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Xiii

EPIDEMIOLOGIA DA BRUCELOSE BOVINA NOS MUNICIPIOS DE ALTINOPOLIS E
SANTO ANTONIO DA ALEGRIA, ESTADO DE SAO PAULO. PREVALENCIA,
FATORES DE RISCO E METODOS DE DIAGNOSTICO

RESUMO - Os objetivos deste trabalho foram: estimar a prevaléncia da brucelose
bovina nos municipios de Altindpolis e Santo Antonio da Alegria, SP; avaliar fatores de
risco associados a taxa de prevaléncia; comparar as provas do antigeno acidificado
tamponado (PAAT) e de soroaglutinagdo em placa (SAP) como testes de triagem no
diagndstico da brucelose bovina; e comparar as provas de fixacdo de complemento (FC)
e 2-mercaptoetanol (ME) como testes confirmatdrios. Foi obtida, aleatoriamente, uma
amostra de 1.459 soros sanguineos de bovinos de 132 rebanhos, que foram
examinados pela PAAT e pela SAP. Os soros com reagcdo nesses testes foram
examinados também pelas provas de FC e ME. Foram também obtidas, por meio de
um questionario, informacfes sobre caracteristicas dos animais e dos rebanhos
estudados. Constatou-se que 3,43% dos animais foram reagentes pela FC, e 16,67%
dos rebanhos tinham pelo menos um animal reagente. Os fatores mais associados a
prevaléncia foram sexo e idade dos animais e a introducao de animais no rebanho sem
a exigéncia de exame de brucelose negativo. A PAAT apresentou melhor desempenho
gque a SAP como teste de triagem, e a FC apresentou melhor desempenho que a ME

como teste confirmatoério.

Palavras-Chave: Antigeno acidificado tamponado, fixacdo de complemento,

mercaptoetanol, soroaglutinagdo em placa
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EPIDEMIOLOGY OF BOVINE BRUCELLOSIS IN ALTINOPOLIS AND SANTO
ANTONIO DA ALEGRIA, STATE OF SAO PAULO, BRAZIL. PREVALENCE, RISK
FACTORS AND DIAGNOSIS METHODS

ABSTRACT - The purposes of this investigation were: to estimate de prevalence
of bovine brucellosis in Altinépolis and Santo Antonio da Alegria, State of S&do Paulo,
Brazil; to evaluate risk factors associated to the prevalence rate; to compare the rose
Bengal and the plate agglutination serum tests for screening; and to compare the
complement fixation and the mercaptoetanol as confirmatory tests. A sample of 1,459
sera from 132 herds were obtained at random and tested by the rose Bengal and the
plate agglutination tests. Sera reacting at any of these tests were also tested by the
complement fixation and by de mercaptoethanol test. Informations about the animais
and the herds studied were also obtained. The results showed that 3.43% of the animals
reacted to the complement fixation test, and 16.67% of the herds had at least one
reacting animal. The factors more associated to the prevalence rate were sex and age
of the animals and the introduction of animals in the herd without a negative test for
brucellosis. The rose Bengal plate test peformed better than the plate agglutination test
for screening, and the complement fixation test performed better than the
mercaptoethanol test for the confirmatory diagnosis.

Keywords: Complement fixation test, mercaptoethanol test, plate agglutination test, rose

Bengal test



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

A brucelose bovina foi caracterizada no final do século XIX pelo veterinario
dinamarqués Bernhardt Laurits Bang, o qual identificou, em 1896, o agente etioldgico e
conseguiu a reproducao experimental da enfermidade entdo conhecida como aborto
epizodtico bovino (SCHREIBER & MATHYS, 1987).

Ao longo do século XX, foi constatada em todos os continentes e praticamente
em todos os paises, causando sérios prejuizos a atividade pecuaria e também
constituindo um risco para o ser humano, por se tratar de uma zoonose que atinge
especialmente determinados grupos ocupacionais.

O agente etioldgico pertence ao género Brucella, nome dado em homenagem ao
médico David Bruce, o primeiro pesquisador a identificar, em 1886, uma bactéria das
gue atualmente formam o género.

Sete biovares compbem a espécie Brucella abortus (INTERNATIONAL
COMMITTEE ON BACTERIAL TAXONOMY, 1988), agente da brucelose bovina, e o
biovar 1 é o mais difundido, ocorrendo praticamente no mundo todo (ACHA &
SZYFRES, 2001).

Embora o hospedeiro preferencial seja o bovino, a B. abortus pode infectar
também outras espécies, como bufalos, camelos, cervideos, caes, eqlinos, ovinos e 0
homem (STACK & MACMILLAN, 1999).

A brucelose bovina ocorre no mundo todo, mas alguns paises obtiveram éxito em
erradica-la, como Alemanha, Austria, Bélgica, Bulgaria, paises componentes da antiga
Tchecoslovaquia, Dinamarca, Finlandia, Hungria, Noruega, Holanda, Roménia, Suécia e
Suica. A maioria dos paises europeus ja esta livre da enfermidade, assim como a
grande maioria dos estados americanos. No entanto, a enfermidade ainda ocorre na
maior parte da América Latina, especialmente em paises com grandes rebanhos
bovinos, como Argentina, Brasil e México (ACHA & SZYFRES, 2001)

No Brasil, os dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
mostram que a doenga ocorre em todo o pais, embora com taxas variaveis (BRASIL,
1996).



A importancia da brucelose bovina esté relacionada com as perdas econémicas
provocadas pela enfermidade, causadas por abortamento, queda de fertilidade,
necessidade de descarte de animais infectados, nascimento de bezerros fracos etc., e
também com os custos de tratamento das pessoas doentes, por se tratar de uma
zoonose, além das perdas por horas nao trabalhadas e baixa produtividade no trabalho.

Estimativas sobre o0s custos representados pela brucelose mostram prejuizos de
grande monta. Na América Latina, ha estimativas segundo as quais o prejuizo causado
pela brucelose bovina situa-se ao redor de U$ 600 milhdes por ano (ACHA & SZYFRES,
2001).

FORNIELES & SCENA (1999) estimaram o efeito do descarte de matrizes
positivas para brucelose sobre a dindmica populacional e o lucro em rebanhos de corte
e concluiram que os descartes resultam em uma diminuicdo da margem bruta de lucro
de 23,2%, 34,4%, 44,9% e 54,7% admitindo-se o descarte de 5%, 10%, 15% e 20%,
respectivamente, das matrizes.

As vacas constituem a categoria mais susceptivel a brucelose bovina,
principalmente aquelas em gestacdo, embora os touros também seja susceptiveis.

Quando a infeccao € introduzida em um rebanho livre, difunde-se rapidamente,
provocando grandes perdas, principalmente por abortamentos. Calcula-se que a
maioria das vacas infectadas aborte apenas uma vez em decorréncia da brucelose.

O agente etiolégico da brucelose bovina é eliminado para o meio exterior
principalmente por intermédio do feto, dos anexos e dos liquidos fetais, que contém
grande quantidade da bactéria. Esse material vai contaminar a pastagem, que, ao ser
ingerida pelo animal, constitui o principal meio de transmisséo da enfermidade.

O fato de a enfermidade atingir principalmente o aparelho reprodutor leva a idéia
de que a doenca seja transmitida por via venérea. No entanto, ha bastante tempo foram
desenvolvidos experimentos demonstrando que a monta natural ndo desempenha papel
importante na cadeia epidemioldgica da brucelose bovina, como demonstrou THOMSEN
(1943).

A histéria do combate a brucelose bovina no mundo todo ao longo do século XX

mostra que 0s programas bem sucedidos basearam-se no esquema teste e abate, ou



seja, identificacdo dos animais infectados e descarte desses animais. Dai a importancia
de métodos de diagndstico praticos e confiaveis, que permitam o exame de grande
namero de amostras e proporcionem resultados com a menor propor¢ao possivel de
erros.

Diversos recursos podem ser empregados no diagndstico da brucelose, mas, pela
praticidade e pelo baixo custo, os testes sorolégicos constituem a ferramenta mais
utilizada nos programas de controle.

Muitas foram as técnicas soroldgicas ja avaliadas para uso no diagndstico dessa
enfermidade, e entre elas merecem destaque o teste rosa de Bengala como prova de
triagem e a reacdo de fixagdo de complemento como prova confirmatdria, pois foi esse o
esquema utilizado pela maioria dos paises que conseguiram erradicar a brucelose, ou
pelo menos diminuir drasticamente as taxas de prevaléncia.

No Brasil, a prova mais utilizada sempre foi a soroaglutinacao rapida em placa,
mas com a instituicdo do Programa Nacional de Controle e Erradicacao da Brucelose e
Tuberculose, em janeiro de 2001, essa prova esta deixando de ser utilizada (BRASIL,
2001). Esse programa prevé também o uso da prova do antigeno acidificado
tamponado, ou rosa de Bengala como prova de triagem e da prova do mercaptoetanol
como teste confirmataorio.

Outro recurso de combate a brucelose bovina, principalmente nas areas com taxa
de prevaléncia relativamente elevada, é a vacinacdo. Para esse proposito, a vacina
mais utilizada foi aquela preparada com a amostra B 19, cepa isolada na década de 20
do século passado por John Buck, veterinario americano.

Essa amostra foi amplamente utilizada em todo o mundo, mas, apesar dos
relevantes beneficios, apresenta o inconveniente de induzir o surgimento de titulos de
anticorpos que podem proporcionar reagfes positivas nos testes de diagnostico.

Esse inconveniente motivou a geracdo de um numero muito grande de
investigacdes, com diversos enfoques, um deles voltado para o proposito de
desenvolver vacinas que nao induzem titulos soroldgicos. Como resultado desse tipo de
pesquisa, SCHURIG et al. (1991) obtiveram uma variante rugosa de B. abortus,

denominada RB 51, que vem sendo usada, em alguns paises, em substituicdo a vacina



B 19. Por ser uma amostra rugosa, 0s anticorpos eventualmente formados nao reagem
com 0s antigenos de variantes lisas usados nos testes de diagndstico. Isso representa
uma vantagem inquestionavel, pois, ndo havendo essa restricdo, podem ser vacinados
mesmo animais adultos. O uso dessa vacina ainda néo foi autorizado no Brasil, mas a

nova legislagdo deixa uma abertura para o emprego de imundégenos que nao
interferem nos testes de diagndstico, apos aprovacdo e nas condi¢gBes definidas pelo
Departamento de Defesa Animal." (BRASIL, 2001).

Apesar de muito tempo ja ter transcorrido desde a descoberta da brucelose
bovina, apesar da conviccdo sobre sua inegavel importancia, e apesar de o
conhecimento cientifico acumulado permitir seu controle, a enfermidade continua a
ocorrer na maior parte dos paises, particularmente naqueles que ndo investiram o
suficiente em pesquisa e em programas de controle. Dessa forma, se faz necessario o
empreendimento de esforgos, por parte de todos os paises onde a doenga ocorre, para
conhecer a real situacdo da brucelose, por meio de trabalhos de pesquisa e de vigilancia
sanitaria, para que se possa almejar o controle de tdo importante enfermidade.

Imbuido desse proposito, o presente trabalho teve por objetivo contribuir para um
melhor conhecimento sobre a situacao da brucelose bovina em uma érea do Estado de
S&o Paulo e avaliar técnicas soroldgicas de diagndéstico cujo uso esta previsto na nova
legislacao brasileira.



Referéncias

ACHA, P.N.; SZYFRES, B. Zoonosis y enfermedades transmissibles comunes al
hombre y a los animales. v. 1. Bacteriosis y micosis. 3 ed. Washington: OPS, 2001.
398 p.

BRASIL Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Brucelose bovina. Boletim de
Defesa Sanitaria Animal, v. 29, n. 1-4, p. 41-47, 1996.

BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Instrucdo normativa n® 2, de 10
de janeiro de 2001. Diéario Oficial da Republica Federativa do Brasil, Poder
Executivo, Brasilia, DF, 16 jan. 2001. Seccéo 1, p. 11-17.

FORNIELES, A.S.R.; SCENA, C. Efecto del descarte de vientres positivos a brucelosis
sobre la dinAmica poblacional y el margen bruto del rodeo de cria. Revista de Medicina
Veterinaria, v. 78, n. 5, p. 362-364, 1999.

INTERNATIONAL COMMITTEE ON BACTERIAL TAXONOMY. Subcommittee on
Taxonomy of Brucella. International Journal of Systematic Bacteriology, v. 38, p.
450-452, 1988.

SCHREIBER, W.; MATHYS, F.K. Brucelosis. In: . Historiade las
enfermedades infecciosas. Basilea: La Roche & Cia, 1987. p. 155-157.

SCHURIG, G.G.; ROOP, R.M.; BAGCHI, T.; BOYLE, S.; BUHRMAN, D,
SRIRANGANATHAN, N. Biological properties of RB 51: a stable rough strain of Brucella
abortus. Veterinary Microbiology, v. 28, n. 2, p. 171-188, 1991.



STACK, J.A.; MACMILLAN, A.P. Identification and biotyping of Brucella spp. BruNet
Publications. Disponivel em: http://progress.box.co.il/brunet/. Acesso em: 22 jul.
1999.

THOMSEN, A. Does the bull spread infectious abortion in cattle? Experimental studies
from 1936 to 1942. Journal of Comparative Pathology and Therapeutics, v. 53, n. 3,
p. 199-211, 1943.



