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RESUMO

Caracterizada como uma zoonose de etiologia bacteriana, a Brucelose Humana (BH) é
causada por bactérias do género Brucella spp. Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), a verdadeira incidéncia pode ser cinco vezes maior do que a oficialmente
relatada, devido a subnotificacdo e subdiagnéstico, justificada pela falta de suspeita
clinica e pelo desconhecimento epidemioldgico da doenca. No ano de 2014, no estado
do Parand, foi possivel observar um aumento significativo na incidéncia dos casos de
BH, passando de menos de 20 casos por trimestre, para mais de 100 casos por trimestre.
Esse dado foi observado apds um surto confirmado de 51 casos em um frigorifico na
cidade de Paicandu — PR. Ap0s esse episodio, a Secretaria Estadual de Saude e a
vigilancia epidemioldgica do estado do Parana, promoveram acdes de fiscalizacéo, para
gue a doenca fosse contida e, a partir de 2015 a doenca passou a ser de notificacao
compulsaria no estado do Parana. Além disso, um protocolo da doenca foi desenvolvido
para auxiliar no diagnéstico, tratamento e prevencéo. Os dados epidemiologicos obtidos,
proporcionaram uma analise historica dos casos no periodo de 2009 a 2018. Dos dados
laboratoriais analisados de 2009 a 2018, foram relatados 3.941 casos como suspeitos e
754 testes foram positivos. Desses, 673 positivos para o teste de Rosa Bengala, 33 para
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) IgG e 48 para ELISA IgM. Contudo, em
paralelo a esses dados, uma analise laboratorial e epidemiolégica dos casos apos o
surto, no periodo de janeiro de 2014 a janeiro de 2018, permitiu verificar que, dos 191
casos relatados como suspeitos, 90 (47,1%) foram confirmados. A maioria dos casos
ocorreu em agricultores (60%), médicos veterinarios (17,6%) e funcionarios de frigorifico
(14,7%). Esses dados possibilitaram a associacdo ao risco ocupacional, verificado em
84,7% dos casos confirmados. Além disso, a manipulacdo de animais e o consumo de
leite ndo pasteurizados foram associados ao o teste positivo de ELISA IgM. Os dados
obtidos correlacionam a doen¢a em sua maioria a casos ocupacionais e, além disso, é
possivel ressaltar a importancia e efetividade verificadas na reducdo da incidéncia dos

casos com a implantacdo do protocolo de BH no estado do Parana.

Palavras — chave: Brucelose Humana, epidemiologia, surtos, doenca ocupacional.



ABSTRACT

Characterized as a zoonosis of bacterial etiology, human brucellosis (BH) is caused by
bacteria of the genus Brucella spp. According to the World Health Organization (WHO),
the true incidence can be five times higher than the officially reported, due to
underreporting and underdiagnosis, justified by the lack of clinical suspicion and the
epidemiological ignorance of the disease. In the year 2014, in the state of Parana, it was
possible to observe a significant increase in the incidence of cases of BH, from less than
20 cases per quarter, for more than 100 cases per quarter. This data was observed after
a confirmed outbreak of 51 cases in a refrigerator in the city of Paicandu — PR. After this
episode, the state health secretariat and the epidemiological surveillance of the state of
Parana, promoted surveillance actions, so that the disease. Contained and, from 2015
onwards, the disease became compulsory notification in the state of Parana. In addition,
a protocol of the disease was developed to assist in diagnosis, treatment and prevention.
The epidemiological data obtained, provided a historical analysis of the cases in the period
from 2009 to 2018. Of the laboratory data analyzed from 2009 to 2018, 3,941 cases were
reported as suspects and 754 tests were positive. Of these, 673 positive for the Rosa
Bengal test, 33 for IgG ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) and 48 for IgM
ELISA. However, in parallel to these data, a laboratory and epidemiological analysis of
cases after the outbreak, from January 2014 to January 2018, showed that, of the 191
cases reported as suspected 90 (47.1%). Were confirmed. Most cases occurred in
farmers (60%), veterinary physicians (17.6%) and refrigerator employees (14.7%). This
data associated with occupational risk, verified in 84.7% of the confirmed cases. In
addition, animal manipulation and milk consumption are not pasteurized were associated
with the positive IgM ELISA test. The data obtained correlate the disease mostly to
occupational cases and, moreover, it is possible to emphasize the importance and
effectiveness verified in the reduction of case cases with the implementation of the BH

protocol in the state of Parana.

Key words: Human Brucellosis, epidemiology, outbreaks, occupational disease
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1. INTRODUCAO

No decorrer dos ultimos anos esta cada vez mais evidente que o conceito "One
Health" tem se tornado essencial na resolugéo e prevencao de doencas relacionadas
a saude humana e animal. Os seres humanos dependem dos animais para
sobrevivéncia alimentar e desenvolvimento socioeconémico. Perante esse cenario,
esses mesmos animais podem transmitir uma série de doencas, denominadas
zoonoses e algumas delas podem ser potencialmente fatais (Colombe et al., 2018)*.

Foi estimado mais de 125 bilhdes de dolares em perdas econbémicas,
considerando o custo econdmico mais ampliado de algumas doencas que atingem
pessoas e animais globalmente no periodo entre 1995-2008 (Pessegueiro; Barata e
Correa., 2003)2. A importancia desse conceito vem ao encontro da evolucdo do
numero de casos de Brucelose desde a sua primeira identificacdo em 1887 (B.
melitensis por David Bruce). Com isso novas espeécies surgiram, com novas
caracteristicas, resultando dessa forma, em uma maior interacdo com a saude
humana (Newcomb., 2008)3.

A Brucelose é caracterizada como uma zoonose altamente contagiosa, de
etiologia bacteriana, causada por bactérias do género Brucella e é uma das mais
disseminadas doencas infecciosas no mundo. Tem capacidade de provocar infeccéo
cronica debilitante em humanos e esté associada a altas taxas de mortalidade e/ou
esterilidade em animais (Franco; Mulder e Gilman., 2007)%.

Esta doenca de caracteristica regional e sazonal esta ligada principalmente a
exposicdo ocupacional e doméstica (Deniz et al.,, 2015)°. A infeccdo pode ser
transmitida tanto pelo contato direto/indireto com animais contaminados ou pelo
consumo de produtos de origem animal que estdo contaminados, além da exposicdo
gue pode ocorrer em casos de acidente vacinal, que acometem principalmente

médicos veterinarios (Hyeda; Sbardellotto., 2015)8.

Sua fisiopatologia ainda nédo esta totalmente esclarecida, porém sabe-se que é
uma doenca de ordem sistémica, podendo vir a atingir qualquer 6rgdo do corpo humano
de forma aguda, subaguda ou crbnica. Além disso, apresenta sintomatologia variavel

dificultando o diagndstico e tratamento precoce (Pappas et al., 2006)’.



bY

Dados mundiais relacionados a epidemiologia da brucelose humana (BH)
revelam que néo é possivel estimar sua verdadeira incidéncia, pois o numero estimado
de casos pode ultrapassar cinco vezes os dados oficiais. Além disso, a falta de
notificagdo e o diagnostico adequados dificultam ainda mais a veracidade de dados
estatisticos (Carvalho et al., 1995)8,

O enfoque na saude publica assume um papel importante quando se fala em
Brucelose Humana, pois além de afetar a médio e longo prazo trabalhadores e donos
de propriedades rurais, podendo ocasionar incapacidade ou diminuicdo parcial em
seus trabalhos, pode afetar significativamente a fabricacdo de produtos de origem
animal, de modo a impactar diretamente na saude humana, economia e comeércio
ligados a producdo animal (Ministério da Saude., 2004)°.

