos de Origem
Animal (RIISPOA), regulamentado no Decreto n°® 9.013 e alterado pelo Decreto n°
9.069 de 2017 (BRASIL, 2017a), em seu Art. 180, determina que mesmo em
carcacas de bovinos sabidamente soropositivos para brucelose, é possivel a
liberagdo para consumo direto desde que esses animais ndo estejam em estado
febril durante o exame ante-mortem e, havendo a presenca de sinais clinicos da
doenca, como a bursite brucélica ou nodulos inflamatoérios nos 6rgaos reprodutivos,
essas partes sejam removidas e condenadas.

Considerando que os bovinos sdo as principais fontes de infeccdo de B.
Abortus e podem contaminar os seres humanos através do consumo de produtos de
origem animal, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
publicou em 2001 o Plano Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT) (BRASIL, 2001), que visa a reducdo da frequéncia e
prevaléncia da doenca nos rebanhos bovinos até a sua erradicacdo, minimizando,
indiretamente, também a transmisséo da doenca para 0s seres humanos.

O PNCEBT visa, em primeiro momento, a reducédo gradual dos casos
brucelose entre os bovinos pela vacinacdo de fémeas. Comercialmente sao
disponibilizados dois tipos de vacinas, ambas com cepas atenuadas de B. abortus, a
cepa B19 ou RB51. As diferengas antigénicas entre as duas cepas fazem com que
elas sejam recomendadas para vacinacdo de animais com idades diferentes
(BRASIL, 2001).

A cepa B19, por se tratar de um antigeno rugoso e que leva a producao de
imunoglobulinas G de longa acédo, apresenta interferéncia nos testes sorolégicos de

diagnostico, podendo-se encontrar animais falso positivos em até 21 meses depois
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da vacinacdo. Dessa forma, a vacinacdo com essa cepa é recomendada somente
para bezerras com até oito meses de idade, sendo que animais com idade superior a
essa é obrigatdria a vacinacdo com a cepa RB51 (BRASIL, 2017).

A regido de Araguaina, norte do estado do Tocantins, concentra mais de seis
frigorificos sob o regime de inspecédo federal, abatendo diariamente mais de 3 mil
bovinos. Considerando sua posicdo estratégica, a regido recebe para o abate
animais de diferentes estados além do Tocantins, como do Par4 e Maranhédo, e
exporta para mais de 10 paises.

A amostragem de sangue de animais abatidos nesse municipio, portanto,
pode indicar a situacado epidemioldégica em toda a regido norte do estado do
Tocantins. A determinac¢do dos municipios onde ha prevaléncia da doenca no estado
permitira direcionar estratégias educativas para controle e fiscalizacdo por parte da
agéncia de defesa agropecuaria estadual, reduzindo a ocorréncia de novos casos e

a circulacao do agente bacteriano entre os bovinos.

5.2 MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 3.122 amostras de sangue bovino obtidas de animais
durante a sangria em um frigorifico do municipio de Araguaina, Tocantins, no
periodo de 17 de outubro a 26 de novembro de 2019. As amostras de sangue foram
coletadas apos a insensibilizacdo do animal por concussdo cerebral pelo método
percussivo penetrativo e sangria (abate), conforme fluxograma do estabelecimento,
em dias alternados de acordo com a disponibilidade do frigorifico.

As amostras, naturalmente coaguladas, foram centrifugadas a 3.500 rpm para
obtencdo de aliquotas de 1 mL soro que foram separadas e acondicionadas em
micro-tubos previamente identificados e estocadas a -20°C até sua analise
sorologica.

Foi realizada a prova do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT), no qual
foram utilizados antigenos para B. abortus cedidos pelo Laboratorio Nacional
Agropecuario (LANAGRO) de Minas Gerais. A prova do AAT consiste em uma
soroaglutinacdo em placa, na qual o antigeno é tamponado em pH baixo.

Esta acidificacdo do antigeno reduz a atividade da IgM, tornando a prova
seletiva para identificacdo da subclasse IgG (MEGID, 2000). O teste é utilizado como

prova de triagem em rebanhos e possui uma grande sensibilidade em animais
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vacinados com a B19. Recomenda-se, porém, que 0S positivos nesta prova sejam
retestados em provas complementares (MEGID, 2000).

Dessa forma, foi realizada a prova da soroaglutinacao lenta e 2-mercaptoenol
(2-ME) como testes confirmatorios. Todas as amostras reativas na triagem foram
submetidas ao teste confirmatorio. Para realizacdo desta segunda etapa foram
utilizadas as normas da Instrucdo Normativa n° 41, de 24 de novembro de 2006
(BRASIL, 2006) que determina como a prova deve ser executada. Esta parte do
experimento foi realizada no Laboratorio de Higiene e Saude Publica da UFT.

Os resultados foram tabulados em Microsoft Excel v. 10 conforme os

municipios e animais amostrados.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram amostrados 3.122 animais, dos quais foi possivel observar que o nivel
de infeccdo é de 10,0% (312 de 3.122) da totalidade de animais avaliados e
confirmados na prova do 2ME. A distribuicdo das amostras de soro avaliadas
conforme o municipio de origem do estado do Tocantins esta representada na
Tabela 1, assim como os resultados dos testes de triagem e confirmatérios dos

animais de cada um dos municipios avaliados.
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Tabela 1. Distribuicdo municipal de 3.122 amostras de soro de bovinos abatidos em
um frigorifico de Araguaina, Tocantins, coletadas entre 17 de outubro a 26 de
novembro de 2019 e resultados estratificados de amostras reagentes aos testes de
triagem (Antigeno Acidificado Tamponado — AAT) e confirmatorio (2-mercaptoetanol
-2ME).