CAPITULO 2 - ESTIMATIVA DA PREVALENCIA DA BRUCELOSE BOVINA NOS
MUNICIPIOS DE ALTINOPOLIS E SANTO ANTONIO DA ALEGRIA,
ESTADO DE SAO PAULO

RESUMO - Devido a escassez de informacdes que mostrem a situagao
epidemiolégica da brucelose no Brasil, o presente trabalho teve por objetivo estimar a
prevaléncia da enfermidade na populagédo bovina dos municipios de Altinépolis e Santo
Antonio da Alegria, Estado de S&o Paulo. Para isso, foi obtida aleatoriamente uma
amostra de 1.459 animais, de 132 rebanhos, cujos soros sanguineos foram examinados
pela prova de soroaglutinacdo em placa e pelo teste rosa Bengala; aqueles com reacgéo
em uma dessas provas foram também submetidos a reacdo de fixacdo de
complemento. Na prova de soroaglutinacdo em placa, foram positivos 2,12% dos
animais examinados, 3,15% foram positivos no teste rosa Bengala, e 3,43% (intervalo
de confianca entre 2,49% e 4,37%, com 95% de probabilidade) foram positivos na
reacdo de fixacdo de complemento. As taxas de positivos a reacdo de fixacdo de
complemento nos dois municipios ndo diferiram significativamente (p > 0,05), mas
houve diferenga significativa entre as taxas de animais positivos nos diversos setores
que compdem os dois municipios. Dos 132 rebanhos que tiveram amostras
examinadas, 16,67% tinham pelo menos um animal positivo na reacao de fixacdo de
complemento (intervalo de confianca de 10,32% a 23,02%, com 95% de probabilidade).
Enquanto nas amostras de 110 dos rebanhos n&o se observou nenhum animal
reagente, houve amostra com até 50,00% de animais reagentes, mostrando a

desigualdade de situacao entre os rebanhos que compdem a area estudada.

Palavras-Chave: Antigeno acidificado tamponado, fixacdo de complemento,

soroaglutinacéo em placa



1- Introducgéo

Embora a brucelose seja, indiscutivelmente, um dos principais problemas
sanitarios do rebanho bovino brasileiro, ha pouca informacdo segura sobre a taxa de
prevaléncia da enfermidade ao longo do territério nacional.

A dificuldade no conhecimento dessa taxa esta associada a diversos fatores,
entre os quais podem ser citados: a grande extens&o territorial, o grande nimero de
animais que compdem o rebanho brasileiro, a escassez de recursos financeiros e o
grande esfor¢co necessério para manter atualizado esse tipo de informacao.

N&o havendo a producdo de dados que fomentem de forma sistemética as
estatisticas de ocorréncia de brucelose, ndo hé informac¢des seguras que possam
orientar os programas de controle.

Acrescente-se que a prépria disponibilidade de diversas técnicas de diagndstico,
como ocorre no caso da brucelose, muitas vezes tira a comparabilidade entre os dados
eventualmente obtidos por diversas fontes.

Os poucos dados mais recentes disponiveis abrangendo todo o pais sdo aqueles
divulgados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Esses dados,
entretanto, ndo sdo produzidos de modo a retratar o que ocorre com toda a populacéo,
mas, sim, consistem na compilacao de resultados de exames realizados pelos médicos
veterinarios que, ao adquirirem os antigenos para a realizacao do teste, informam os
resultados obtidos em exames anteriores. Esse procedimento, obviamente, apresenta
um problema do ponto de vista estatistico, além de que a falta de treinamento e a falta
de padronizacdo de procedimentos entre 0s inUmeros veterinarios que realizam o
exame ajudam a comprometer a qualidade dos dados obtidos. Somem-se a iSso 0s
problemas representados pelo uso da prova de soroaglutinacdo em placa, na qual se
baseiam esses dados.

Segundo as informacdes do Ministério da Agricultura e do Abastecimento
(BRASIL, 1996), no periodo de 1986 a 1996 a proporcdo de bovinos positivos tem

sofrido poucas alteracdes, variando de 2,34%, no ano de 1989, a 2,91%, em 1987. No



ano de 1996, 2,75% dos bovinos examinados foram positivos pelo teste de
soroaglutinacdo em placa.

Nesse mesmo ano de 1996, os dados mostram que a maior taxa de prevaléncia
encontra-se na regido Norte, com 9,53% de animais positivos, enquanto o coeficiente
mais baixo, 0,76%, foi constatado na regido Sul. Na regidao Sudeste a taxa foi 1,02%, e
entre os estados dessa regido a taxa mais baixa foi observada em Minas Gerais
(0,53%), e a mais alta, no Rio de Janeiro (2,15%). No Estado de Sao Paulo, a
proporcéo de animais positivos foi 1,55%.

Entre os poucos dados sobre a ocorréncia de brucelose bovina obtidos com o
necessario planejamento, pode ser citado um inquérito soroldgico nacional realizado
pelo Ministério da Agricultura em 1975. De 71.749 animais examinados, 4,79%
apresentaram aglutinacéo a partir da diluicdo 1/100 na prova de soroaglutinagdo em
placa. Na regido Sudeste, 6,73% de 27.544 animais foram reagentes, e no Estado de
Sé&o Paulo, 8,25% de 6.145 bovinos examinados. No Estado de Séao Paulo, 22,7% de
1.550 rebanhos tinham animais reagentes (ANSELMO & PAVEZ, 1977).

Como etapa preparatdria para a implementacdo de um programa de combate a
brucelose bovina, foi realizado, no Estado de Minas Gerais, em 1980, um estudo
envolvendo 25.010 animais, dos quais 6,57% foram reagentes, e 4.096 propriedades,
20,46% das quais tinham pelo menos um animal positivo na prova de soroaglutinacao
em placa (CASTRO, 1997).

Entre os dados mais recentes pode ser mencionado o trabalho de RIBEIRO et al.
(1996), que examinaram 996 amostras de bovinos, obtidas aleatoriamente, de 68
rebanhos do Municipio de Indianépolis, MG, e observaram uma taxa de 1,7% de
animais positivos na prova de soroaglutinacdo em placa, e uma propor¢cao de 17,64%
de rebanhos com animais positivos.

Mais recentemente, um levantamento feito no Estado de S&o Paulo, envolvendo
8.904 vacas, mostrou uma prevaléncia de 1,11% (POMPEI et al., 2002)

Os dados relativos a situacdo da brucelose bovina na regido onde foi feito o
trabalho sdo igualmente escassos. Em um estudo realizado com bovinos leiteiros do
Municipio de Pitangueiras, SP, nos anos de 1990, 1991, 1992 e 1993, SAMARA et al.



(1996) encontraram, usando as provas de soroaglutinagcdo em placa e em tubo, taxas
de 6,2%, 13,8%, 18,7% e 16,8%, respectivamente, de animais reagentes.

Considerando a escassez de informacgfes obtidas de modo a proporcionar um
conhecimento sobre a situacdo da brucelose bovina e a importancia da obtencéao de
dados atualizados que mostrem a real situacdo epidemiolégica da enfermidade, de
modo a orientar 0s necessarios programas profilaticos, o presente trabalho teve por
objetivo estimar a prevaléncia da brucelose na populacdo bovina dos municipios de
Altinépolis e Santo Antonio da Alegria, Estado de S&o Paulo.

2- Material e Métodos

2.1- Populacao estudada <—f\_/‘

Os municipios de Altindpolis e
Santo Antonio da Alegria formam una
area contigua localizada na regido
Nordeste do Estado de S&o Paulo, na

fronteira com o Estado de Minas Gerais. Estado de S0 Piulo
Altinopolis localiza-se a 21° 01' de By
latitude sul e 47° 22' de longitude oeste,

com uma altitude de 950 m, e Santo

Atonio da Alegria ocaizase 8 21°05 [0, L ot s Tueies de
da latitude sul e 47° 09' de longitude de S&o Paulo.

oeste (Figura 1), com uma altitude de 791 m.

O Municipio de Altinépolis possui um rebanho bovino de 23.787 animais,
distribuidos em 267 propriedades, e o Municipio de Santo Antonio da Alegria, 17.387
animais, predominando as ragas cruzadas, em 327 propriedades, segundo dados
apurados pela Casa da Agricultura, da Secretaria de Agricultura e Abastecimento do

Estado de Sao Paulo, no final de 1999.
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A populacdo-alvo do presente estudo, constituida pelos bovinos em idade de

reproducdo, dividida em setores geograficos de acordo com critérios estabelecidos pela

Casa da Agricultura local, distribuida conforme mostra o Quadro 1.

Quadro 1- Bovinos em idade de reproducédo e nimero de propriedades dos municipios de Altin6polis e

Santo Antonio da Alegria, Estado de S&o Paulo, 2000.

Municipio Setor N de propriedades N de animais
Altinépolis 1 76 2.499
2 48 3.996
3 63 2.002
4 51 2.611
Subtotal 238 11.108
S. A Alegria 1 60 1.440
2 107 1.843
3 114 3.675
4 14 265
Subtotal 298 7.223
Total e 536 18.331

2.2- Determinacao do tamanho da amostra

Para a determinagdo do tamanho da amostra empregou-se a seguinte férmula

(ASTUDILLO, 1979):

T —
1+ (IN)

Nessa férmula,

n = Tamanho da amostra a ser examinada
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n' = Tamanho da amostra sem levar em conta o tamanho da populagéo
z = Nivel de confianca

p = Prevaléncia esperada

q=100-p

d = Variagédo admitida

N = Tamanho da populagéo

Para a determina¢é@o do numero de animais a serem examinados admitiu-se uma
prevaléncia esperada de 6%, um nivel de confianca de 95% (o0 que equivale a um valor
de "z" igual a 1,96) e uma variacdo de 20%. A aplicacdo da férmula citada apontou

para a necessidade de examinar um total de 1.390 animais, obtido da seguinte maneira:

1,96°.6.94 2.166,66

n = = =1.504,625
6.20 1,44
(e )
100
1.504,625 1.504,625
n= = =1.390

1+ (1.504,625/18.331) 1,0820809

2.3- Procedimento de amostragem

Para a escolha dos animais a serem examinados, foram sorteadas as
propriedades, porém somente foi possivel examinar animais dos rebanhos cujos
proprietarios aderiram voluntariamente ao estudo.

Foi obtido um total de 1.459 amostras, distribuidas conforme o Quadro 2:
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Quadro 2- Amostras de sangue de bovinos obtidas nos municipios de Altinépolis e Santo Antonio da
Alegria, de acordo com o municipio, o setor e o nimero de propriedades examinadas. Estado
de S&o Paulo, 2000.

Municipio Setor N de propriedades examinadas N? de animais examinados
Altinépolis 1 18 170
2 12 119
3 16 143
4 20 208
Subtotal 66 640
S. A. Alegria 1 14 265
2 30 352
3 22 202
4 0 0
Subtotal 66 819
Total 132 1.459

2.4- Colheita de sangue

As amostras de sangue foram colhidas por pun¢do da veia jugular, usando
agulhas descartaveis 40 x 16. ApOs a retracdo do coagulo, o soro foi centrifugado,

separado e armazenado a - 20°C até o momento do uso.

2.5- Técnicas soroldgicas usadas na determinacdo da prevaléncia

As provas sorolégicas foram realizadas no Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva da Unesp de Jaboticabal.

Inicialmente todas as amostras foram submetidas a prova do antigeno acidificado
tamponado e a prova de soroaglutinacao rapida em placa.

Todo soro positivo na prova do antigeno acidificado tamponado ou que
apresentou algum titulo na prova de soroaglutinacédo foi submetido a reacao de fixacdo
de complemento, a qual foi usada como teste confirmatorio para determinar a condicao
do animal examinado. Foi considerado infectado o animal que apresentou titulo maior

ou igual a 4 nessa prova, conforme recomendam ALTON et al. (1988).
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2.5.1- Prova de soroaglutinagdo em placa

A prova de soroaglutinacdo em placa foi realizada de acordo com a técnica
usualmente utilizada no diagndstico sorolégico da brucelose animal, de acordo com o
procedimento preconizado pelo CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS (1968).

2.5.1.1- Técnica

Esse teste consiste em colocar os volumes de 0,08, 0,04, 0,02, 0,01 e 0,005 mL
do soro a ser examinado, volumes que correspondem respectivamente as diluicdes
1/25, 1/50, 1/100, 1/200 e 1/400, em contato com 0,03 mL do antigeno, em uma placa
de vidro, deixar reagir por oito minutos e fazer a leitura, observando a formacéo dos
grumos de aglutinacdo. O titulo corresponde ao inverso da ultima diluicdo na qual se

observa aglutinagéo.
2.5.1.2- Antigeno

Utilizou-se antigeno produzido pelo Instituto de Tecnologia do Parana (Tecpar),
gue consiste em uma suspensao de Brucella abortus amostra 1119/3, inativada pelo

calor, na concentracao de 11% de volume celular, corada por violeta genciana e verde

brilhante.

2.5.2- Prova do antigeno acidificado tamponado

Esse método, também conhecido como teste rosa de Bengala e "card test", foi

realizado segundo a técnica recomendada por ALTON et al. (1988).
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2.5.2.1- Técnica

O método consiste em colocar 0,03 mL do soro em contato com 0,03 mL do
antigeno, em uma placa de vidro, homogeneizar e manter a placa em movimentos
rotatorios constantes até o momento da leitura, que é feita apds quatro minutos de
reacao, observando-se a ocorréncia dos grumos de aglutinacao.

2.5.2.2- Antigeno

Empregou-se antigeno preparado com Brucella abortus amostra 1119/3, pelo
Instituto de Tecnologia do Parana (Tecpar), nha concentracdo de 8% de volume celular,
pH 3,63 e corado pelo rosa de Bengala.

2.5.3- Reagdao de fixacdo de complemento
Esse teste foi usado para a confirmagdo do diagndstico de brucelose.

2.5.3.1- Técnica

Foi empregada microtécnica com incubacdo a 37°C nas duas fases da reacéo,
recomendada por ALTON et al. (1988).

2.5.3.2- Antigeno
Foi usado o antigeno produzido pelo Tecpar, com B. abortus amostra 1119/3,

para a prova de soroaglutinagdo em tubos. Na reacdo de fixacdo de complemento o
antigeno foi usado em sua dose de reatividade 6tima.
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2.5.3.3- Complemento

Como complemento utilizou-se soro de cobaio, titulado conforme a técnica
descrita por ALTON et al. (1988).

2.5.3.4- Sistema hemolitico

Empregou-se sistema hemolitico formado por hemécia de ovinos sensibilizada
com hemolisina (anticorpos de coelho contra hemacia ovina) titulada conforme a
recomendacdo de ALTON et al. (1988).