O Brasil, quanto ao Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA), possui um papel
de fundamental importancia relacionado as politicas publicas de satde humana e animal.
Esses programas auxiliam no gerenciamento das doengas, de modo a fortalecer a
situacao do pais, mediante aplicacdo de diretrizes de prevencao, vigilancia, controle e
erradicacdo de doencas dos animais terrestres e aquaticos (Ministério da Agricultura,
2013)%°. Para tanto, a notificacdo obrigatéria de zoonoses, tanto na suspeita quanto na
ocorréncia, € importantissima para atuacao precoce e efetiva do Servico Veterinario
Oficial, visando manter a melhor situacéo para a saude animal e colaborar na promocao
de saude humana.

Para o MAPA, a Brucelose, juntamente com a tuberculose bovina, possui papel de
destaque no Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e da
Tuberculose Animal — PNCEBT, instituido em 2001, e que recentemente foi revisto pela
Instrucdo Normativa SDA n° 10, de 3/03/2017. O programa tem por objetivo reduzir a
prevaléncia e a incidéncia dessas doencas em bovinos e bubalinos, visando a
erradicacdo (Ministério da Agricultura., 2019)%°.

A estratégia de atuacdo do PNCEBT é baseada na classificacdo das unidades
federativas quanto ao grau de risco para essas doencas e na definicdo e aplicacdo de
procedimentos de defesa sanitaria animal, de acordo com a classificacdo de risco. S&o
também preconizadas um conjunto de medidas sanitarias compulsorias, associadas a
acOes de adesdo voluntaria. As medidas compulsorias consistem na vacinacao de
bezerras entre os trés e oito meses de idade contra a brucelose e o controle do transito
de animais. J& as voluntarias consistem na certificacdo de propriedades livres de

brucelose ou de tuberculose (Programa Nacional de Controle e Erradicagéo da Brucelose
2


http://www.agricultura.gov.br/assuntos/sanidade-animal-e-vegetal/saude-animal/programas-de-saude-animal/brucelose-e-tuberculose/tb-4-medidas-sanitarias.pdf

e da Tuberculose Animal (PNCEBT)., 2017)%.

A eficacia de um programa nacional de promoc¢édo de saude animal, qualquer que
seja a doenca envolvida, depende em parte da qualidade e padronizacdo dos meios de
diagnésticos utilizados. Para tanto, o PNCEBT, padroniza critérios de diagndstico e
interpretacéo adequados para definicdo, controle e erradicacao da doenca.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliacdo e descricdo dos casos de Brucelose Humana (BH) no estado do
Parana apoés relato de um surto no municipio de Paicandu num abatedouro de

bovinos.

2.2 Objetivos especificos

e Descricao dos casos de BH no estado do Parana, no periodo de janeiro de
2014 a janeiro de 2018;

e Avaliacéo epidemiolégica dos casos de BH no estado do Parana frente aos
dados clinicos e resultados soroldgicos obtidos no periodo de janeiro de
2014 a janeiro de 2018;

e Andlise historica dos resultados sorolégicos obtidos no periodo de 2009 a
2018;

e Avaliacdo do impacto da implementacéo do Protocolo de Brucelose Humana,

apos o surto de casos confirmados na cidade de Paicandu — PR;



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Epidemiologia

Seus hospedeiros sdo variaveis e estao presentes em localizacdes geogréficas
especificas. Trata-se de uma doenca pouco diagnosticada e sua verdadeira incidéncia
é desconhecida devido a uma variedade de sistemas de vigilancia sanitarios falhos
(Ministério da Agricultura., 2017)°.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), acredita-se que, mesmo em
paises desenvolvidos, a incidéncia seja cinco vezes maior que a relatada, devido a
falha no diagnostico que é resultado do quadro clinico inespecifico, inadequacéo de
diagnostico e terapéutica e, consequentemente, a subnotificacdo. A distribuicdo
geografica da doenca inclui paises historicamente endémicos, como Portugal, Franca,
ltalia, Grécia, Espanha, Turquia, Norte da Africa, México, Caribe e Oriente Médio. Uma
das hipéteses para o aumento da prevaléncia da doenca se da devido as altas taxas
de migragéo e turismo internacional (SESA - SEVS - CEVA., 2015),

Aléem de ser considerada uma doenca reemergente e seu patdgeno como
agente potencial para bioterrorismo, outra hipétese que pode justificar o aumento
significativo da doenca nos ultimos anos sao os surtos, que acontecem quando ocorre
um aumento repentino do nimero de casos em uma regido especifica e, no caso da
brucelose, normalmente estdo relacionados a exposi¢cdes acidentais ocupacionais
(Greenfield et al., 2002)*2.

Um surto que ocorreu em Penang, na Malasia, no periodo de marco de 2011 a
abril de 2012, foi relatado como o maior surto de brucelose na regido, pois nesse local
a doenca nao € endémica. O caso indice foi com o proprietario da fazenda de cabras
de 45 anos, que permaneceu com 0s sintomas pelo periodo de trés semanas e alegou
ter consumido leite ndo pasteurizado e vendido ao publico. Apés uma anélise
epidemiologica no periodo de um ano, 79 pessoas foram diagnosticadas com
brucelose, sendo que, ao final do tratamento, um terco dos pacientes apresentaram

sequelas e 21% dos casos apresentaram recidiva (Leong et al., 2015)*3,



Outro surto relatado no ano de 2006 em Israel, trouxe um caso de transmissao
de uma gestante de 24 semanas de gestacdo que, ao receber o diagnéstico de
placenta prévia, apds sangramento e choque hipovolémico, necessitou realizar uma
cesariana de emergéncia. Apés a cirurgia, cinco casos de contaminacdao, incluindo a
gestante e o lactente (que foi a 6bito), foram confirmados e mais 95 casos suspeitos
foram relatados e apoés investigacdo, negativados. A espécie de Brucella isolada foi
B. melitensis e a conclusédo ao final da investigacdo foi que a contaminag&o ocorreu
por exposi¢do ao feto contaminado e que, apesar de todos estarem devidamente
protegidos, a cirurgia foi dificultada pela extracdo placentaria, sangramento uterino
macico e um derrame de liquido amniotico, o que provavelmente resultou na
contaminacdo do ambiente e, consequentemente, da equipe que realizava o
procedimento (Mesner et al., 2007)%.