Testes laboratoriais

Municipios Numero de Reativos Reativos 2- % de
amostras positivos
AAT ME
Bandeirantes 402 124 43 14,58
Ananas 382 214 42 10,99
Santa Fé do Araguaia 295 71 31 16,94
Araguaina 270 86 28 6,97
Couto Magalhaes 205 58 20 33,90
Bernardo Sayao 189 42 14 12,84
Carmolandia 183 57 14 19,44
Aragominas 151 26 13 21,31
Nova Olinda 109 44 13 15,85
Xambioa 108 46 12 4,44
Pium 114 33 11 5,82
Arapoema 96 38 8 3,90
Filadélfia 54 29 8 14,81
Palmeirante 84 16 8 40,00
Itapora 82 47 8 8,33
Babaculandia 72 15 7 43,75
Piraqué 61 42 7 4,64
Muricilandia 60 34 5 4,39
Araguana 59 22 4 4,76
Sitio Novo 18 11 4 20,00
Araguatins 36 13 3 16,67
Augustindpolis 20 11 3 15,00
Nazaré 20 31 3 8,33
Wanderlandia 20 6 2 3,33
Pau D'arco 16 36 1 0,93
Riachinho 16 3 0 0,00
Total Geral 3.122 1.155 312

Fonte: elaborada pelo autor.

Entre os 312 positivos, 160 (51,3%) eram machos e 152 (48,7%) eram de
fémeas. No entanto, foram amostrados 2.337 (74,8%) machos e 785 (25,1%)
fémeas compondo esse estudo. Analisando-se separadamente, de acordo com o
sexo, € possivel constatar maior percentual de fémeas positivas, uma vez que
7,14% dos machos avaliados foram positivos e 18,21% das fémeas foram

reativas, conforme pode ser verificado na Tabela 2. Esse maior percentual de



fémeas positivas pode ser influenciado pela vacinacdo dos animais com a cepa
B19. No entanto, nenhum animal amostrado nesse estudo tinha idade inferior a
24 meses.

Tabela 2. Distribuicdo de bovinos estado do Tocantins machos e fémeas positivos
para brucelose no teste confirmatério (2-mercaptoetanol -2ME) da totalidade de
3.122 amostras de soro coletadas entre 17 de outubro a 26 de novembro de 2019
em um frigorifico de inspecéo federal.

Amostras Positivo (%) Negativo (%) Inconclusivo (%)  Total

Machos 160 6,8% 2136 93,2% 41 1,7%  2.337
Fémeas 152 193% 602 80,7% 31 39% 785
Total 312 10,0% 2.738  90,0% 72 2,3% 3.122

Fonte: elaborada pelo autor.

O estudo de Ogata et al. (2009) avaliou 20.908 fémeas bovinas do estado
do Tocantins e observou prevaléncia de 4,4% de brucelose, resultado quatro
vezes menor em relagéo ao observado pelo presente trabalho.

Infelizmente, durante os dias que o estabelecimento disponibilizou-se a
liberar a coleta de amostras, ndo houveram animais oriundos de outros estados,
além do Tocantins. Os animais positivos foram mais incidentes nos municipios de
Babaculandia (43,7%), Palmeirante (40,0%), Couto Magalhdes (33,9%),
Aragominas (21,3%) e Sitio Novo (20,0%).

N&o foram observados animais com sinais clinicos de brucelose e sabe-se
qgue nao foram observadas lesdes post-mortem sugestivas de brucelose nas
carcacas durante os dias de coleta. Tao pouco houve notificacdo ao
estabelecimento de animais sabidamente positivos para brucelose. Isso pode
sugerir que a inspecdo post-mortem pode ndo ser suficiente para verificar a
presenca ou ndo de alteracdes causadas pela brucelose, onde ha a falta de
meios diagnosticos especificos utilizaveis pelos médicos veterinarios de inspecéo
final de carcacas durante a rotina de trabalho que os permitam associar tais

alteracdes com a infeccéo brucélica.

26



5.4 CONCLUSAO

Foi possivel observar que a ocorréncia de brucelose, em animais de abate
no estado do Tocantins é considerada alta. Isto pode estar relacionado a baixa
eficiéncia na execucdo do PNCEBT. Deficiéncias na vacinacdo e a falta de
controle zoosanitario animal sdo algumas das justificativas para os resultados
encontrados, sendo de extrema importancia a necessidade de implantar sistemas
de gestdo sanitaria na bovinocultura de corte do Tocantins para melhorar a
eficiéncia da execucdo do PNCEBT, reduzindo-se a ocorréncia da enfermidade
em animais de abate e, consequentemente, o risco a saude publica.

Das analises microbiolégicas acompanhadas foi possivel concluir que a
utilizagdo da microbiologia de alimentos como um instrumento para obtengéo de
dados a respeito da qualidade e higiene alimentar mostra ser eficaz e
fundamental para prevencédo de doencas e prejuizos econdmicos.

O periodo de estagio supervisionado obrigatério no Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos da UFNT permitiu ter uma visdo melhor da importancia
das analises microbioldgicas.

Foi possivel também aprender e aprimorar as praticas laboratoriais, o
cumprimento das legislacfes federais na area, assim como ter um melhor contato

com umas areas de atuacao da Medicina Veterinaria.
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