2.6- Estimativa do parametro

A estimativa do parametro (taxa de prevaléncia na populacéo) foi realizada por
intervalo de confiangca (ASTUDILLO, 1979). Para tanto, foi empregada a seguinte

formula: p+z..g/n

Nessa férmula,
p = prevaléncia na amostra examinada
q=100-p
z = nivel de confianca

n = tamanho da amostra examinada
2.7- Andlise estatistica
A comparacdo entre as taxas de prevaléncia observadas nos dois municipios e

nos diversos setores de cada municipio foi efetuada com base no teste de qui-quadrado
(BERQUO et al., 1980).
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3- Resultados

Os resultados da prova do antigeno acidificado tamponado mostram que 3,15%
dos 1.459 bovinos dos municipios de Altinépolis e Santo Antonio da Alegria, Estado de
Sao Paulo, examinados no presente trabalho apresentaram resultado positivo para
brucelose (Tabela 1). No primeiro municipio a proporcéo de reagentes foi 4,38% e no
segundo foi 2,20%.

Pela Tabela 2 pode-se observar que 2,12% dos animais examinados
apresentaram titulo igual ou superior a 100 na prova de soroaglutinacdo em placa. Na
amostra do municipio de Altinépolis a propor¢éo de reagentes foi 2,81%, e no municipio
de Santo Antonio da Alegria, 1,59%.

A taxa de prevaléncia de brucelose bovina na amostra examinada foi 3,43%, de
acordo com os resultados da reacédo de fixacdo de complemento (Tabela 3). No
Municipio de Altinopolis a taxa foi 4,84%, enquanto no Municipio de Santo Antonio da
Alegria a taxa foi 2,32%. A diferenga entre essas taxas foi significativa, conforme os
resultados do teste de qui-quadrado (p < 0,05).

A comparacdo entre a taxas observadas nos quatro setores do Municipio de
Altindpolis também resulta em diferenca significativa, pelo teste de qui-quadrado
(p<0,01). Essa taxas variaram de 0,84%, no setor 1, a 11,54%, no setor 4 (Tabela 3).

Nos trés setores do Municipio de Santo Antonio da Alegria as taxas variaram
entre 0,38%, no setor 1, e 4,26%, no setor 2 (Tabela 3). As diferencas entre essas
taxas também foram significativas (p < 0,01).

Com base nos critérios adotados para a andlise efetuada no presente trabalho,
pode-se afirmar que a taxa de prevaléncia, com 95% de probabilidade, situa-se entre
2,47% e 4,37% de animais reagentes.

Em 22 (16,67%) das 132 propriedades estudadas foi encontrado pelo menos um
bovino com titulo igual ou superior a 4 na reacdo de fixacdo de complemento (Tabela
4). No Municipio de Altinépolis, 10 (15,15%) das 66 propriedades apresentaram
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animais reagentes, e no Municipio de Santo Antonio da Alegria a propor¢do de
rebanhos com problema de brucelose foi 18,18%, uma vez que 12 das 66 propriedades
tinham pelo menos um animal reagente (Tabela 4).

A diferengca entre as taxas de rebanhos com animais reagentes nos dois
municipios ndo foi significativa, segundo os resultados do teste de qui-quadrado
(p>0,05).

Conforme se pode observar pelos dados da Tabela 4, no Municipio de
Altinépolis, a taxa de rebanhos com brucelose variou de 8,33%, no setor 2, a 25,00%,
no setor 4, mas essas taxas nao diferiram significativamente (p > 0,05). No Municipio
de Santo Antonio da Alegria, a proporc¢éo de rebanhos com animais reagentes situou-se
entre 7,14%, no setor 1, e 26,67%, no setor 2, mas essa diferenca também né&o foi
significativa (p > 0,05).

Pode-se afirmar, com 95% de confianca, que a propor¢cédo de rebanhos com
animais reagentes situa-se entre 10,32% e 23,02%.

Nos 22 rebanhos com animais reagentes, a proporcéo de bovinos com titulo na
reacéo de fixacdo de complemento variou bastante, de 4,17% (um animal reagente em
uma amostra de 24 animais) a 50,00%, taxa observada na amostra de dois rebanhos,
um deles com 15 animais reagentes em 30 examinados (Tabela 5). A diferenca entre
as proporcOes de reagentes nessas duas propriedades mencionadas foi significativa
pelo teste de qui-quadrado (p < 0,01).

Tabela 1 - Namero (N% e porcentagem (%) de bovinos reagentes na prova do antigeno acidificado
tamponado para diagndstico de brucelose nos Municipios de Altindpolis e Santo Antonio da
Alegria, Estado de S&o Paulo, 2000.

Municipio Setor N % Total
Altinépolis 1 3 1,76 170
2 0 0,00 119

3 3 2,10 143

4 22 10,58 208

Subtotal 28 4,38 640

Santo Antonio da 1 1 0,38 265
Alegria 2 14 3,98 352
3 3 1,49 202

Subtotal 18 2,20 819

Total --- 46 3,15 1.459
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Tabela 2 - Numero (N% e porcentagem (%) de bovinos reagentes (titulo 3 100) na prova de
soroaglutinacdo em placa para diagnéstico de brucelose nos municipios de Altindpolis e
Santo Antonio da Alegria, Estado de S&o Paulo, 2000.

Municipio Setor N % Total
Altinépolis 1 4 2,35 170
2 0 0,00 119

3 3 2,10 143

4 11 5,29 208

Subtotal 18 2,81 640

Santo Antonio da 1 1 0,38 265
Alegria 2 11 3,13 352
3 1 0,50 202

Subtotal 13 1,59 819

Total 31 2,12 1459

Tabela 3 - Numero (N% e porcentagem (%) de bovinos reagentes (titulo 3 4) na reacédo de fixacdo de
complemento para diagnéstico de brucelose nos municipios de Altindpolis e Santo Antonio da
Alegria, Estado de S&o Paulo, 2000.

Municipio Setor N % Total
Altinépolis 1 3 1,76 170
2 1 0,84 119

3 3 2,10 143

4 24 11,54 208

Subtotal 31 4,84 640

Santo Antonio da 1 1 0,38 265
Alegria 2 15 4,26 352
3 3 1,49 202

Subtotal 19 2,32 819

Total 50 3,43 1459

Estimativa do parametro (P) por intervalo de confianca:
ptz..pg/n

\/343.96,57/1459 = 0,48

3,43-1,96.0,48 =2,49
3,43+1,96.0,48 = 4,37



{2,49% - P - 4,37%)}
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Tabela 4 - Namero (N%) e porcentagem (%) de rebanhos bovinos com pelo menos um animal reagente

(titulo 3 4) na reacdo de fixacdo de complemento para diagndstico de brucelose nos
municipios de Altindpolis e Santo Antonio da Alegria, Estado de S&o Paulo, 2000.

Municipio Setor N % Total
Altindpolis 1 2 11,11 18
2 1 8,33 12

3 2 15,50 16

4 5 25,00 20

Subtotal 10 15,15 66
Santo Antonio da 1 1 7,14 14
Alegria 2 8 26,67 30
3 3 13,64 22
Subtotal 12 18,18 66

Total 22 16,67 132

Estimativa do parametro (P) por intervalo de confianca:

ptz..pg/n

\/16,67.83,33/132 = 3,24

16,67 - 1,96 . 3,24 = 10,32
16,67 + 1,96 . 3,24 = 23,02

{10,32% - P - 23,02%}
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Tabela 5 - Nimero (N%) e porcentagem (%) de bovinos reagentes (titulo 3 4) na reagédo de fixacdo de
complemento para diagnéstico de brucelose, nos rebanhos com pelo menos um animal
reagente, nos municipios de Altindpolis e Santo Antonio da Alegria, Estado de S&o Paulo,

2000.
Rebanho N de animais Animais reagentes
examinados N2 %
1 17 2 11,76
2 16 4 25,00
3 30 15 50,00
4 7 2 28,57
5 16 2 12,50
6 12 2 16,67
7 24 1 4,17
8 3 1 33,33
9 15 1 6,67
10 2 1 50,00
11 12 1 8,33
12 13 1 7,69
13 21 1 4,76
14 9 3 33,33
15 18 3 16,67
16 9 2 22,22
17 5 1 20,00
18 8 1 12,50
19 16 1 6,25
20 11 3 27,27
21 11 1 9,09
22 15 1 6,67

4- Discussao

Os dados do presente trabalho expressam uma taxa de 2,12% de animais
positivos na prova de soroaglutinagcdo em placa (Tabela 2). Essa porcentagem é
ligeiramente maior do que aquela apontada pelos dados do Ministério da Agricultura
para o Estado de Sado Paulo em 1996, 1,55%, e também superior a observada por
RIBEIRO et al. (1996) em Indiandpolis, MG, 1,7%. Caso fosse adotada a prova do
antigeno acidificado tamponado, a proporcao de positivos seria 3,15% (Tabela 1). Ja
pela reacdo de fixagdo de complemento, a prevaléncia foi 3,43%, com intervalo de
confianca entre 2,49% e 4,37%, com 95% de probabilidade, como mostra a Tabela 3.
Essa prevaléncia é superior aquela relatada por POMPEI et al. (2002) para o Estado de
Séo Paulo.
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No entanto, o coeficiente de prevaléncia observado na area formada pelos dois
municipios € inferior ao observado no levantamento realizado pelo Ministério da
Agricultura em 1975, 8,25% de animais positivos no Estado de Sdo Paulo (ANSELMO &
PAVEZ, 1977), e no levantamento realizado em Minas Gerais em 1980, que apontou
uma prevaléncia de 6,57% de bovinos reagentes. E também inferior aos valores
observados por SAMARA et al. (1996) no Municipio de Pitangueiras, SP. Essas
diferencas poderiam ser atribuidas ao fato de nesses trabalhos ter sido usada a prova
de soroaglutinacdo, que possui menor especificidade, enquanto no presente trabalho foi
empregada a reacdo de fixacdo de complemento, que possui maior especificidade. E
admissivel também que, com o decorrer do tempo e com a adocdo de medidas
profilaticas, pelo menos por uma parte dos proprietérios, venha ocorrendo reducdo na
taxa de prevaléncia, uma vez que houve algum lapso de tempo entre a realizagao
daqueles e a realizacdo deste trabalho.

Os dados do presente trabalho confirmam a idéia de que a situagéo da brucelose
bovina é bastante desigual entre diversas areas, como mostram os dados do Ministério
da Agricultura (BRASIL, 1996), e mesmo entre os diversos rebanhos. Isso pode ser
confirmado pela diferenca significativa observada entre as taxas de prevaléncia nos
setores que compdem os dois municipios e pode ser visto de forma bastante clara pela
diferenca de situacdo entre os 132 rebanhos examinados no presente estudo.
Enquanto na amostra de 110 (83,33%) desses rebanhos ndo se encontrou nenhum
animal reagente, houve uma propriedade cuja amostra tinha 15 animais reagentes em
30 examinados (Tabela 5).

A prevaléncia de propriedades com pelo menos um animal reagente na reagao
de fixacdo de complemento foi 16,67%, com intervalo de confianga de 10,32% a
23,02% (Tabela 4), dado parecido com o obtido por RIBEIRO et al. (1996), que
encontraram 17,64% de rebanhos com animais positivos na prova de soroaglutinagao
em placa, em Indianépolis, MG, e ligeiramente inferior aquele observado no Estado de
Sao Paulo pelo Ministério da Agricultura, 22,7% (ANSELMO & PAVEZ, 1977) e aquele
encontrado no Estado de Minas Gerais, 20,46% (CASTRO, 1997).
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Pelos dados obtidos neste trabalho pode-se concluir que, embora a prevaléncia
de animais reagentes para brucelose ndo seja tao alta, a proporcao de rebanhos com
animais infectados é mais elevada, porém em um patamar compativel com a
implantacdo de um programa de controle que possa levar, de forma gradual porém
segura, a uma reducdo nas taxas de prevaléncia, com boas perspectivas de
erradicacdo da enfermidade na &rea abrangida pelo estudo.

Considerando a taxa de prevaléncia de 3,43% observada neste trabalho e uma
populacdo de 18.331 animais em idade de reproducao existentes na area estudada, um
programa de erradicacdo exigiria o descarte de 629 animais. Em se tratando de
animais cruzados, esse descarte ndo implicaria um custo muito elevado, o que ja
ocorreria no caso de animais de alto valor genético. Deve-se também levar em conta
que, pela legislacao brasileira (BRASIL, 2001), o proprietario arca com a totalidade do
custo de descarte dos animais com brucelose, o que, diante da diversidade de situagao
entre os rebanhos, significa um custo relativamente baixo para alguns proprietéarios,
mas um custo elevado para aqueles cujo rebanho tenha uma prevaléncia alta,
especialmente quando se trata de pequeno proprietario, de baixo poder aquisitivo,
situacao que exigiria a indenizacdo para que um programa de erradicagao da brucelose

bovina tivesse maior chance de éxito.
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CAPITULO 3 - FATORES ASSOCIADOS A PREVALENCIA DA BRUCELOSE
BOVINA NOS MUNICIPIOS DE ALTINOPOLIS E SANTO ANTONIO
DA ALEGRIA, ESTADO DE SAO PAULO

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar fatores associados a taxa de
prevaléncia da brucelose bovina, nos municipios de Altinépolis e Santo Antonio da
Alegria, Estado de Sao Paulo. Analisaram-se 1.459 soros sangiineos, de 132
rebanhos, colhidos aleatoriamente, submetidos as provas de soroaglutinagdo em placa
e antigeno acidificado tamponado como triagem, e o0s positivos submetidos a reagéo de
fixacdo de complemento (RFC). Considerou-se reagente o animal com titulo a partir de
4 na RFC e infectado o rebanho com pelo menos um animal com esse titulo. Aplicou-
se um questionario para obter informacdes sobre: idade do animal, sexo, finalidade da
exploracdo, area da propriedade, tamanho do rebanho, quantidade de leite produzido,
idade do proprietario, grau de instru¢cdo do proprietario, se o proprietario era ou ndo o
responsavel pelo manejo, disponibilidade de orientacdo técnica, realizacdo regular de
exame de brucelose, uso de vacina contra brucelose, exigéncia de atestado negativo de
brucelose ao adquirir animais, uso de piquete-maternidade, compra de animais em
leildo, fonte de dgua para dessedentacdo dos animais, uso de inseminacgdo artificial,
uso de transferéncia de embrides e sistema de criagdo. Para a comparacdo das taxas
de prevaléncia de acordo com os fatores considerados usou-se a metodologia de
estudos seccionais. A idade e o sexo dos animais estiveram associados a ocorréncia da
enfermidade. Os animais com idade mais avancada e as fémeas apresentaram mais
chance de serem infectados. A caracteristica do rebanho que demonstrou associagao
inequivoca com a maior ocorréncia de brucelose foi o fato de adquirir animais sem

exigir exame de negativo para brucelose.