No periodo de 2012 a 2016, a European Centre for Disease Prevention and
Control, publicou relatérios com os dados epidemiolégicos de casos notificados
anualmente nos paises Europeus. Em 2016, foram 549 casos reportados e, desses,
524 foram confirmados. A taxa de notificacdo durante esse periodo de quatro anos
manteve-se estavel com pequenas variacbes. Contudo, os principais dados
observados foram a taxa de notificacdo (0,10 casos por 100.000 habitantes)
observada na faixa etaria entre 45 e 64 anos, sendo os principais paises afetados
Grécia, Portugal e Itdlia (ECDC., 2014, 2015, 2016)*°.

O Brasil é o pais que abriga a maior populacédo comercial de bovinos no mundo,
sendo esse um fator presumivel de risco para 0 aumento da prevaléncia da brucelose
humana causada pela B. abortus. Contudo, além da estimativa epidemiolédgica acerca
dessa doenca ser escassa, sua prevaléncia real é desconhecida, tanto por ndo se
tratar de uma doenca de notificacdo compulséria como pela dificuldade de meios de
diagndsticos (Coura, 2013; Cardoso Costa, 2011)%: 17,



De acordo com o Sistema de Informacfes Hospitalares do SUS do Ministério
da Saude, entre janeiro de 2008 a abril de 2011 houve 108 interna¢cfes devido a
brucelose, sendo a média de dias de internacdo de 9,5 dias e o numero de ébitos
chegando a 4 nesse periodo (Combravet., 2008)*8. Contudo, a incidéncia da brucelose
humana no Brasil € subestimada devido ao quadro clinico da doenca ser
extremamente variavel, o que leva a falta de notificacéo as autoridades sanitarias pelo
diagndstico erréneo realizado pelos médicos (Germano., 2003)*.

E possivel constatar que, entre as doencas infecciosas transmissiveis ao
homem, a brucelose na espécie humana continua a ocupar um risco de saude publica,
de dificil diagnostico, tratamento, controle e erradicacdo (Soares et al., 2015)?°. Além
disso, a brucelose tem lugar de destaque quando se fala em doenca ocupacional por
afetar profissionais da area agropecuaria (que lidam com animais ou producéo
leiteira), funcionarios de acougues (que participam diretamente do abate de animais e
estdo expostos ao sangue, carcacas e visceras), além de médicos veterinarios e
profissionais de laboratorio (microbiologistas). A doenca faz parte da lista de doencas
infecciosas e parasitarias relacionadas com o trabalho, sendo classificada no Grupo |

do Cadigo Internacional de Doencas - CID 10 (Ministério da Sadde., 1999)?1.



3.2 Agente etioldgico

A Brucelose é causada por bactérias do género Brucella spp., pertencente a
uma a2 subdivisdo das proteobactérias, juntamente com Ochrobactrum spp,
Rhizobium spp, Rodobacter spp, Agrobacterium spp, Bartonella spp e Rickettsia spp.
Sao cocobacilos ou bastonetes curtos, Gram-negativos, imoéveis, ndo formam
capsulas, esporos ou flagelos. Sdo aerdbios, mas algumas cepas (B. ovis) requerem
um complemento de 5 a 10% de CO: para seu crescimento. S4o observados no
microscopio em cadeias curtas ou, na maioria das vezes, isolados (Moreno et al.,
1990)2L.

Possui uma membrana externa muito semelhante a de outros bacilos Gram-
negativos. Para o correto isolamento da bactéria, alguns meios seletivos tém sido
utilizados. Seu crescimento em meio soélido necessita de 48 horas de incubacéo a 37
°C, contudo, seu crescimento pode ser estimulado com a adi¢cdo de proteina animal,
como extrato de figado e uma concentracdo especifica de glicose (BD, 2003;
Yagupsky, 1999)?2 23,

Sua classificacao inclui uma gama amplamente diversificada baseada em seus
hospedeiros preferidos, incluindo mamiferos aquaticos e terrestres, como suinos,
bovinos, caprinos, ovinos, cées, golfinhos, baleias, focas e ratos madeira do deserto.
Atualmente seis patégenos pertencem o género Brucella, B. abortus (bovinos), B.
melitenses (ovelhas e cabras), B. suis (porcos), B. ovis (ovelha), B. canis (caes) e B.
neotomae (ratos do deserto de madeira). Novos isolados foram relatados e,
provisoriamente, chamados de B. inopinata (humanos), B. pinnipedialis e B. ceti
(mamiferos aquaticos) e B. microti (ratazana), sendo esses reconhecidos como novas
espécies, elevando o numero para dez espécies no género (Pappas et al., 2005;
Murray et al., 2005)%* 25,

3.3 Mecanismo de patogenicidade

A parede celular é semelhante a das bactérias Gram-negativas. Possui duas

camadas externas e, anteriormente a estas camadas, possui uma camada



espessa de

peptideoglicanos, constituida por fosfolipidios (camada interna) e lipopolissacarideo
(camada externa) — (LPS), sendo este antigeno o mais importante componente na
resposta imune dos anticorpos durante a infeccdo por Brucella (Figueiredo et al.,
2015)%.

Dentro do hospedeiro, Brucella possui forte tropismo tecidual replicando-se
dentro de vacuolos de macrofagos, trofoblastos placentarios e células dendriticas.
Dessa forma, modula a resposta imune do hospedeiro e dissemina-se para os tecidos.
Seu “estilo de vida intracelular” dificulta as repostas imunes inatas e adaptativas, de
modo a diminuir o efeito de alguns antibidticos e participa das caracteristicas da
doenca nos hospedeiros, dividindo-a em trés fases: (i) fase de incubacao, antes dos
sintomas clinicos serem evidentes; (ii) fase aguda, na qual a bactéria invade e
multiplica-se no tecido do hospedeiro e (iii) fase cronica, podendo eventualmente
resultar em danos severos e/ou morte do hospedeiro (Martirosyan et al., 2013)%’.

Apoés a adesdao, internalizacédo, sobrevivéncia e replicacdo da Brucella nas
superficies suscetiveis dos hospedeiros, ocorre uma ligacdo a superficie das células
epiteliais da mucosa, induzindo um mecanismo semelhante a um “ziper’ para
internalizagdo (Elsa et al.,, 2004)%®. Apdés a sua invasdo, ela interage por um
determinado periodo com o compartimento intracelular relacionado a rede endocitica
precoce, que se transformard em vacuolo autofagico membranoso. Esse vacuolo &
controlado por brucelas virulentas que, ao controlarem a sua maturacdo, permitem a
geracdo de uma organela replicativa, onde a replicacdo macica intracelular ocorre
(Pizzarro et al., 1998; Rossetti et al., 2012)2°: 30,

No caso das fémeas bovinas em idade de reproducdo e eventualmente os
machos, Brucela multiplica-se no interior dos fagécitos, disseminando-se
principalmente pela via hematogénica, acometendo principalmente Uteros gravidicos
(ocorre devido a producdo do horménio eritritol, que funciona como um fator
estimulante de atracdo e crescimento para as brucelas), tecidos mamarios, 6steo-
articulares e 6rgaos do sistema reprodutor masculino. No caso das fémeas pode
provocar aborto, retencéo de placenta, endometrites, corrimentos vaginais e mastites
e nos machos, orquite, epididimite e esterilidade. O aparelho locomotor também pode
sofrer danos, como espondilites em vértebras toracicas e lombares e bursites
(Grasso., 1998)3L. As espécies mais patogénicas ao homem incluem B. melitenses, B.

abortus e B. suis. No Brasil, a maioria dos casos de brucelose estd associada a
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infeccdo por B. abortus (Tuon et al., 2017)3.