Palavras-Chave: Estudo seccional, fixagdo de complemento, risco relativo
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1- Introducgéo

Diversos fatores podem estar associados a um maior ou menor risco de
ocorréncia de brucelose nos rebanhos bovinos. De acordo com NICOLETTI (1980),
esses fatores podem ser divididos em intrinsecos e extrinsecos. Entre os fatores
intrinsecos, o autor cita: idade, laténcia (filhas de maes infectadas), sexo, gestacao e
resisténcia individual. Entre os fatores extrinsecos, menciona: manejo do rebanho,
clima, topografia e sobrevivéncia da bactéria.

SALMAN & MEYER (1984) também apresentam abrangente revisdo sobre
fatores associados a ocorréncia da brucelose bovina, divididos em trés grupos:
caracteristicas da populagdo animal, tipo de manejo e caracteristicas bioldgicas da
enfermidade. Entre as caracteristicas da populacdo animal, os autores incluem:
tamanho do rebanho, densidade populacional, animais puros ou cruzados e finalidade
(carne ou leite). Como tipo de manejo, o0s autores incluem os seguintes fatores: uso de
inseminagao artificial, uso de instalagdes para maternidade, contato entre rebanhos,
contato com rebanhos vizinhos infectados, fonte de reposicdo de animais e tipos de
instalacdes. As caracteristicas bioldgicas da enfermidade abrangem: imunidade do
rebanho, persisténcia da infeccdo em bezerras e vacinacgéao.

As vacas constituem a categoria mais susceptivel a brucelose, principalmente as
vacas em gestacdo. Os touros também sdo susceptiveis, porém mais resistentes que
as fémeas. Além da idade e do sexo, existe variagdo de susceptibilidade individual,
pois mesmo em rebanhos com elevada taxa de prevaléncia ha animais que néo se
infectam (ACHA & SZYFRES, 2001). Relagcao entre idade e maior porcentagem de
animais reagentes foi observada por SILVA et al. (2000), no Sri Lanka, em bovinos e
bubalinos; os autores observaram também que animais criados em sistema extensivo
tinham maior probabilidade de serem reagentes.

Analisando dados de um estudo sobre brucelose bovina realizado no Brasil pelo
Ministério da Agricultura, ANSELMO & PAVEZ (1977) verificaram que a taxa de

prevaléncia era maior em rebanhos vacinados e em rebanhos maiores, e nao
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observaram diferengca entre os sistemas de criagdo intensivo, semi-intensivo e
extensivo, e entre as finalidades da exploracao, carne, leite ou mista.

Essa maior ocorréncia de brucelose em rebanhos vacinados € uma observacéo
aparentemente paradoxal, que contraria os achados de VANDERWAGEN et al. (1977),
apesar de KELLAR et al. (1976) e MARTIN & GERROW (1978) terem concluido que a
vacinacao por si s6 parece nao contribuir significativamente para uma diferenca nas
taxas de prevaléncia.

SALMAN et al. (1984), estudando o rebanho bovino de uma regido do México,
examinaram 28 variaveis potencialmente associadas a brucelose e constataram que
aquelas que contribuiram, positiva ou negativamente, para a ocorréncia da enfermidade
foram: area da propriedade, porcentagem de animais inseminados artificialmente,
comercializacdo local dos produtos, quantidade de investimento na atividade pecuéria,
producdo de leite como principal atividade e descarte de animais reagentes para
brucelose.

Outros fatores relacionados ao manejo do rebanho também podem estar
associados a ocorréncia da enfermidade. O uso de piguete-maternidade apresenta
vantagens e desvantagens, estando claro que a medida que mais contribuiria para
diminuir o risco de transmissédo da enfermidade seria a paricdo em baias individuais,
conforme observaram VANDERWAGEN et al. (1978). SALMAN et al. (1984), no estudo
realizado no México, ndo constataram efeito desse fator na porcentagem de rebanhos
infectados.

Uma vez que touros infectados dificilmente transmitem a brucelose (THOMSEN,
1943) e que sémen de touro infectado pode resultar em transmisséo da enfermidade
para vacas susceptiveis por meio da inseminacédo artificial (MANTHEI et al., 1950), o
uso dessa técnica pode ter efeitos favoraveis ou desfavoraveis sobre a taxa de
prevaléncia de brucelose, em funcdo dos cuidados adotados.

Também se pode afirmar que a técnica de transferéncia de embribes tem
potencial para contribuir para uma redugdo na ocorréncia de brucelose, pois a

enfermidade nao é transmitida dessa forma, mesmo sendo a doadora infectada,
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conforme demonstra uma série de pesquisas revisadas por STRINGFELLOW &
WRIGHT (1989).

Além dos fatores mencionados, é importante adicionar o efeito dos fatores
socioecondmicos, como grau de instrugdo do proprietério e acesso a orientacao técnica,
por exemplo, sobre a taxa de prevaléncia da brucelose bovina. SALMAN et al. (1984),
no México, ndo constataram efeito significativo do uso de servigcos veterinérios e do
namero de visitas feitas pelo veterinario sobre a proporcao de rebanhos reagentes para
brucelose.

Uma vez que ndo ha na literatura recente trabalhos abrangentes desenvolvidos
no Brasil com este propdsito, a presente investigagdo teve por objetivo identificar
fatores que eventualmente possam estar associados a taxa de prevaléncia da brucelose

bovina, nos municipios de Altindpolis e Santo Antonio da Alegria, Estado de S&o Paulo.

2- Material e Métodos

2.1- Populacao estudada

A populacéo estudada esta descrita no item 2.1 do Capitulo 2.

2.2- Amostra Examinada

Foram examinados 1.459 animais, cujos sangues foram obtidos por puncao da
veia jugular, conforme esta descrito no item 2.3 do Capitulo 2.

2.3- Técnicas soroldgicas
Todos os soros foram submetidos inicialmente a prova do antigeno acidificado

tamponado (ALTON et al., 1988) e a prova de soroaglutinagcdo em placa (CENTRO
PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1968). Todos o0s soros reagentes em uma dessas
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provas foram também examinados por meio da rea¢do de fixagdo de complemento, de
acordo com a técnica de ALTON et al. (1988).
Os detalhes dessas técnicas estao descritos no item 2.5 do Capitulo 2.

2.4- Caracteristicas dos animais e dos rebanhos examinados

Quando da colheita das amostras de sangue, foram obtidos dados a respeito dos
animais e das propriedades, de modo a detectar fatores que eventualmente possam
estar associados a prevaléncia da brucelose na populagdo estudada. Esses dados
foram obtidos por meio de um questionério (Anexo 1), sendo as informac¢des fornecidas

pelo proprietario ou pelo responsavel pelo rebanho.

2.5- Andlise estatistica

Para a comparacdo das taxas de prevaléncia de acordo com os fatores
considerados foi utilizado o procedimento para analise de dados de estudos seccionais,
com célculo do risco relativo (razdo de prevaléncias), do risco atribuivel e do risco
atribuivel populacional (ALMEIDA FILHO & ROUQUAYROL, 1992). O intervalo de
confianca do risco relativo foi obtido empregando a metodologia preconizada por
SCHWABE et al. (1977). As taxas de prevaléncia em funcdo dos fatores estudados

foram também analisadas pelo teste de qui-quadrado (BERQUO et al., 1980).

3- Resultados

A comparagao entre as propor¢cdes de animais reagentes e nao reagentes na
reacao de fixacdo de complemento, de acordo com as caracteristicas dos animais, esta
apresentada nas Tabelas de 1 a 3, com um resumo dos resultados dessas analises na
Tabela 20.
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Dos 1.039 animais com idade superior a 48 meses, 4,04% apresentaram reacao
positiva para brucelose, enquanto a taxa de prevaléncia entre os animais com idade de
24 a 48 meses foi 1,90% (Tabela 1).

Embora a taxa entre o primeiro grupo tenha sido maior que o dobro da taxa entre
0 segundo grupo, essa diferenca nao foi significativa, com 95% de probabilidade, de
acordo com o teste de qui-quadrado, embora o valor de X? (3,51) estivesse proximo do
limiar de significAncia estatistica (3,84). A relacdo entre essas duas taxas de
prevaléncia resultou em um risco relativo de 2,12, com um intervalo de confianca de
1,01 a 4,46, significando que, com 95% de probabilidade, a taxa de prevaléncia
observada nos animais acima de 48 meses € superior a taxa de prevaléncia observada
nos animais com 24 a 48 meses de idade. O risco atribuivel, ou diferenca de
prevaléncias, resultou em 2,14%, enquanto o risco atribuivel populacional foi de 44,61%
(Tabela 20).

O teste soroldgico resultou em 50 fémeas positivas, ou seja, 3,53%, entre as
1.415 examinadas, ao passo que dos 44 machos examinados nenhum foi positivo
(Tabela 2). Nao foi possivel calcular o risco relativo, uma vez que a taxa de prevaléncia
de um dos grupos foi zero. O risco atribuivel foi 3,53%, e o risco atribuivel populacional
foi 100,00%, mas, de acordo com o teste de qui-quadrado, a diferenca entre as duas
taxas nao é significativa (p > 0,05), conforme os dados da Tabela 20.

Os animais destinados a producéo leiteira tiveram uma taxa de prevaléncia de
4,26%, enquanto os animais de produgado mista tiveram um taxa de 3,03% (Tabela 3),
mas essa diferenca néo foi significativa (p > 0,05). O risco relativo foi 1,40, mas o
intervalo de confianga ficou entre 0,81 e 2,42. O risco atribuivel foi 1,23%, e 0 risco
atribuivel populacional foi 11,66% (Tabela 20).

Nas Tabelas de 4 a 19 encontra-se a comparagdo entre as proporcoes de
rebanhos com e sem pelo menos um animal reagente, de acordo com caracteristicas do
rebanho, da propriedade ou do proprietario. Um resumo dessas andlises encontra-se
na Tabela 21.

Das 39 propriedades com é&rea de até 30 hectares, 20,51% possuiam pelo

menos um animal reagente, enquanto nas propriedades com area superior a 30
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hectares a proporcéo de rebanhos infectados foi 15,05% (Tabela 4); essa diferenca néo
foi significativa (p > 0,05). O risco relativo, ou seja, a relagcdo entre essas duas taxas,
foi 1,36, com um intervalo de confianca de 0,62 a 2,98, o risco atribuivel foi 5,46%, e o
risco atribuivel populacional foi 9,72% (Tabela 21).

A andlise dos dados de acordo com o numero de animais que compdem o
rebanho mostra uma taxa de 20,75% de rebanhos com pelo menos um animal infectado
entre aqueles com mais de 50 animais e uma taxa de 13,92% entre os rebanhos
compostos por até 50 animais (Tabela 5); essa diferenca também nao foi significativa
(p > 0,05). O risco relativo foi 1,49 (intervalo de 0,68 a 3,29), o risco atribuivel foi
6,83%, e o risco atribuivel populacional foi 16,50% (Tabela 21).

Nos rebanhos com producéo leiteira superior a 200 litros diarios a frequéncia de
rebanhos com animais reagentes foi 26,32%, e naqueles com producdo diaria de até
200 litros a taxa foi 15,04% (Tabela 6); a diferenca entre essas duas taxas nao foi
significativa (p > 0,05). O risco relativo foi 1,75, intervalo de confianca de 0,73 a 4,18, 0
risco atribuivel foi 11,28%, e o risco atribuivel populacional foi 9,78%.

Analisando a frequéncia de rebanhos infectados conforme a idade do
proprietario, observa-se que 21,05% dos rebanhos de proprietarios com idade superior
a 50 anos tinham pelo menos um animal reagente na amostra examinada, ao passo
gue entre os rebanhos de proprietarios com idade até 50 anos a frequéncia foi 10,71%
(Tabela 7). Entretanto essa diferenca nao foi significativa no teste de qui-quadrado (p >
0,05). O risco relativo foi 1,97, com intervalo entre 0,82 e 4,71, o risco atribuivel foi
10,34%, e o risco atribuivel populacional foi 35,75% (Tabela 21).

Entre os rebanhos cujos proprietarios possuiam apenas grau de instrucdo
fundamental, a taxa de prevaléncia foi 18,75%, e nos rebanhos de proprietarios com
instrucdo média ou superior a taxa foi 13,46% (Tabela 8), diferenca essa sem
significancia estatistica (p > 0,05). O risco relativo foi 1,39, com intervalo de 0,61 a
3,18, risco atribuivel 5,29% e risco atribuivel populacional 19,26% (Tabela 21).

No grupo de rebanhos cujos proprietarios eram 0s responsaveis diretos pelo
manejo, a taxa de rebanhos infectados foi 18,31%, e nos rebanhos cujo manejo ficava a
cargo de outras pessoas a taxa foi 14,75% (Tabela 9), diferenca desprovida de
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significancia estatistica (p > 0,05). O risco relativo foi apenas 1,24, com intervalo de
confianca entre 0,57 e 2,70, o risco atribuivel foi 3,56%, e o risco atribuivel populacional
foi 11,52% (Tabela 21).

A taxa de prevaléncia de rebanhos infectados entre aqueles que dispunham de
algum tipo de orientacdo técnica foi 16,81%, enquanto entre os rebanhos sem
orientacdo técnica a taxa foi 15,79% (Tabela 10); essa diferenca nédo foi significativa
(p>0,05). O risco relativo foi 1,06 (0,35 - 3,24), o risco atribuivel foi 1,02%, e o risco
atribuivel populacional foi 5,28% (Tabela 21).

Nas propriedades que faziam exame de brucelose regularmente, a proporc¢éo de
rebanhos infectados foi 17,86%, e naquelas que nao faziam, a propor¢ao foi 15,79%
(Tabela 11), diferenca nao significativa (p > 0,05). O risco relativo foi 1,13, com
intervalo de 0,53 a 2,43, o risco atribuivel foi 2,07%, e o risco atribuivel populacional foi
5,28% (Tabela 21).

Entre os proprietarios que declararam vacinar os animais contra brucelose, a
taxa de rebanhos reagentes foi 21,05%, e entre os rebanhos sem vacinagéo a taxa foi
5,41% (Tabela 12). De acordo com o teste de qui-quadrado essa diferenca néo é
significativa ( p < 0,05). O risco relativo foi 3,89, com intervalo de 0,96 a 15,82, o risco
atribuivel foi 15,64%, e o risco atribuivel populacional foi 67,55% (Tabela 21).

Nos rebanhos cujos proprietarios ndo exigiam exame de brucelose para a
aquisicdo de animais a prevaléncia de rebanhos infectados foi 37,21%, enquanto nos
rebanhos em que era feita essa exigéncia a taxa foi 6,74% (Tabela 13); essa diferenca
foi significativa, pelo teste de qui-quadrado (p < 0,01). O risco relativo foi 5,52 (intervalo
entre 2,32 e 13,11), o risco atribuivel a esse fator foi 30,47%, e o risco atribuivel
populacional foi 59,57% (Tabela 21).

Nos rebanhos que nao adotavam o uso de piguete-maternidade, a taxa de
prevaléncia foi 17,05%, e nos que adotavam, a taxa foi 15,91% (Tabela 14), diferenca
gue resultou ndo significativa (p > 0,05). O risco relativo foi 1,07, com intervalo de 0,47
a 2,43, o risco atribuivel foi 1,14%, e o risco atribuivel populacional foi 4,56% (Tabela
21).
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A taxa de prevaléncia de rebanhos infectados entre aqueles cujos proprietarios
afirmaram n&o comprar animais em leildo foi 16,81%, e entre aqueles que afirmaram
comprar animais em leildo a taxa foi 15,79% (Tabela 15); essa diferenca nao foi
significativa (p > 0,05). O risco relativo foi 1,06 (0,35 a 3,24), o risco atribuivel foi
1,02%, e o risco atribuivel populacional foi 5,28% (Tabela 21).

Entre os rebanhos que usavam mina ou cOrrego como fonte de agua para os
animais a taxa de prevaléncia foi 16,67%, e entre aqueles que usavam outra fonte,
como pogo artesiano ou agua de estacdo de tratamento urbano, a taxa também foi
16,67% (Tabela 16). N&ao houve diferenca entre as taxas (p > 0,05), o risco relativo foi
1,00 (0,37 a 2,69), o risco atribuivel foi zero, assim como o risco atribuivel populacional
(Tabela 21).

Nos rebanhos que ndo usavam inseminacéo artificial, a prevaléncia foi 17,21%, e
nos rebanhos que usavam esse recurso a taxa foi 10,00% (Tabela 17), mas essa
diferenca nao foi significativa (p > 0,05). O risco relativo foi 1,72, com intervalo de 0,26
a 11,50, o risco atribuivel foi 7,21%, e o risco atribuivel populacional foi 40,01% (Tabela
21).

Dos 132 rebanhos examinados, 128 ndo usavam a transferéncia de embrides, e
desses, 17,19% possuiam pelo menos um animal reagente para brucelose, enquanto
entre os quatro rebanhos que adotavam o uso dessa tecnologia nenhum possuia animal
reagente (Tabela 18). Na&o foi possivel calcular o risco relativo; o risco atribuivel foi
17,97%, e o risco atribuivel populacional foi 100,00%, mas pelo teste exato de Fisher a
diferenca observada néo foi significativa (Tabela 21).

Entre os rebanhos criados em sistema semi-intensivo, a taxa foi 24,49%, e entre
os de sistema extensivo, 12,05% (Tabela 19); essa diferenca nao foi significativa
(p>0,05). O risco relativo foi 2,03 (0,95 - 4,35), o risco atribuivel foi 12,44%, e o risco
atribuivel populacional foi 27,71% (Tabela 21).
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Tabela 1- Resultado da reacgédo de fixacdo de complemento (positivo 3 4) para diagndstico de brucelose,
de acordo com a faixa etaria dos animais, em bovinos dos municipios de Altinépolis e Santo

Antonio da Alegria, Estado de S&o Paulo, 2000.

Faixa etaria Positivo Negativo Total
(meses) N© % N® %

> 48 42 4,04 997 95,96 1.039
24 a 48 8 1,90 412 98,10 420

Total 50 3,43 1.409 96,57 1.459

Tabela 2- Resultado da reagédo de fixacdo de complemento (positivo 3 4) para diagnéstico de brucelose,
de acordo com o sexo dos animais, em bovinos dos municipios de Altindpolis e Santo Antonio

da Alegria, Estado de S&o Paulo, 2000.

Sexo Positivo Negativo Total
N® % N® %

Fémea 50 3,53 1.365 96,47 1.415

Macho 0 0,00 44 100,00 44

Total 50 3,43 1.409 96,57 1.459

Tabela 3- Resultado da reacgédo de fixacdo de complemento (positivo 3 4) para diagndstico de brucelose,
de acordo com a finalidade da exploracéo, em bovinos dos municipios de Altinépolis e Santo

Antonio da Alegria, Estado de Sao Paulo, 2000.

Finalidade Positivo Negativo Total
N® % N® %

Leite 20 4,26 450 95,74 470

Mista 30 3,03 959 96,97 989

Total 50 3,43 1.409 96,57 1.459

Tabela 4- Rebanhos bovinos com e sem animal com diagnéstico positivo (reagdo de fixacdo de
complemento 3 4) para brucelose, de acordo com a area de propriedade, nos municipios de
Altindpolis e Santo Antonio da Alegria, Estado de Sao Paulo, 2000.

Area (ha) Positivo Negativo Total
N® % N® %

£30 8 20,51 31 79,49 39

> 30 14 15,05 79 84,95 93

Total 22 16,67 110 83,33 132
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Tabela 5- Rebanhos bovinos com e sem animal com diagnéstico positivo (reagdo de fixacdo de
complemento 3 4) para brucelose, de acordo com o ndmero de animais do rebanho, nos
municipios de Altindpolis e Santo Antonio da Alegria, Estado de S&o Paulo, 2000.

NUmero de Positivo Negativo Total
animais N© % N® %

> 50 11 20,75 42 79,25 53
1a50 11 13,92 68 86,08 79
Total 22 16,67 110 83,33 132

Tabela 6- Rebanhos bovinos com e sem animal com diagnostico positivo (reagdo de fixacdo de

complemento 3 4) para brucelose, de acordo com a producéo diaria de leite, nos municipios
de Altinopolis e Santo Antonio da Alegria, Estado de Sao Paulo, 2000.

Producéo diaria Positivo Negativo Total
de leite N© % N® %

> 200 litros 5 26,32 14 73,68 19
0 a 200 litros 17 15,04 96 84,96 113
Total 22 16,67 110 83,33 132

Tabela 7- Rebanhos bovinos com e sem animal com diagnéstico positivo (reagdo de fixacdo de

complemento 3 4) para brucelose, de acordo com a faixa etéria do proprietario, nos municipios
de Altinopolis e Santo Antonio da Alegria, Estado de Sao Paulo, 2000.

Idade (ano) Positivo Negativo Total
N® % N® %

> 50 16 21,05 60 78,95 76

até 50 6 10,71 50 89,29 56

Total 22 16,67 110 83,33 132

Tabela 8- Rebanhos bovinos com e sem animal com diagnostico positivo (reacdo de fixacdo de
complemento 3 4) para brucelose, de acordo com o grau de escolaridade do proprietario, nos
municipios de Altindpolis e Santo Antonio da Alegria, Estado de S&o Paulo, 2000.

Grau de Positivo Negativo Total
escolaridade N2 % N2 %

Fundamental 15 18,75 65 81,25 80
Médio/Sup. 7 13,46 45 86,54 52

Total 22 16,67 110 83,33 132
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Tabela 9- Rebanhos bovinos com e sem animal com diagnéstico positivo (reagdo de fixacdo de
complemento 3 4) para brucelose, de acordo com o fato de o proprietario ser ou ndo o
responsavel pelo manejo, nos municipios de Altindpolis e Santo Antonio da Alegria, Estado de
Séo Paulo, 2000.

Proprietario Positivo Negativo Total
responsavel N© % o %

Sim 13 18,31 58 81,69 71
Nao 9 14,75 52 85,25 61
Total 22 16,67 110 83,33 132

Tabela 10- Rebanhos bovinos com e sem animal com diagnostico positivo (reacdo de fixacdo de

complemento 3 4) para brucelose, de acordo com o fato de a propriedade dispor ou néo de
orientacdo técnica, nos municipios de Altindpolis e Santo Antonio da Alegria, Estado de Séo

Paulo, 2000.
Orientacdo Positivo Negativo Total
técnica N2 % N2 %
Sim 19 16,81 94 83,19 113
Nao 3 15,79 16 84,21 19
Total 22 16,67 110 83,33 132

Tabela 11- Rebanhos bovinos com e sem animal com diagndstico positivo (reacdo de fixagcao de
complemento 3 4) para brucelose, de acordo com o fato de fazer ou ndo exame de
brucelose regularmente, nos municipios de Altindpolis e Santo Antonio da Alegria, Estado
de Séo Paulo, 2000.

Exame de Positivo Negativo Total
brucelose N© % N® %

Sim 10 17,86 46 82,14 56
Nao 12 15,79 64 84,21 76
Total 22 16,67 110 83,33 132

Tabela 12- Rebanhos bovinos com e sem animal com diagnostico positivo (reacdo de fixacdo de
complemento 3 4) para brucelose, de acordo com o uso ou ndo de vacina contra brucelose,
nos municipios de Altinépolis e Santo Antonio da Alegria, Estado de S&o Paulo, 2000.

Vacina Positivo Negativo Total
brucelose N© % N® %

Sim 20 21,05 75 78,95 95
Nao 2 5,41 35 94,59 37

Total 22 16,67 110 83,33 132
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Tabela 13- Rebanhos bovinos com e sem animal com diagnostico positivo (reacdo de fixacdo de
complemento 3 4) para brucelose, de acordo com o fato de exigir ou ndo exame negativo de
brucelose antes de introduzir animais novos no rebanho, nos municipios de Altindpolis e
Santo Antonio da Alegria, Estado de S&o Paulo, 2000.

Exige exame Positivo Negativo Total
N® % N® %

Nao 16 37,21 27 62,79 43

Sim 6 6,74 83 93,26 89

Total 22 16,67 110 83,33 132

Tabela 14- Rebanhos bovinos com e sem animal com diagnostico positivo (rea¢do de fixacdo de

complemento 3 4) para brucelose, de acordo com o fato de usar ou ndo piquete-
maternidade, nos municipios de AltinGpolis e Santo Antonio da Alegria, Estado de Sao

Paulo, 2000.
Piquete- Positivo Negativo Total
maternidade N© % N© %
Nao 15 17,05 73 82,95 88
Sim 7 15,91 37 84,09 44
Total 22 16,67 110 83,33 132

Tabela 15- Rebanhos bovinos com e sem animal com diagnostico positivo (reacdo de fixacdo de

complemento 3 4) para brucelose, de acordo com o fato de comprar ou ndo animais em
leildo, nos municipios de Altindpolis e Santo Antonio da Alegria, Estado de Sao Paulo, 2000.

Compra em Positivo Negativo Total
leildo N© % N® %

Nao 19 16,81 94 83,19 113
Sim 3 15,79 16 84,21 19
Total 22 16,67 110 83,33 132

Tabela 16- Rebanhos bovinos com e sem animal com diagnostico positivo (rea¢do de fixacdo de
complemento 3 4) para brucelose, de acordo com a fonte de agua para os animais da
propriedade, nos municipios de Altindpolis e Santo Antonio da Alegria, Estado de S&o Paulo,

2000.
Fonte de agua Positivo Negativo Total
0 0% 0 0%
Outra 4 16,67 20 83,33 24
Mina/cérrego 18 16,67 90 83,33 108

Total 22 16,67 110 83,33 132
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Tabela 17- Rebanhos bovinos com e sem animal com diagnéstico positivo (reagdo de fixacdo de
complemento 3 4) para brucelose, de acordo com o uso ou ndo de inseminacéao artificial (1A),
nos municipios de Altinépolis e Santo Antonio da Alegria, Estado de S&o Paulo, 2000.

Uso de 1A Positivo Negativo Total
N® % N® %

Nao 21 17,21 101 82,79 122

Sim 1 10,00 9 90,00 10

Total 22 16,67 110 83,33 132

Tabela 18- Rebanhos bovinos com e sem animal com diagnostico positivo (reacdo de fixacdo de

complemento 3 4) para brucelose, de acordo com o0 uso ou ndo de transferéncia de embrido
(TE), nos municipios de Altindpolis e Santo Antonio da Alegria, Estado de S&o Paulo, 2000.

Uso de TE Positivo Negativo Total
N® % N® %

Nao 22 17,19 106 82,81 128

Sim 0 0,00 4 100,00 4

Total 22 16,67 110 83,33 132

Tabela 19- Rebanhos bovinos com e sem animal com diagnostico positivo (reacdo de fixacdo de

complemento 3 4) para brucelose, de acordo com o sitema de criacdo, nos municipios de
Altindpolis e Santo Antonio da Alegria, Estado de Sao Paulo, 2000.

Sistema de Positivo Negativo Total
criacdo N© % N® %

Semi-intens. 12 24,49 37 75,51 49
Extensivo 10 12,05 73 87,95 83
Total 22 16,67 110 83,33 132

Tabela 20 - Risco relativo (RR), intervalo de confianca do risco relativo (IC), risco atribuivel (RA), risco
atribuivel populacional (RAP), qui-quadrado (XZ) e significancia estatistica (p) observados
conforme as caracteristicas estudadas em bovinos (n = 1.459) dos municipios de Altinépolis
e Santo Antonio da Alegria, Estado de S&o Paulo, 2000.

Caracteristica Tabela RR IC RA (%) RAP (%) X p

Idade 1 2,12 1,01 -4,46 2,14 44,61 3,51 > 0,05
Sexo 2 - - 3,53 100,00 0,72 > 0,05
Finalidade 3 1,40 0,81-2,42 1,23 11,66 0,74 > 0,05

- N&o foi possivel calcular.
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Tabela 21 - Risco relativo (RR), intervalo de confianga do risco relativo (IC), risco atribuivel (RA), risco
atribuivel populacional (RAP), qui-quadrado (X2) e significancia estatistica (p) observados
conforme as caracteristicas da propriedade, do proprietario ou do rebanho bovino estudado
(n = 132) nos municipios de Altinépolis e Santo Antonio da Alegria, Estado de Sao Paulo,

2000.