3.4 Mecanismos de Transmissdo da Brucelose

A transmisséo da brucelose raramente acontece de humano para humano.
Poucos estudos de casos comprovados relatam a aquisicdo da infeccdo de origem
humana pela transmissdo da mae para a crianca através da circulacdo placentéria,
exposicdo a secrecOes da mae durante o parto, amamentagcédo (Vierucci, 1963;
Palanduz et al., 2000)3% 4, transfus&o de sangue (Akcakus et al., 2005)%, transplante
de medula 6ssea (Ertem et al., 2000)* e contato sexual (Ruben et al., 1991) ¥,

Sua via principal de transmissdo ocorre por meio da ingestdo de leite ou
derivados de animal infectado n&o pasteurizado, manipulagcéo de carne contaminada,
contato direto com animal doente ou feto abortado e manipulacéo incorreta da vacina
(B19) (Yumuk et al., 2012; SESA - SEVS - CEVA., 2015)% 11, |sso acontece porque
apos o parto as bactérias séao eliminadas do Utero, mas o animal permanece portador

da doenca por tempo indeterminado (Conceigao et al., 2005)%.

Reservatério Fatores
animal ocupacionais

)

P an W
rs

Fig 1. Mecanismo de Transmisséo da Brucelose Humana, Animal x Humano.

10



3.5 Diagnastico clinico

Possui uma gama muito variavel de manifestagfes clinicas totalmente
inespecificas, incluindo sudorese noturna, febre, artralgia, astenia, anorexia e dor
lombar. Por esse motivo, se tornou uma doenca de dificil diagndstico, podendo ser
confundida com patologias comuns, como doencas vasculares, maléria, tuberculose,
febre reumética ou leishmaniose. Por isso, requer do profissional clinico conhecimento
epidemiolégico e suspeita clinica (Aygen et al., 2002)4°. Além disso, é caracterizada
por frequentes complicacdes que determinam a brucelose na fase crénica, como
espondilodiscite, sacroileite, meningite, meningoencefalite e endocardite, dessa forma
exigindo diferentes estratégias quando ocorrem manifestacfes sistémicas (Cunha et
al., 2012; Mantur et al., 2007; Buzgan et al., 2010)*% 42 43,

3.6 Brucelose Aguda

A classificacdo da doenca também pode basear-se nas diferentes formas
clinicas, duracéo da sintomatologia e a conclusdo da terapia antimicrobiana correta.
A fase aguda apresenta um periodo de incubacéo que pode variar entre duas a trés
semanas, acompanhada de febre alta (podendo apresentar-se remitente, intermitente,
irregular ou ondulante), sudorese profusa (predominantemente noturna) e mialgia
generalizada. Aproximadamente 40% dos casos envolvem 0ssos e articulagdes,
sendo a sacroileite comumente presente (Pappas et al.,2006; Andriopoulos et al.,
2007)7: 44,
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3.7 Brucelose Crbnica

Um dos problemas clinicos mais frequentes € o de diferenciar as formas aguda
e crbnica. Por isso, a maioria dos especialistas concorda que o termo “brucelose
cronica” deve ser reservado para pacientes cujos sintomas clinicos persistem por 12
meses ou mais, desde o momento do diagnéstico. Por esse critério, 0s pacientes sao
divididos em trés categorias: (1) recaidas, (2) infeccdo crbnica localizada e (3)
convalescenca. Sendo necessario utilizar o esquema terapéutico por longos periodos,
com isso, as recidivas sédo frequentes e a maioria ocorrem entre trés a seis meses
apos a interrupcédo da medicacéo (Cunha et al., 2012; Aygen et al., 2002)4°: 41,

A recaida é definida como a recorréncia de sinais e sintomas caracteristicos da
doenca, ocorrendo apos o curso completo do tratamento. Pacientes com recaidas tém
claramente sinais de infec¢éo, como febre e anticorpos IgG no soro. A maioria das
recaidas ocorre seis meses apos a terapia ser interrompida e ndo é relacionada a
resisténcia aos antibidticos, podendo repetir o tratamento com as mesmas drogas. A
convalescenca tardia € definida por persisténcia de sintomas, sem sinais objetivos de
infeccdo (febre) em pacientes que completaram o tratamento; os titulos de anticorpos
diminuem ou desaparecem e alguns doentes ndo sao beneficiados com repeticdo de
antibioticoterapia (Mantur et al.,2007)%2.

Devido a sua variedade de sintomas, a BH € por vezes confundida com outras
doencas. Por isso, para o estabelecimento do diagndstico ou grau de suspeita é
imprescindivel conhecer a histéria epidemioldgica fornecida pelo paciente, histéria de
viagens, assim como de exposi¢cao a animais de pastoreio e ingestao de lacticinios e

seus derivados (Ariza et al., 1995)%°,
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3.8 Diagnostico Laboratorial

O diagnostico definitivo de brucelose requer um exame bacteriolégico positivo,
isto é, a identificacdo de Brucella proveniente do sangue, da medula 6ssea ou, mais
raramente, de outros liquidos organicos (liquido cefaloraquidiano, liquido sinovial ou
exsudado de abcesso). Devido ao lento crescimento desse micro-organismo, a cultura
deve persistir no minimo entre quatro a seis semanas. Sua sensibilidade varia de
acordo com as préticas laboratoriais e os métodos utilizados para coleta da amostra.
As culturas apresentam um percentual de positividade em 50 a 70% dos casos, tendo
uma probabilidade maior de isolamento do micro-organismo no sangue, uma vez que
na fase de bacteremia a sua quantidade é mais elevada. Entretanto, em doentes com
infeccdo cronica, a sensibilidade da cultura pode ser baixa. No caso da utilizacéo do
teste de Rosa Bengala, o mesmo sO0 deve ser utilizado para inquéritos
epidemiologicos, pois sua positividade indica contato com o0 agente e néo
necessariamente infeccao e, além disso, os resultados podem permanecer positivos
por dois ou trés anos, sendo necessaria associacdo com outros testes para
confirmacdo. (Akcakus et al., 2005; Mantur et al., 2007; Solera et al., 1998)3% 42 46,

Além do teste de Rosa Bengala, outros testes podem ser utilizados, como teste
de soro aglutinacdo (SAT), dosagem de imunoglobulinas IgG e IgM, teste de ELISA e
o teste de PCR (reacdo em cadeia da polimerase). Quando a confirmacéo
bacteriol6gica nao é possivel o diagndstico é soroldgico, baseando-se na deteccéo de

titulos elevados ou da subida de anticorpos especificos (Arizaet al., 1986)*’.
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3.9 Tratamento

3.9.1 Tratamento da Brucelose Aguda

De modo geral, além de tratar a infec¢éo por brucelose para que haja a cura do
paciente, € necessario que também haja prevencao da recidiva. Por isso, quanto mais
precoce for o tratamento, mais sucesso no tratamento o médico e o paciente terdo. E
importante salientar que em casos complicados pode haver necessidade de
tratamento adicional ou até mesmo intervencao cirurgica.

De acordo com os guidelines definidos pela OMS, para cada tipo de
classificacdo existe um tratamento adequado (Pessegueiro et al., 2003). No caso da
brucelose ndo complicada em adultos e criangas, com idade igual ou superior a oito
anos, o tratamento pode assumir duas formas. Uma das formas recomendadas € uso
da monoterapia com doxiciclina, porém a taxa de recidiva varia de 10 a 20%. Por isso,
€ imposto a associacdo de doxiciclina (100 mg administrados oralmente e em regime
bidiario, durante seis semanas) e estreptomicina (1 g diariamente, via intramuscular,
durante duas a trés semanas) Quando utilizado esse esquema terapéutico, a taxa de
recidiva reduz para 5 a 10% (Kilic et al., 2013)%.

Em casos de incapacidade de internamento hospitalar € utilizada a alternativa
de associacao de doxiciclina (200 mg diariamente) com rifampicina (600 — 900 mg
diariamente), ambas durante seis semanas e administradas oralmente. Porém, esse
regime é menos eficaz na prevencdo de recidivas, que podem acontecer devido a
interacdo que ocorre entre 0s antibioticos, na qual a rifampicina promove o aumento
do cleareance plasmatico de doxiciclina, podendo conduzir a falha terapéutica. A
utilizacdo de rifampicina deve ser cautelosa e s6 deve ocorrer em caso de exclusédo
de diagnéstico de tuberculose, pois em caso de utilizacgdo em monoterapia pode
induzir a resisténcia (Solera et al., 1998)4.

Outra possibilidade de associa¢fes terapéuticas inclui fluorquinolonas com
doxiciclina ou rifampicina, ou trimetropim/sulfametoxazol em associacdo com
doxiciclina, estreptomicina ou rifampicina. O desaparecimento dos sintomas ocorre
entre quatro a catorze dias apos o inicio do uso de antibiticos e apés o inicio do

tratamento.O agravamento agudo, intenso e transitdério dos sintomas pode ocorrer,
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mas sem necessidade de interrup¢do do tratamento (Shehab et al., 1990)*°.

3.9.2 Tratamento da Brucelose Complicada

Em situacbes de brucelose complicada pode haver necessidade de
prolongamento do tratamento para no minimo doze semanas. A ineficacia do
tratamento pode ocorrer devido ao uso incorreto do antibiético prescrito e, em casos
esporadicos, ao desenvolvimento de resisténcia ao farmaco. Para complicacoes
osteoarticulares o tratamento € diversificado. Em casos de sacroileite sédo necessarias
seis semanas. A espondilite, a osteomileite e as complica¢des associadas (abcesso
paravertebral e epidural, por exemplo) necessitam de pelo menos oito a nove semanas
de tratamento. Em doentes com neurobrucelose a acdo do farmaco dependera
primariamente da penetracdo no sistema nervoso central (SNC). Para casos de
endocardite ha necessidade de o antibiotico atingir concentracdes elevadas nas
vegetacdes valvulares e, por isso, deve-se utilizar terapias triplas nestes casos. O
tratamento é longo, podendo variar de oito a seis meses e, em alguns casos, pode
prolongar-se por até trés anos. Em casos de necessidade de intervencéo cirdrgica, o

tratamento deve ser mantido até que ocorra a intervencéo (Yousefi et al., 2012)%°.

3.9.3 Tratamento da Brucelose para grupos especiais

A intervencdo em recém-nascidos e criancas menores de oito anos permanece
indefinida. Embora seja de conhecimento geral que tetraciclinas ndo podem ser
administradas neste grupo, ainda néo foi esclarecido qual o regime mais eficaz a
aplicar. Segundo a OMS, a terapia de primeira linha consiste na combinacdo de
trimetoprim/sulfametoxazol (8/40 mg/Kg/dia, toma bidiaria, via oral, durante seis
semanas) com estreptomicina (30 mg/kg/dia, em toma Unica diaria, via intramuscular,
ao longo de trés semanas) ou com gentamicina (5 mg/kg/dia, em tomada Unica diaria,

endovenosa ou intramuscular, durante sete a dez dias) (WHO., 2004)%.. Em
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alternativa, pode estar indicado o uso de trimetoprim/sulfametoxazol e rifampicina (15
mg/kg/dia, em toma Unica diaria, via oral), ambos durante seis semanas, ou a
combinacéo de um aminoglicosideo com rifampicina (Tierney et al., 2001)°2.

Para gestantes o diagndstico precoce € de fundamental importancia devido a
restricdo que alguns farmacos possuem por atravessarem a barreira placentaria e
causarem toxicidade ao feto. Por isso, é recomendada a administracdo de elevadas
doses de trimetoprim/sulfametoxazol ou de rifampicina ao longo de quarenta e cinco
dias. Em doentes com idade superior ou igual a cinquenta e cinco anos, a
estreptomicina deve ser evitada devido a sua ototoxicidade. Um estudo, realizado em
2012 sugere que esta deve ser substituida em todos os casos por gentamicina (3-5
mg/kg/dia, em toma Unica diaria, endovenoso ou intramuscular), dada a sua menor
toxicidade (Solis et al., 2012)%3.
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4. Formas de prevencéo

Devido a fragilidade imunitaria e vulnerabilidade do doente ap6s o tratamento,
€ necessario que haja vigilancia médica durante aproximadamente dois anos para que
haja deteccéo precoce de possiveis recidivas. Tendo em vista que a brucelose € uma
doenca ocupacional, é necessario que haja controle e erradicacdo da doenca nos
animais como forma de prevencao para transmissao ao homem. Atualmente existem
vacinas disponiveis para que haja a imunizacgéo, controle e prevencao da doenca em
animais. Em casos de risco ocupacional devem ser tomadas medidas de higiene
sanitarias e uso de equipamentos de protecao individual EPIs (EPIs). Com relacdo as
possiveis fontes de contaminacao alimentares, o0 ndo consumo principalmente de leite
e produtos lacteos néo pasteurizados seria uma das formas de prevencdo para
possiveis contaminacdes humanas (Fontes et al.,2014; Heymann.,2005; Lawinsky et
al.,2010)54 5 56
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Abstract

Background

Human brucellosis (HB) is a bacterial zoonosis that is more frequent in low income and middle-
income countries; it is sometimes associated with outbreaks. The aim of this study was to
describe the largest outbreak of HB in Brazil.

Methods

A retrospective cohort study of patients suspected of having contracted HB in the state of
Parana, Southern Brazil from January 2009 to January 2017. Following an outbreak of 51 cases
of HB in a slaughterhouse at Paicandu in 2014, HB was defined as an obligatory reportable
disease in the State. Diagnostic tests for HB included serum agglutination, ELISA (1gG or IgM)
and polymerase chain reaction (PCR). Clinical, laboratorial and epidemiological data were
analyzed. A P value of 0.05 was considered statistically significant.