Caracteristica Tabela RR IC RA (%) RAP (%) X p

Area 4 1,36 0,62 - 2,98 5,46 9,72 0,26 >0,05
NUmero animais 5 1,49 0,68 - 3,29 6,83 16,50 0,63 >0,05
Producéo leite 6 1,75 0,73-4,18 11,28 9,78 0,79 >0,05
Idade proprietario 7 1,97 0,82-4,71 10,34 35,75 1,79 > 0,05
Escolaridade proprietario 8 1,39 0,61 - 3,18 5,29 19,26 0,31 > 0,05
Proprietario - manejo 9 1,24 0,57 -2,70 3,56 11,52 0,10 >0,05
Orientagédo técnica 10 1,06 0,35-3,24 1,02 5,28 0,05 >0,05
Exame brucelose regular 11 1,13 0,53-2,43 2,07 5,28 0,006 > 0,05
Vacinacao brucelose 12 3,89 0,96 - 15,82 15,64 67,55 3,63 >0,05
Exame compra 13 5,52 2,32-13,11 30,47 59,57 17,25 <0,01
Piquete-maternidade 14 1,07 0,47 - 2,43 1,14 4,56 0,007 >0,05
Compra em leildo 15 1,06 0,35-3,24 1,02 5,28 0,05 >0,05
Fonte de 4gua 16 1,00 0,37 - 2,69 0,00 0,00 0,09 >0,05
Uso de LA 17 1,72 0,26 - 11,50 7,21 40,01 0,02 >0,05
Uso de T.E. 18 - - 17,19 100,00 - 0,48*
Sistema criacao 19 2,03 0,95 -4,35 12,44 27,71 2,60 >0,05

- N&o foi possivel calcular.
* Determinada pelo teste exato de Fisher.

4- Discussao

Apés longo tempo de convivéncia com a brucelose bovina praticamente pelo

mundo todo, muito do comportamento epidemioldgico da enfermidade ja é conhecido, e
pesquisadores tém apontado diversos fatores de risco associados com a ocorréncia da
doenca, embora seja necessario considerar que o grande namero de fatores envolvidos
e a interagao entre esses fatores dificulta sobremaneira a avaliagdo de sua influéncia.
A influéncia desses fatores, distribuidos por SALMAN & MEYER (1984) em trés
categorias, caracteristicas da populacdo animal, caracteristicas do manejo e
caracteristicas biolégicas da doenca, varia muito conforme as investigacfes realizadas

e conforme as areas estudadas, devendo certamente sofrer também influéncia de
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fatores socioecondmicos, que, obviamente, apresentam grande variagéo de acordo com
as caracteristicas culturais das diferentes populagcfes ao redor do mundo.

Essa diversidade de fatores associada a complexidade incrementada pelas
multiplas interacfes talvez expliquem por que, as vezes, fatores lbgica e
esperadamente associados & maior ocorréncia da infeccdo ndo se concretizam em
determinada investigacéo.

Das trés caracteristicas dos animais estudadas neste trabalho (idade, sexo e
finalidade da exploragao), a idade foi o fator que se apresentou mais associado a maior
taxa de prevaléncia. O risco relativo obtido foi 2,12, indicando que animais com idade
acima de 48 meses tiveram praticamente o dobro do risco de serem reagentes, quando
comparados com animais de 24 a 48 meses de idade (Tabelas 1 e 20). O intervalo de
confianca do risco relativo foi de 1,01 a 4,46, indicando haver 95% de probabilidade de
maior risco dos animais com mais idade serem reagentes, em relacdo aos mais jovens,
nas categorias estudadas, apesar de o resultado do teste de qui-quadrado (3,51) ter
ficado ligeiramente abaixo do limiar de significAncia estatistica (3,84). A associagao
entre idade e maior taxa de prevaléncia de brucelose esta de acordo com o que seria
esperado e de acordo com as afirmacdes de ACHA & SZYFRES (2001), pois, por se
tratar de uma doenca crénica, com o titulo soroldgico persistindo praticamente ao longo
da vida do animal, quanto maior o tempo de vida, maior a probabilidade do animal
entrar em contato com o agente etioldgico. Em consonéancia com isso, SILVA et al.
(2000), estudando rebanhos bovinos e bubalinos no Sri Lanka, verificaram maior
probabilidade de ocorréncia de brucelose em animais acima de trés anos de idade.

Apesar de a andlise estatistica ndo ter apontado diferenca significativa entre as
taxas de prevaléncia de acordo com o sexo, verificou-se que 3,53% das 1.415 fémeas
examinadas foram reagentes, enquanto nenhum dos 44 touros examinados apresentou
titulo sorolégico; o céalculo do risco atribuivel aponta que toda a taxa de prevaléncia
observada pode ser atribuida ao fator sexo feminino (Tabelas 2 e 20). Essa diferenca
encontra respaldo no fato de as vacas, principalmente aquelas em gestacao, serem a
categoria mais susceptivel a infecgdo por B. abortus (ACHA & SZYFRES, 2001).
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A andlise das taxas de prevaléncia de acordo com a finalidade do animal (4,26%
para os animais de finalidade leiteira e 3,03% para os de finalidade mista) ndo apontou
diferenca significativa (Tabelas 3 e 20). ANSELMO & PAVEZ (1977), analisando dados
levantados pelo Ministério da Agricultura no Brasil, ndo observaram diferencas bem
definidas entre animais destinados a producdo de leite, a producdo de carne e a
producao mista, ao passo que SALMAN et al. (1984), em um estudo sobre a brucelose
bovina em uma regido do México, constataram menor ocorréncia de soropositividade
em rebanhos cuja principal atividade era a exploragéao leiteira.

A porcentagem de rebanhos com pelo menos um animal reagente entre as
propriedades com até 30 hectares foi 20,51, e entre as propriedades com mais de 30
hectares, 15,05, mas essa diferenca nao foi significativa (Tabelas 4 e 21). J& a analise
de acordo com o numero de animais do rebanho revelou maior taxa de rebanhos
infectados entre aqueles com mais de 50 animais (20,75%) do que entre aqueles com 1
a 50 animais, embora essa diferenca também néo tenha sido significativa (Tabelas 5 e
21). De acordo com SALMAN & MEYER (1984), quando rebanhos maiores sao
infectados, uma maior proporcao de animais se infecta, e a doenca é mais dificil de ser
erradicada, embora o tamanho do rebanho provavelmente ndo seja a Unica variavel a
contribuir para essa diferenca, que deve ser influenciada por outros fatores, como por
exemplo a densidade de animais no rebanho. ANSELMO E PAVEZ (1977), no Brasil,
constataram que, com raras excecOes, a taxa de prevaléncia aumentava com 0
tamanho do rebanho, e SAMAN et al. (1984) também observaram relacdo entre maior
prevaléncia e maior tamanho de rebanho quando estudaram a brucelose bovina em
uma regido do México, concordando ainda com o relato de NICOLETTI (1980).

Entre as propriedades com producéo leiteira acima de 200 litros diarios a taxa de
rebanhos infectados foi 26,32%, enquanto entre aqueles com producao de até 200 litros
a taxa foi 15,04%, mas a diferenca nao foi significativa (Tabelas 6 e 21). E possivel que
esse fator, no presente estudo, esteja relacionado com o0s aspectos comentados no
paragrafo anterior, pois a quantidade de leite produzido geralmente guarda relacdo com

o tamanho do rebanho.
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E de se admitir que determinadas caracteristicas do proprietario possam influir
sobre a maior ou menor prevaléncia da infeccdo. No entanto, ndo se observou
influéncia significativa destas caracteristicas: idade, grau de escolaridade e o fato do
proprietario ser responsavel pelo manejo. Entre os rebanhos cujos proprietarios tinham
mais de 50 anos, 21,05% tinham pelo menos um animal reagente, enquanto entre
aqueles cujos proprietarios tinham até 50 anos a taxa foi 10,71%, o que resulta em um
risco relativo de 1,97, ou seja, quase o dobro de risco para o primeiro grupo, mas, Como
o intervalo de confianca atinge valor inferior a 1, essa diferenca ndo € considerada
significativa, o que foi confirmado pelo teste de qui-quadrado (Tabelas 7 e 21). A
prevaléncia de rebanhos infectados foi maior entre aqueles cujos proprietérios tinham
menor grau de instrucdo, porém a diferenca nédo foi significativa (Tabelas 8 e 21), e
entre os rebanhos cujos proprietarios sdo responsaveis pelo manejo a taxa foi maior,
porém sem diferenca significativa (Tabelas 9 e 21).

A disponibilidade de orientacdo técnica também néo influiu na porcentagem de
rebanhos infectados (Tabelas 10 e 21). Concordando com esta constatacdo, SALMAN
et al. (1984), no México, verificaram que 0 uso de servi¢os veterinarios e o nimero de
visitas feitas pelo veterinario ndo tiveram influéncia sobre a taxa de reagentes,
provavelmente porque os veterinarios eram chamados para outros servigos, e nao por
problemas relacionados com a brucelose. Tal fato também pode ter sido verificado no
presente trabalho, uma vez que a assisténcia técnica declarada pelo proprietério
provavelmente ndo estava relacionada com orientacdes sobre a profilaxia da brucelose
bovina.

Os responsaveis por 56 (42,42%) dos 132 rebanhos declararam fazer exame de
brucelose regularmente, e entre esses rebanhos 17,86% tinham animal positivo; ja
entre os 76 (57,58%) que declaram nao fazer exame regularmente a taxa foi 15,79%.
Essa diferenca néo foi significativa (Tabelas 11 e 21). Esses resultados indicam que,
apesar de fazerem exames, essas propriedades nédo estdo descartando os animais
infectados, pois, de acordo com SALMAN et al. (1984), quanto maior o tempo que o

animal infectado permanece no rebanho, maior a porcentagem de animais reagentes
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Segundo informag¢des dos responséaveis, 95 (71,97%) dos 132 rebanhos
vacinavam as bezerras contra brucelose, ao passo que 37 (28,03%) ndo adotavam
essa vacinagdo. Os resultados obtidos mostram uma taxa de 21,05% de rebanhos
infectados entre os que declararam vacinar e uma taxa de 5,41% entre os que
declararam nado vacinar. Essa diferenca néo foi significativa, mas o valor de qui-
guadrado (3,63) ficou préximo do limiar de significancia (3,87), com 95% de
probabilidade (Tabelas 12 e 21). Embora paradoxal, essa maior prevaléncia em
rebanhos vacinados foi também constatada por ANSELMO & PAVEZ (1977). Segundo
SALMAN & MEYER (1984), o uso da vacina como medida profilatica para prevenir a
disseminacao da brucelose é controverso. Em um estudo retrospectivo envolvendo 79
rebanhos leiteiros na California, VANDERWAGEN et al. (1977) concluiram que a
guantidade de animais que se tornaram reagentes em um rebanho nao vacinado foi oito
vezes a quantidade observada em um rebanho vacinado. Por outro lado, KELLAR et al.
(1976) e MARTIN & GERROW (1978) concluiram que a vacinacao por si s6 parece nao
influenciar significativamente. Nos dados do presente trabalho, a taxa de rebanhos
vacinados infectados foi 3,89 vezes a taxa de rebanhos n&o vacinados infectados,
embora o limite inferior do intervalo de confianca desse risco relativo tenha sido
ligeiramente inferior a 1,0 (0,96). Apesar de desprovida de significancia estatistica,
essa diferengca apresenta-se paradoxalmente elevada a favor dos rebanhos néo
vacinados. Pode-se admitir que residuos da resposta sorolégica a vacina B 19 estejam
influindo nesses resultados, mas isso é pouco provavel, uma vez que foram
examinados apenas animais adultos, que, na sua grande maioria, ndo deveriam ter
mais titulos significativos de anticorpos vacinais. Outra explicagdo que ndo pode deixar
de ser mencionada € a possibilidade de resposta inadequada, por parte dos
responsaveis pelos rebanhos, ao questionario aplicado. O convivio no campo mostra
uma dificuldade por parte dos produtores menos esclarecidos de distinguir entre as
vacinacdes contra as diversas enfermidades, o que leva a suposicdo de que, ao
responder a questdo, o produtor possa, na verdade, estar fazendo alusdo a outra
vacina, contra febre aftosa, por exemplo, que é de uso obrigatério; aliada a
possibilidade de equivoco h& a possibilidade do receio de admitir a ndo-adoc¢éo de uma
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préatica sanitaria recomendavel. Essas duas possibilidades séo reforcadas pelo fato de
71,97% dos responsaveis pelos rebanhos terem declarado que usam a vacina contra
brucelose, porcentagem que parece elevada, contra 28,03% que declararam nao usar,
principalmente se for considerado que quando da aplicagdo do formulério essa
vacinacao ainda ndo era obrigatéria. Na investigagao realizada no México, SALMAN et
al. (1984) observaram que tdo poucos rebanhos vacinavam contra brucelose que néao
foi possivel tirar uma concluséo sobre a influéncia dessa variavel.

Dos fatores de risco analisados neste trabalho, a exigéncia de exame negativo
de brucelose para a aquisi¢ao de animais foi aquele que apresentou maior significancia
estatistica: risco relativo 5,52 (2,32 a 13,11) e qui-quadrado 17,25 (p < 0,01), conforme
consta nas Tabelas 13 e 21. O fato da taxa de prevaléncia de rebanhos infectados
entre 0S que nao exigem exame na compra de animais ter sido cinco vezes a taxa
observada entre os rebanhos que exigem exame mostra com clareza a importancia da
adocédo dessa medida. Esses resultados sdo compativeis com a afirmacdo de SALMAN
& MEYER (1984) de que a reposicdo com animais infectados representa um dos
principais fatores associados a introducéo de brucelose em rebanho livre.