Results

Out of a total of 3,941 patients, 754 presented with a positive test result for HB. After 2014,
there was a significant increase in the number of cases, exceeding 100 cases per trimester. In
the beginning of 2015, the workgroup of HB started several actions for prevention and
treatment, and the number of cases progressively diminished to fewer than 20 cases per
trimester. Of 191 reported cases, an occupational risk was found in 84.7%; most cases occurred
in farmers (60.0%), veterinarians (17.6%) and slaughterhouse workers (14.7%). Manipulation
of animals and unpasteurized milk consumption were associated with positive Brucella IgM
ELISA with an odds ratio (OR) of 1.42 (1.09-1.84) and 1.48 (1.01- 2.15), respectively.
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Conclusions

HB outbreaks can occur in low to middle-income countries and are associated with
slaughterhouse work, handling of unpasteurized milk and animal manipulation. Intensive
programs for control of HB are important to reduce the number of cases.

Author summary

Human brucellosis (HB) is a bacterial zoonosis more frequent in low income and middle-
income countries. The number of cases has increased in Southern Brazil since 2014.
Considering the risk of dissemination of the disease, the authors evaluated the whole spectrum
of the disease in the State of Parana, where cases were reported. More than 3,500 patients at
risk for the disease were evaluated and 754 presented with positive blood test results for human
brucellosis. The local Health Agency established a program of brucellosis treatment and
prevention in the following year. After the intensive control program, there was a significant
reduction in the number of HB cases.Human brucellosis (HB) is a bacterial zoonosis more
frequent in low income and middle-income countries. The number of cases has increased in
Southern Brazil since 2014. Considering the risk of dissemination of the disease, the authors
evaluated the whole spectrum of the disease in the State of Parana, where cases were reported.
More than 3,500 patients at risk for the disease were evaluated and 754 presented with positive
blood test results for human brucellosis. The local Health Agency established a program of
brucellosis treatment and prevention in the following year. After the intensive control program,
there was a significant reduction in the number of HB cases.

Introduction

Human brucellosis (HB) is a bacterial zoonotic infection caused by Brucella spp. and is
transmitted from several sources to humans. The main sources are cattle, sheep, goats, and pigs,
which transmit the microorganism to humans through direct contact with infected animals or
ingestion of contaminated food products [1]. The Gram-negative bacillus is transmitted through
inhalation or the gastrointestinal route, causing a polymorphic acute or chronic inflammatory
disease [2]. HB-related mortality rate was less than 1% of cases as reported by Buzgan et al.
[3]. Nevertheless, the burden of disability caused by acute brucellosis is similar to that of acute
malaria [4].

The burden of HB is not well defined because its incidence is always underestimated. Active
surveillance of HB is not routinely performed, and most of the cases in low- and middle- income
countries are poorly investigated [5]. The number of HB cases has decreased in industrialized
countries, but it remains a concern in low- and middle-income countries.

In Brazil, brucellosis in cows [6], dogs [7], buffalos [8], sheep [9], goats [10], deer [11], horses
[12], dolphin [13], and other animals has been reported. Human cases [14] and outbreak of
laboratory-acquired Brucella abortus [15] have been described sporadically. However,
serosurvey studies suggest that the infection is more prevalent than reported [16, 17].

Since the first case that was published in Brazil in 1934 [18], HB has been reported throughout
the country, but it is generally restricted to workers of slaughterhouses, consumers of
unpasteurized milk from areas of high incidence of bovine brucellosis [19], and agricultural
workers [20]. In this study, we described the largest HB outbreak in Brazil.
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Methods

Study design

We used the STROBE Statement for cohort studies to report the results and describe the
methods. The study was approved by the ethical committee at PUC-PR
(84644718.3.0000.0020). This retrospective cohort study included patients suspected to be
infected with HB in the state of Parana, Southern Brazil.

Ethics statement

Informed consent was not necessary because this was a retrospective study. The authors
guarantee the security of the data.

Setting

In May 2015, HB was made statutorily reportable in Parana, Brazil. All probable or laboratory-
confirmed new brucellosis cases were required to be reported. This decision was taken by the
State Department of Health of Parana (SDHP) due to an outbreak comprising 51 HB cases in a
slaughterhouse at Paigandu in 2014. Thus, we evaluated the clinical data from January 2014 to
January 2018 by active surveillance. Since March 2009, all laboratory tests for brucellosis are
registered in the laboratory system of SDHP. We evaluated the positivity of serum tests for HB
from March 2009 to January 2018. The tests used to detect HB included serum agglutination
(Bengal Rose), ELISA (IgG or IgM), and polymerase chain reaction (PCR). When multiple
tests provided different results in a patient, we considered only positive results. These results
were used only for historical analysis of positive test results and not for case definition (see
below).

Case definition

Brucellosis cases were classified according to the guidelines for the management of HB in
Parana, Brazil [21].

Suspected case: any patient with acute or insidious fever plus clinical manifestations of HB plus
an epidemiological link with infected animals or contaminated food or contact of a confirmed
case.

Confirmed case: a suspected case with positive test results for Brucella spp. (serum IgM by
enzyme-linked immunoassay [ELISA] or detection of Brucella DNA by PCR).

Case excluded: a suspected case with negative laboratory findings and/or a confirmed diagnosis
for another disease.

Laboratory tests

The current working group recommends laboratory tests for suspected cases and serology and
molecular tests for the diagnosis of brucellosis. Laboratory tests required 2 mL of serum and
3-5 mL of blood to be collected in serum and ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) tubes,
respectively. The serum was stored in a specific tube between 2°C and 8°C for 72 hours. After
this period, the sample was stored at -20°C. The blood was then stored in EDTA tubes between
2°C and 8°C for 72 hours; the blood samples were not frozen. The materials used by this
working group for the laboratory diagnosis of brucellosis were BrucellalgG and IgM
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ELISA (Serion, Maringa, Brazil) and real-time PCR. The Rose Bengal test (Laborclin, Pinhais,
Brazil) has high sensitivity and specificity, but positive results can occur in asymptomatic
patients after exposure to Brucella or after vaccination [22]. Real-time PCR is considered as
the gold standard method for HB diagnosis because Brucella can only be cultured in
laboratories with at least a biosafety level 3 [23]. The PCR test was performed using BD MAX,
an open system with completely automated equipment, and the DNA-1 extraction kit and BD
MAX DNA MMK with Sample Processing Control Master Mix (BD Diagnostic Systems,
Québec, ON, Canada). Real-time PCR for detecting Brucella spp. was performed with primers
and probes that targeted the bcsp31 gene (forward GCTCGGTTGCCAATATCAATGC and
reverse GGGTAAAGCGTCGCCAGAAG) [24].

Data source and variables

Data, including patient anamnesis, exposure, clinical manifestations, and results of
Brucella laboratory tests (ELISA and PCR) were obtained by local physicians.

Statistical methods

The incidence of HB was calculated based on the number of cases divided by the population of
each city where cases were reported. The population sizes were obtained from the last
population census conducted by the Brazilian Institute of Geography and Statistics in 2012 [25].

All variables were found to be correlated with the results of the serum Brucella IgG ELISA,
Brucella IgM ELISA, and PCR. Moreover, a comparative analysis of all clinical and
laboratorial data of confirmed and unconfirmed cases was performed.