No presente trabalho ndo se observou influéncia do uso de piquete-maternidade
na taxa de rebanhos infectados (Tabelas 14 e 21). SALMAN & MEYER (1984), no
México, também néo observaram influéncia desse fator. Com o0 uso de pigquete-
maternidade pode-se imaginar um efeito positivo para evitar a disseminac¢éo da doenca
porque evita-se que o0 animal eventualmente infectado venha a parir ou abortar onde
esta o restante do rebanho, contaminando a pastagem e expondo 0s outros animais ao
risco. Entretanto é preciso considerar a possibilidade de no piquete-maternidade
também haver animais infectados e animais ndo infectados; nesse ultimo caso, o risco
de disseminagdo apresenta-se elevado, pois o animal em final de gestacdo e
supostamente nao infectado constitui a categoria animal de maior susceptibilidade a
infeccdo, além de que com a adocao do piquete-maternidade, na hipétese de um animal
infectado parir ou abortar, a carga de contaminacao serd muito maior do que seria em
uma area mais ampla, dada a maior concentracdo, o que implica maior risco de

transmissdo da enfermidade. Isso € confirmado pelas observacbes de
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VANDERWAGEN et al. (1978) segundo as quais rebanhos que adotaram o uso de
baias individuais por ocasido do parto tiveram maior sucesso na erradicacdo da
brucelose bovina. Do ponto de vista de prevencdo da brucelose, esse seria o
procedimento ideal de manejo de pari¢cées, embora seja de dificil implementacdo na
maioria das propriedades, pela infra-estrutura exigida e pelo aumento dos custos.

Supostamente, a compra de animais em leildao pode representar um risco de
introducdo de brucelose no rebanho, uma vez que se trata de um tipo de
comercializacdo que nao permite a imposicao de condi¢cdes, como, por exemplo, fazer
exame no animal comprado, devendo o comprador, nessa circunstancia, confiar no
exame fornecido pelo vendedor ou pelo organizador do evento. Essa situagcdo pode
representar risco, pois ndo € rara a possibilidade de exame falso ou realizado sem o
devido rigor técnico. No entanto, os dados deste trabalho ndo mostraram influéncia
desse fator na taxa de rebanhos infectados (Tabelas 15 e 21), talvez pelo préprio fato
de apenas 14,39% dos produtores terem declarado comprar animais em leildo.

O uso de 4gua de corrego ou de mina para a dessedentacdo dos animais pode,
teoricamente, representar maior risco de transmissdo de brucelose bovina, em
decorréncia da maior possibilidade de contaminagdo dessas fontes, em comparacgéo
com outras, como agua de poc¢o ou agua fornecida por estacdo urbana de tratamento,
mas no presente trabalho ndo se observou essa relagao, tendo a taxa de prevaléncia
sido exatamente a mesma nos dois grupos de propriedades (Tabelas 16 e 21).

Observou-se maior porcentagem de rebanhos infectados entre aqueles que nao
usam inseminacéo artificial (17,21%) do que entre aqueles que usam (10,00%), embora
essa diferenca ndo se tenha revelado significativa (Tabelas 17 e 21). Segundo
SALMAN & MEYER (1984), a comparacgao entre inseminacao artificial e monta natural
na disseminacédo da brucelose tem sido objeto de resultados conflitantes. A monta
natural tem pequena importancia na transmissdo da brucelose bovina (THOMSEN,
1943), e 0 uso, nha inseminacgao artificial, de sémen de touro infectado pode transmitir a
doenca para vacas nao infectadas (MANTHEI et al., 1950); no entanto, o uso de sémen
fornecido por empresas iddéneas, que adotam rigido controle sanitario, praticamente
elimina esse risco. Conforme observaram SALMAN et al. (1984), no México, a
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inseminacao artificial realizada sob condi¢cdes precarias pode resultar em maior
prevaléncia de brucelose, mas sendo a inseminacdo realizada sob condi¢cOes
adequadas, o resultado pode ser a reducdo na prevaléncia da enfermidade, também
porque veterinarios devidamente treinados para realizar a inseminacao artificial adotam
melhores praticas sanitarias e detectam problemas que podem estar relacionados com
a ocorréncia de brucelose.

Em nenhuma das quatro propriedades que usam a transferéncia de embrides se
observou animal reagente para brucelose, ao passo que entre as que nao usam, a taxa
de prevaléncia foi 17,19% (Tabelas 18 e 21), embora a analise estatistica ndo tenha
revelado diferenca significativa. Em funcdo do pequeno numero de proprietarios
adotando essa tecnologia (3,03%), os dados do presente trabalho ndo permitem uma
concluséo absoluta sobre o efeito desse fator, mas os dados obtidos estédo respaldados
no fato de a transferéncia de embrides em bovinos, mesmo usando uma doadora
infectada, ndo resultar na transmisséo de brucelose (STRINGFELLOW & WRIGHT,
1989) e também no fato de que em rebanhos que adotam esse tipo de tecnologia ha
maior probabilidade de serem adotadas medidas sanitarias adequadas, que venham a
contribuir para a diminui¢cdo na prevaléncia da brucelose.

A porcentagem de rebanhos infectados criados em sistema semi-intensivo
(24,49%) foi o dobro da porcentagem de rebanhos infectados criados em sistema
extensivo (12,05%), o que resulta em um risco relativo de 2,03, embora o limite inferior
do intervalo de confianga tenha sido menor que 1,00 (0,95) e o teste de qui-quadrado
tenha apontado diferenca néo significativa (Tabelas 19 e 21). Do ponto de vista da
ocorréncia de brucelose bovina, € admissivel que ambos o0s sistemas possam
apresentar vantagens e desvantagens. No sistema intensivo, a maior proximidade
entre 0s animais e a maior concentracao de eventual contaminagdo ambiental apontam
para o favorecimento na disseminagédo da doenca, em relagdo ao sistema extensivo.
Por outro lado, no sistema intensivo, a proximidade dos animais e o maior contato com
as pessoas que cuidam do rebanho permitem melhor e mais rapida deteccdo de
eventuais problemas relacionados com a brucelose, como por exemplo a ocorréncia de

abortamento, o que possibilitaria a pronta adocdo de medidas profilaticas, que
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potencialmente resultariam em diminuigao na ocorréncia da enfermidade. ANSELMO &
PAVEZ (1977) nao observaram diferenca entre as taxas de prevaléncia observadas em
rebanhos criados em sistema extensivo, semi-intensivo ou intensivo, enquanto SILVA et
al. (2000), no Sri Lanka, obtiveram associacdo entre sistema extensivo e maior
ocorréncia de brucelose em bovideos.

Os resultados permitem concluir que, entre as caracteristicas dos animais
avaliadas no presente trabalho, a idade e 0 sexo estdo associados a ocorréncia da
enfermidade. Os animais com idade mais avancada tém mais chance de serem
infectados do que os mais jovens, e as fémeas sdo mais frequentemente infectadas do
gue os machos. Das caracteristicas do rebanho, da propriedade ou do proprietério,
pode-se afirmar que aquela que demonstrou associacdo inequivoca com a maior
ocorréncia de brucelose foi a aquisicdo de animais sem a exigéncia de exame de

brucelose com resultado negativo para a introducdo de novos animais no rebanho.
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CAPITULO 4 - COMPARACAO ENTRE A PROVA DE SOROAGLUTINACAO EM
PLACA E A PROVA DO ANTIGENO ACIDIFICADO TAMPONADO
COMO TESTES DE TRIAGEM NO DIAGNOSTICO SOROLOGICO
DA BRUCELOSE BOVINA

RESUMO - O trabalho teve por objetivo avaliar a prova do antigeno acidificado
tamponado e a prova de soroaglutinagdo em placa como testes de triagem no
diagnéstico soroldgico da brucelose bovina. Foram examinados 1.459 soros colhidos
em rebanhos dos municipios de Altindpolis e Santo Antonio da Alegria, SP. Para a
comparagdo entre os resultados obtidos utilizou-se o indicador kappa, e a andlise
estatistica baseou-se no teste de qui-quadrado de McNemar. Adotando como ponto de
corte na prova de soroaglutinacdo em placa o titulo 25, observou-se concordancia de
94,04% entre os dois testes, com um indicador kappa 0,31 mostrando uma
concordancia sofrivel, e diferenca significativa entre os resultados dos dois testes (p <
0,01). Com o titulo 50 como ponto de corte na prova de soroaglutinacdo em placa a
concordéancia foi 97,74%, kappa 0,71 (concordancia boa), e a diferengca nao foi
significativa (p > 0,05). Concluiu-se que a prova do antigeno acidificado tamponado é
vantajosa em relagdo a prova de soroaglutinacdo em placa como teste de triagem para
o diagndéstico sorolégico da brucelose bovina.

Palavras-Chave: Card test, concordancia, indicador kappa, teste rosa de Bengala

1- Introducgéo

A maior parte dos programas de combate a brucelose baseia-se no esquema de
teste e abate dos animais reagentes. Isso significa submeter todos os animais ao
exame soroldgico, acarretando a necessidade de examinar um nimero muito grande de
amostras. Por essa razédo, é fundamental que se disponha de um teste rapido, de facil
execucao e de baixo custo, para ser usado como teste de triagem.
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Vérios testes ja foram avaliados para essa finalidade, muitos deles baseados no
principio da aglutinacéo, pela facilidade de execucéo.

ROSE & ROEPKE (1957) avaliaram a prova de soroaglutinacdo em placa
usando antigeno com pH 4,0 e concluiram que a aglutinagdo por anticorpos nao
especificos era inibida com essa técnica.

No inicio da década de 1960, visando obter um teste rapido e confiavel,
pesquisadores do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos desenvolveram um
teste usando antigeno de Brucella abortus corado com rosa de Bengala e tamponado
com um pH 3,65. Esse teste, que utilizava componentes descartaveis e podia ser
realizado usando soro ou plasma, obtido com fito-hemaglutininas e anticoagulante, ficou
conhecido como brucellosis card test. NICOLETTI (1967) avaliou o teste e relatou que
todos os animais dos quais o agente etioldgico havia sido isolado apresentaram
reacOes positivas, embora reacgOes falso-positivas tivessem sido observadas em
animais vacinados com a amostra B 19 de B. abortus.

BRINLEY MORGAN et al. (1969) adaptaram o card test usando o antigeno
preparado pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, mas realizando o
teste em lamina, dando origem ao teste que é chamado, na literatura internacional, rosa
de Bengala. Esses autores observaram maior associacdo entre os resultados do teste
rosa de Bengala (antigeno acidificado) e os da reacéo de fixacdo de complemento do
gue entre os resultados do teste rosa de Bengala e os da prova de soroaglutinacéo.
De acordo com DAVIES (1971), avaliagbes realizadas no Reino Unido resultaram em
uma sensibilidade de 96,2% e uma especificidade de 97,1% para o teste rosa de
Bengala.

A classe de imunoglobulinas envolvida na reagédo a esse antigeno com pH &cido
foi motivo de controvérsia. CORBEL (1972) concluiram que a aglutinacdo estava
associada apenas a imunoglobulinas da subclasse 1gG1, e que a IgM né&o participava
da reacdo. BEH (1973), embora confirmando a importancia da IgG1, observaram
também aglutinacdo associada com 1gG2 e IgM, o que esta de acordo com as
observacgdes de LEVIEUX (1974), que também verificou que a IgM participa da reacéo.
Contrariamente as constatacfes de CORBEL (1972), ALLAN et al. (1976) observaram
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gue o teste rosa de Bengala detecta IgM de maneira mais eficiente do que detecta IgG1
e lgG2.

A respeito do mecanismo de acdo, CORBEL (1973) comprovaram que a
especificidade da aglutinagédo do teste rosa de Bengala estd associada a diminui¢cdo do
pH e que o corante rosa de Bengala ndo desempenha papel especial, a ndo ser por
propiciar melhor observacdo dos grumos de aglutinagéo.

Ao desenvolver um teste mais especifico, que supostamente excluia a
aglutinacdo por IgM, a intencdo era evitar a reagdo de anticorpos resultantes da
vacinacdo com B. abortus amostra B 19 sem interferir com a reagao provocada por
anticorpos resultantes da infecgdo. Entretanto, apesar da obtencdo de um teste mais
especifico do que a soroaglutinagédo, o objetivo de diferenciar reacdo vacinal ndo foi
atingido, como demonstraram NICOLETTI (1967) e BRINLEY MORGAN et al. (1969).

Uma vez que diversos trabalhos confirmaram a confiabilidade desse teste
(NICOLETTI, 1967; BRINLEY MORGAN et al.,, 1969; DAVIES, 1971; OREILLY &
CUNNINGHAM, 1971), muitos programas oficiais de combate a brucelose bovina
passaram a adota-lo, tanto é que a maioria dos paises desenvolvidos que conseguiram
sucesso no combate a doenca utilizaram o teste rosa de Bengala como método de
triagem, e em seguida 0s soros positivos nesse teste eram submetidos a fixagdo de
complemento, usada como prova confirmatoria.

No Brasil, até ha pouco tempo, o uso do teste rosa de Bengala ndo era muito
difundido, sendo mais comum o uso da prova de soroaglutinacdo em placa. Entretanto,
€ importante considerar que ndo € rara a observagdo de animais infectados que néo
reagem na prova de soroaglutinacdo, ou entdo apresentam titulos insignificantes
(ALTON et al.,, 1975; MATHIAS, 1996). Desse modo, o uso da prova de
soroaglutinacdo isoladamente, ou o uso dessa prova como teste de triagem, pode
deixar que animais infectados continuem no rebanho, dificultando a evolugdo de um
programa de erradicagao da doenca.

Esse problema devera ser minimizado com a instituicdo do Programa Nacional

de Controle e Erradicacéo da Brucelose e Tuberculose Animal (BRASIL, 2001), que
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prevé o uso da prova do antigeno acidificado tamponado (PAAT - nome adotado no
Brasil pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) como prova de triagem.

Com a adocao dessa prova pelo programa oficial de combate a brucelose bovina
no Brasil, & importante avaliar seu desempenho, em comparacdo com a prova de
soroaglutinacdo em placa, como teste na triagem para o diagndstico soroldgico dessa
enfermidade no Brasil.

2- Material e Métodos

2.1- Soros examinados

Foram examinados 1.459 soros sangiineos de bovinos dos municipios de
Altindpolis e Santo Antonio da Alegria, obtidos aleatoriamente, conforme descrito no
item 2.3 do Capitulo 2.