Quantitative variables were expressed as mean with standard deviation (SD) and median with
25%-75% interquartile range (IQR). A comparative analysis of continuous data was performed
using Mann-Whitney test (nonparametric) and Student’s t-test (parametric). Categorical data
were analyzed using a chi-square or Fisher’s exact test (when any categorical data presented a
value < 5 cases). A binary logistic regression was used to control confounding variables. A rate
mapping was performed to visualize the change in the city over a period by city with free
software TerraView (version 5.3.1). A P value of 0.05 was considered significant. For
significant categorical data, the relative risk (RR) with a 95% of confidential interval (95% CI)
was calculated. The statistical analysis was performed using SPSS 23.0.

Results

A total of 9,523 tests for HB were performed in the state of Parana between January 2009 and
January 2018. However, within this period, 5,582 were repeated tests, and 3,941 were single
tests (3,941 patients). From 3,941 patients, 754 tested positive for HB (673 by serum
agglutination, 33 by ELISA IgG, and 48 by ELISA IgM). Fig 1 shows a histogram of the
positive and negative test results in the period evaluated.
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Fig 2

Number of positive (dark gray) and negative (light gray) test results for human brucellosis in the
state of Parana (Brazil).

The line represents the proportion of negative test results for each positive test result.
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From 2009 to July 2014, only a small number of HB cases were reported (< 20 cases per
trimester). However, after 2014, there was a significant increase in the number of cases,
exceeding 100 cases per trimester. At the start of 2015, the HB workgroup started several
preventive actions and treatments. After the guidelines were implemented, the number of
cases progressively declined to fewer than 20 cases per trimester.

Considering only the number of clinically available patients, a total of 191 suspected HB

cases were reported: 55 (28.8%) cases in 2014, 47 (24.6%) in 2015, 23 (12.0%) in 2016 and 66
(34.6%) in 2017. Based on the number of cases in each year, the incidence of HB in the state of
the Parana was 0.49, 0.42, 0.20, and 0.59 cases per 100,000 population, in 2014, 2015, 2106
and 2017, respectively. The mean age was 37.7 = 15.5 years (median 35, IQR 26 — 49) with higher
prevalence in males ( n = 126, 66%). Of 170 cases, 144 (84,7%) had occupational risk ( 21 had
missing occupation data most cases occurred in farmers (n = 102, 60.0%), veterinarians (n = 30,
17.6%), and slaughterhouse workers (n = 25, 14.7%). The state of Parana is divided into 18
macroregions. Of the 18 regions, 9 accounted for 90.6% of cases (Fig 2). Approximately 74% of

cases (n = 126) were from rural areas and 27.6% (n = 48) from urban areas. The distribution of
cases per city is shown in Fig 2
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Fig 3
Map of the state of Parana and incidence of human brucellosis per city (cases/100.000 habitants/year)
from January 2014 to January 2018
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The prevalence of symptoms is detailed in Table 1. Myalgia/arthralgia (54,1%), fever (40,7%), adn
sweat (27,3%) werw the most common symptoms. Brucella IgM Elisa was performed in 150
patients, and 89 patient tested positive for Brucella infection(59,3%). Brucella 1gG Elisa was
performed in 59 patients, with amplification in 4 patients (6,8%). Based on the diagnostic criteria,
90 of 191 patients were diagnosed with confirmed HB (47,1%).
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Table 1

Description of reported cases of HB, relationship of variables with the number of cases, and

valid percentages based on the data obtained from January 2014 to December 2017.

Dates

Cases notified

Confirmed cases

Sex
Female
Male

Occupational risk
Farmer
Veterinarian
Slaughterhouse worker
Others

Area
Rural
Urban

Exposure and risk
Animal manipulation
Unpasteurized milk and
derivatives
RB51 vaccine accident

Symtoms
Myalgia/arthralgia
Fever
Sweat
Weight loss
Malaise/asthenia
Headach

Laboratory tests
Positive IgM Elisa
Positive 1gG Elisa
Amplification in PCR

N
191
90

65
126

102
30
25
34

126
48

101

27

79
55
35
27
42
48

89
30

%

47.1

34.0
66.0

70.8
20.8
17.3
23.6

74.0
27.6

86.3
52.4

32.9

54.1
40.7
27.3
22.7
32.6
38.1

59.3
39.5
6.8
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All patients with suspect HB with positive Brucella 1gG ELISA were analyzed to check
correlation between the test and clinical findings. The clinical, epidemiological, and laboratorial
data are shown in Table 2. Unpasteurized milk was the only factor associated with positive
Brucella 1gG ELISA. Similarly, all patients with positive Brucella IgM ELISA were analyzed
to check for any correlation with a positive test. The clinical, epidemiological, and laboratorial
data are presented in Table 3. Animal manipulation, unpasteurized milk, and weight loss were
factors associated with positive Brucella IgM ELISA (OR = 1.42 (1.09- 1.84), OR = 1.48
(1.01-2.15), and OR = 2.03 (0.92-4.33), respectively).

Table 2

Correlation of clinical, epidemiological, and laboratory data with positive Brucella 19G
ELISA in 76 patients with suspected human brucellosis (HB).

19G - 19gG + P OR
value (95% CI)
Data (N=46) (N=230)
Epidemiologic
Male 30 18 0.412
Occupational risk 30 25 0.164
Rural area 32 14 0.098
Animal 23 10 0.477
manipulation
Unpasteurized 5 25 0.010 6.00 (2.69—
milk 13.35)
RB51 vaccine 5 3 0.141
accident
Age (mean S D)  35.2+17. 36.8£15. 0.702
8 5
Symptoms
Presence 34 20 0.483
Fever 19 18 0.444
Sweat 12 6 0.206
Myalgia/arthralgia 27 16 0.399
Weight loss 16 1 0.088
Malaise/asthenia 19 7 0.589
Headache 22 7 0.486
Tests
Amplification in 0 3 0.014
PCR
Confirmed HB 7 24 <0.001

25



Table 3

Correlation of clinical, epidemiological, and laboratory data with positive Brucella IgM

ELISA in 150 patients with suspected human brucellosis (HB).

IgM -
Data (N =61)
Epidemiologic
Male 39
Occupational risk 39
Rural area 42
Animal 34
manipulation
Unpasteurized milk 20
RB51 vaccine 2
accident
Age (mean £S D)  35.4+15.8
Symptoms
Presence 37
Fever 21
Sweat 14
Myalgia/arthralgia 27
Weight loss 14
Malaise/asthenia 27
Headache 21
Tests
Amplification in 1
PCR
Reagent 1gG 7
Confirmed HB 1

IgM +

(N = 89)

60
74
64
53

23
7

40,3+15.9

41
19
14
16
5

32
15

1

21
86

P OR
value (95% CI)

0.394

0.069

0.539

0.046 1.42 (1,09 -
1,84)

0.023 1.48 (1.01 -
2.15)

0.551

0.068

0.107
0.333
0.539
0.399
0.031
0.519
0.168

0,007
<0.001

The 90 HB cases confirmed were found to be associated with animal manipulation,
unpasteurized milk, exposure to RB51 vaccine, presence of symptoms, and weight loss (Table
4). Alogistic regression was performed using the variables associated with confirmed HB cases,
and none of the variables were independently associated with the confirmed HB cases.
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Table 4

Correlation of clinical, epidemiological, and laboratory data with confirmed human
brucellosis.

Not Confirmed P OR
confirmed value (95% CI)
Data (N =98) (N =90)
Epidemiologic
Male 65 61 0.365
Occupational risk 69 75 0.076
Rural area 62 64 0.124
Animal 34 53 0.037 1.49 (1.11-
manipulation 2.00)
Unpasteurized milk 53 34 0.004 1.48 (1.01-
2.15)
RB51 vaccine 8 19 <0.001  2.33(1.27-
accident 4.28)
Age (mean +SD) 358+ 37171 0.094
15.2 55
Symptoms
Presence 43 60 0.040 1.38 (0.98-
1.91)
Fever 34 21 0.226
Sweat 20 15 0.497
Myalgia/arthralgia 44 35 0.472
Weight loss 6 21 0.029 2.00 (0.95-
4.21)
Malaise/asthenia 28 14 0.120
Headache 32 16 0.137
Tests
Amplification in 0 4 0.009 -
PCR
Positive 1gG 6 24 <0.001 22.28 (6.69—
ELISA 74.22)
Discussion

In Brazil, the first HB case was reported in Rio de Janeiro in 1934 [18]. Since then, the number
of reported cases has increased. To our knowledge, this study is the first to report a cohort of
cases after the implementation of compulsory reporting of the disease. This political decision
was made after an outbreak of 8 confirmed HB cases in a slaughterhouse in Paigandu (state of
Parand). The incidence of HB within this period was less than 1 case per 100,00 population. In
China, reporting of HB cases has been compulsory for several decades. From 1970 to 2000, the
incidence of HB was lower than 0.5 per 100,000 population [26]. In other endemic countries,
such as Iraq [27], Azerbaijan [28], and Kyrgyzstan [29], the incidence
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reached more than 100 cases per 100,000 population. These low-income countries are now
facing challenges in diagnosing HB, as it is often misdiagnosed as tuberculosis, Q fever, typhoid
fever, and malaria [30]. The incidence in developed countries is extremely low and is more
frequent in immigrant patients or occur in individuals after travelling [31].

In this study, the outbreak was clearly defined in 2014, with more than 100 cases per trimester
and fewer than 20 cases per trimester in the previous years. After the outbreak in the
slaughterhouse was identified, an educational approach was initiated in the specific
slaughterhouse as well as in other cities, and cases declined progressively in the following year.

The HB we reported can be considered an occupational disease, as it is associated with exposure
to contaminated animals in slaughterhouses and manipulation of animal products, including
unpasteurized milk. Most of the patients were young male adults, had high occupational risks,
and lived in rural areas. The map (Fig 2) showed an evident dissemination of the disease in the
State of Parana. Despite the intensive vaccination of cattle with RB51 as a matter of policy in
the state of Parana, the vaccine is only available for dairy cattle.

The frequency of HB symptoms is comparable with that reported in the literature. However,
most cases were not adequately reported by the local physicians. This underestimated some
symptoms and signs and it was impossible to classify the different forms of HB. Most cases
were subjectively classified as acute cases with the following classical symptoms: fever,
arthralgia, and weight loss. We identified certain chronic forms of HB, but most of them were
not adequately classified.

The diagnosis of HB is a real challenge because cultures are not available. The state of Parana
does not have a safety level 3 laboratory, and previous diagnoses were based only on serum
tests, specifically the Bengal rose test. After the outbreak in Paicandu, a molecular test was
standardized by the central laboratory of the state using B. abortus isolated from one patient as
a positive control. Molecular techniques have been employed as important tests for several
diseases; however, we cannot extend this concept for HB. In most cases with typical symptoms,
positive ELISA serum test results and clinical response to HB therapy with aminoglycoside and
doxycycline contrast with undetectable DNA by PCR. The positive control developed in the lab
and used in the PCR had high accuracy, as reported in the literature, but we cannot extend these
results to clinical practice [32—-34]. Unfortunately, PCR was not performed in most cases due
to inadequate blood samples. The protocol uses EDTA tubes, and only the tubes used for
serology had been sampled. Most diagnoses were based on the symptoms and IgM ELISA, a
well-established method in the literature, despite false positive test results [35-37]. Considering
all the challenges to the diagnosis and management of HB, a study group developed local
guidelines to help physicians, local epidemiology divisions, and veterinarians in the diagnosis,
management after exposure, and reporting of the disease [21].

The correlation of serum tests with epidemiological data showed that positive Brucella 1gG
ELISA was associated with the consumption of unpasteurized milk. Positive Brucella IgM
ELISA was also associated with animal manipulation. ELISA for Brucella IgG is a sensitive
test for acute and chronic infections. Patients with past infections also present with a positive
Brucella 1gG ELISA, and in rare cases, this test can be falsely positive due to its sensitivity,
which ranges from 90% to 100% [38, 39]. In the context of this outbreak, positive Brucella
IgG and IgM ELISA correlated with the risk factors associated with HB. Serum tests were
fundamental in the diagnosis of HB, and PCR presented a low positivity, but
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it was possible to diagnose one case based solely on PCR. Furthermore, PCR can be useful
when serum tests are contradictory [40].

We describe the distribution of HB in the state of Parana using the reported data and emphasize
its recent reemergence. Improving our understanding of the epidemiology of this disease can
help in the formulation of plans for regional and possibly national strategies to control HB.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Ao final deste estudo conclui-se que a brucelose humana vem ocupando
posicao de destaque no cenario estadual, nacional e mundial. A casuistica do aumento
de casos, em sua maioria, esta relacionada ao consumo de leite ndo pasteurizado,
exposicdo a bactéria em ambientes ocupacionais e acidentes vacinais, conforme
relatados.

Observa-se que o aumento da incidéncia da BH no estado do Parana esta
diretamente relacionado com o surto relatado em 2014. Dos 191 casos suspeitos, 90
foram confirmados, com comprometimento principal de homens, em sua maioria
jovens que viviam em areas rurais e estavam expostos a doenca em ambiente
ocupacional. Os principais sintomas foram mialgia, artralgia, dor de cabeca, febre,
sudorese noturna e emagrecimento.

Verificou-se também que os testes sorologicos ELISA 1gG e IgM auxiliam no
diagnastico clinico, quando associados ao historico epidemioldgico do paciente e ao
teste de PCR, que pode ser util quando os testes sorologicos sao contraditérios.

Os casos presentes no estado estdo disseminados em sua maioria na regiao
oeste. Porém, apesar do cenario ndo ser favoravel, o mais importante a salientar é
gue o numero de casos entrou em declinio apds a decisdo de implementacdo da
notificacdo compulsoria da doenca no ano de 2015, associada a vigilancia ativa,
juntamente com a educacdao e orientacdo sanitaria realizadas pela Secretaria Estadual
de Saude do Estado do Parana (SESA-PR), demonstrando que a doenca pode ser

controlada e possivelmente erradicada com medidas preventivas eficientes.
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