2.2- Provas soroldgicas

Todos os soros foram submetidos a prova do antigeno acidificado (ALTON et al.,
1988) e a prova de soroaglutinagcdo em placa (CENTRO PANAMERICANO DE
ZOONOSIS, 1968). Os resultados da PAAT, divididos em positivos e negativos, foram
comparados com os resultados da prova de soroaglutinacdo em placa.

Os detalhes para a realiza¢@o desses testes soroldgicos estdo descritos no item
2.5 do Capitulo 2.

2.3- Analise estatistica
Para a comparagdo entre os resultados dos dois testes calculou-se a

concordancia e o coeficiente kappa, calculado e interpretado de acordo com 0s critérios
mencionados por PEREIRA (1995).
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Essa comparacdo também foi realizada com base no teste de qui-quadrado de
McNemar (JEKEL et al., 1999).

3- Resultados

Dos 1.459 soros bovinos analisados, 46 (3,15%) apresentaram resultado positivo
na PAAT, enquanto os outros 1.413 (96,85%) apresentaram resultado negativo. Na
prova de soroaglutinacdo em placa, 1.332 (91,30%) soros ndo apresentaram titulo, 70
(4,80%) apresentaram titulo 25, 26 (1,78%) apresentaram titulo 50, 8 (0,55%)
apresentaram titulo 100, 8 (0,55%) apresentaram titulo 200 e 15 (1,03%) apresentaram
titulo 400. Dos 1.413 soros negativos na PAAT, 1.329 (94,06%) ndo apresentaram
titulo na prova de soroaglutinagdo em placa, 62 (4,39%) apresentaram titulo 25, 19
(1,34%) apresentaram titulo 50, 2 (0,14%) apresentaram titulo 100 e 1 (0,07%)
apresentou titulo 200; nenhum deles apresentou titulo 400. Quanto aos 46 soros com
resultado positivo na PAAT, 3 (6,52%) ndo apresentaram titulo na prova de
soroaglutinacédo em placa, 8 (17,39%) apresentaram titulo 25, 7 (15,22%) apresentaram
titulo 50, 6 (13,04%) apresentaram titulo 100, 7 (15,22%) apresentaram titulo 200 e 15
(32,61%) apresentaram titulo 400 (Tabela 1).

Adotando-se o titulo 25 como ponto de corte para a prova de soroaglutinacdo em
placa, 127 (8,70%) dos 1.459 soros seriam positivos nessa prova, contra 46 (3,15%)
positivos na PAAT, e 1.332 (91,30%) seriam negativos. Dos 46 soros positivos na
PAAT, 43 (93,48%) seriam também positivos na prova de soroaglutinacdo em placa,
enquanto 3 (6,52%) seriam negativos. Dos 1.413 soros negativos na PAAT, 84 (5,94%)
seriam positivos na prova de soroaglutinagcdo em placa, e 1.329 (94,06%) seriam
negativos (Tabela 2).

Por esse critério, a concordancia entre os dois testes foi 94,04%, e o indicador
Kappa foi 0,31. A diferenca entre as duas provas foi significativa (p < 0,01), pois o teste

de qui-quadrado de McNemar revelou um valor de 73,56 (p < 0,01).
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Caso se adotasse o titulo 50 como ponto de corte para a prova de
soroaglutinagdo em placa, 57 (3,91%) dos 1.459 soros seriam positivos nessa prova,
contra 46 (3,15%) na PAAT, e 1.402 (96,09%) seriam negativos. Dos 46 soros positivos
na PAAT, 35 (76,09%) seriam também positivos na prova de soroaglutinacdo em placa,
enquanto 11 (23,91%) seriam negativos. Dos 1.413 soros negativos na PAAT, 22
(1,56%) seriam positivos na prova de soroaglutinagdo em placa, e 1.391 (98,44%)
seriam negativos (Tabela 3).

Nessa situacdo, a concordancia entre os testes foi 97,74%, com um indicador
kappa 0,71. Pelo teste de qui-quandrado de McNemar (X? = 3,03), a diferenca entre os

testes nao foi significativa (p > 0,05).

Tabela 1 - Resultados revelados pela prova do antigeno acidificado tamponado (PAAT) e pela prova de
soroaglutinacdo em placa (SAP) para o diagnéstico soroldgico da brucelose em bovinos dos
municipios de Altindpolis e Santo Antonio da Alegria, Estado de Sao Paulo, 2000.

PAAT SAP Total
- 25 50 100 200 400

Negativo 1.329 62 19 2 1 0 1.413

Positivo 3 8 7 6 7 15 46

Total 1.332 70 26 8 8 15 1.459

Tabela 2 - Comparacao entre os resultados da prova do antigeno acidificado tamponado (PAAT) e da
prova de soroaglutinacdo em placa (SAP), adotando-se o titulo 25 como ponto de corte, para
o diagnostico sorolégico da brucelose em bovinos dos municipios de Altinépolis e Santo
Antonio da Alegria, Estado de S&o Paulo, 2000.

PAAT SAP (3 25) Total
Positivo Negativo
Positivo 43 3 46
Negativo 84 1.329 1.413
Total 127 1.332 1.459
43 +1.329
Concordancia = ---------------- =94,04%
1.459
Kappa = 0,31

X2 de McNemar = 73,56
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Tabela 3 - Comparacgéo entre os resultados da prova do antigeno acidificado tamponado (PAAT) e da
prova de soroaglutinagdo em placa (SAP), adotando-se o titulo 50 como ponto de corte, para
o diagnostico sorolégico da brucelose em bovinos dos municipios de Altindpolis e Santo
Antonio da Alegria, Estado de S&o Paulo, 2000.

PAAT SAP (3 50) Total
Positivo Negativo
Positivo 35 11 46
Negativo 22 1.391 1.413
Total 57 1.402 1.459
35+ 1.391
Concordancia = ---------------- =97,74%
1.459
Kappa = 0,71

X2 de McNemar = 3,03

4- Discussao

Os programas de combate a brucelose, baseados no esquema de teste e abate,
por envolverem o exame de um numero muito grande de amostras, exigem a
disponibilidade de um teste de triagem, rapido, barato e que proporcione resultados
confiaveis. Um teste com essa finalidade deve dar poucas reac¢fes falso-negativas,
porque, se animais infectados sédo erroneamente considerados livres da infec¢éo, pode
haver a disseminacdo do agente etioldgico em rebanhos tidos como livres da infecgéo.
O teste de triagem deve também dar poucos resultados falso-positivos, pois em caso
contrario muitos soros terdo de ser submetidos aos teste confirmatorios, tornando o
procedimento mais caro e mais demorado.

Essas caracteristicas, de acordo com DAVIES (1971), sdo apresentadas pelo
teste do antigeno acidificado tamponado, e por isso 0 mesmo vem sendo utilizado como
teste de triagem em diversos paises.

Os dados do presente trabalho mostram a ocorréncia de resultados negativos na
prova do antigeno acidificado tamponado em soros apresentando titulos altos na prova
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de soroaglutinagcdo em placa, assim como a ocorréncia de resultados positivos na prova
do antigeno acidificado tamponado em soros sem titulo ou com titulo baixo na prova de
soroaglutinacdo (Tabela 1).

Considerando o titulo 25 como ponto de corte para a prova de soroaglutinacéo,
constata-se uma concordandia de 94,04% entre as duas provas, com um indicador
kappa 0,31, que mostra uma concordancia sofrivel, e diferengca estatisticamente
significativa entre os resultados dos dois testes (Tabela 2). Esses dados sugerem que
0 uso da prova de soroaglutinacdo em placa na diluicao 1/25 como teste de triagem
levaria a necessidade de submeter um numero maior de soros aos testes
confirmatdrios, em comparagdo com a prova do antigeno acidificado. Esses resultados
estdo associados a ocorréncia de rea¢des nao especificas na prova de soroaglutinacéo,
conforme observaram ALLAN et al. (1976).

Na hipotese de adocdo do titulo 50 como ponto de corte para a prova de
soraglutinagéo, a concordancia sobe para 97,74%, e o indicador kappa 0,71 aponta
para uma concordancia boa, além da analise estatistica indicar que a diferenca entre os
dois testes nao foi significativa (Tabela 3). Apesar dessa maior concordancia, a adogao
desse ponto de corte no teste de triagem pela prova de soroaglutinacao implicaria um
risco aumentado de que animais infectados tivessem um diagndstico negativo, uma vez
gue de 46 soros positivos na prova do antigeno acidificado 11 deram resultado negativo
na prova de soroaglutinacdo. BRINLEY MORGAN et al. (1969) j4 haviam encontrado
soros sem titulo na prova de soroaglutinagdo e resultado positivo no teste rosa de
Bengala e, no outro extremo, soros com titulos altos na prova de soroaglutinacdo e
resultado negativo no teste rosa de Bengala. Essa possibilidade de risco de resultado
falso-negativo na prova de soroaglutinacdo estd associada ao fato de essa prova
frequentemente proporcionar titulos baixos em animais infectados, conforme
constataram ALTON et al. (1975), e em animais com titulos elevados na reacédo de
fixacdo de complemento, conforme observou MATHIAS (1996).

Pelos resultados obtidos e pelos dados encontrados na literatura, pode-se
concluir que a prova do antigeno acidificado é vantajosa em relacdo a prova de
soroaglutinacdo em placa para uso como teste de triagem no diagnostico soroldgico da
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brucelose bovina, por proporcionar resultados mais confiaveis, por ser de mais facil
execucdo e de mais fécil interpretacdo. Isso indica o acerto da nova legislacao
brasileira (BRASIL, 2001) ao adotar a prova do antigeno acidificado como teste de
triagem, critério adotado por varios paises desenvolvidos que conseguiram erradicar a

brucelose ou reduzir drasticamente a taxa de prevaléncia.
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CAPITULO 5 - COMPARACAO ENTRE A REACAO DE FIXACAO DE
COMPLEMENTO E A PROVA DO MERCAPTOETANOL COMO
TESTES CONFIRMATORIOS NO DIAGNOSTICO SOROLOGICO
DA BRUCELOSE BOVINA

RESUMO - O trabalho teve por objetivo comparar os resultados proporcionados
pela reacdo de fixacdo de complemento com aqueles proporcionados pela prova do
mercaptoetanol como testes confirmatérios no diagndstico sorolégico da brucelose
bovina. Foram examinados 129 soros com resultado positivo na prova do antigeno
acidificado tamponado ou com titulo a partir de 25 na prova de soroaglutinacdo em
placa, obtidos de rebanhos bovinos dos municipios de Altinépolis e Santo Antonio da
Alegria, SP. Para a comparagao entre os resultados obtidos utilizou-se o indicador
kappa, e a andlise estatistica baseou-se no teste de qui-quadrado de McNemar.
Adotando como ponto de corte o titulo 4 para a fixacdo de complemento e o titulo 25
para a prova do mercaptoetanol, observou-se concordancia de 89,92% entre os dois
testes, considerada boa, pois o indicador kappa foi 0,78. No entanto, pela analise
estatistica, os resultados dos dois testes apresentaram diferenca significativa (p < 0,01).
Pelos dados do presente trabalho pode-se concluir que a reacdo de fixacdo de
complemento apresenta maior sensibilidade do que a prova do mercaptoetanol e que o
uso desta pode acarretar a obtencdo de resultados falso-negativos, pois foram
observados soros com titulo variando de 8 a 64 na reacdo de fixacdo de complemento
mas com resultado negativo na prova do mercaptoetanol. Apesar dessa possibilidade,
deve-se considerar que a adog¢ao do teste do mercaptoetanol pelo Programa Nacional
de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose é um avangco em relacdo a
situacdo anterior, em que o diagnostico era baseado apenas na prova de
soroaglutinacdo em placa.

Palavras-Chave: Concordancia, indicador kappa
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1- Introducgéo

Os programas de combate a brucelose animal baseiam-se no diagndstico para a
identificagdo dos animais infectados e posterior eliminacdo dos mesmos, de modo a
reduzir o nimero de fontes de infeccédo circulando no rebanho.

Como esse esquema exige o teste de um grande numero de animais, o
procedimento adotado consiste no uso de um teste de triagem, mais simples e mais
sensivel, sendo posteriormente o resultado positivo confirmado por um teste mais
especifico, o qual é, geralmente, mais trabalhoso, ndo sendo, por isso, aplicado a todo
o rebanho.

Entre as provas soroldgicas usadas na confirmacao do resultado positivo para o
diagnéstico soroldgico da brucelose bovina destaca-se a reacdo de fixacdo de
complemento, usada desde o inicio do século XX para esse propésito (JONES et al.,
1963) e adotada pelo programa da maioria dos paises que conseguiram erradicar a
enfermidade.

A reacdo de fixacdo de complemento tem sido usada no diagndstico da
brucelose porque apresenta boa correlacdo com o isolamento do agente etiolégico a
partir de bovinos natural ou experimentalmente infectados (HAYES & CHAPPEL, 1982;
SUTHERLAND et al., 1982; CORNER et al., 1983), e porque sofre menos influéncia de
anticorpos resultantes da vacinacdo (ALTON et al., 1975). A forte associacdo da
fixacdo do complemento com a infec¢do esta relacionada com o fato de esse teste
detectar principalmente IgGl (CORBEL, 1972; ALLAN et al., 1976), principal
imunoglobulina resultante da infecgéo por B. abortus em bovinos.

No entanto, a reacdo de fixagdo de complemento & uma técnica muito
trabalhosa, que exige a utilizagdo de reagentes recém-preparados, o que dificulta o seu
uso. Além disso, ha uma variagdo muito grande nas técnicas utilizadas, ndo havendo
uma padronizacao internacional (ACHA & SZYFRES, 2001).

A prova do mercaptoetanol baseia-se na capacidade desse reagente de inativar
as imunuglobulinas da classe IgM, sem interferir com aquelas da classe IgG, o que
torna o teste mais especifico. Trata-se de uma prova mais simples e que ndo exige
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equipamentos especiais (GARCIA-CARRILLO, 1970), e trabalhos de pesquisa mostram
sua eficacia como teste de diagnostico da brucelose bovina. TOME et al. (1987)
obtiveram répida diminuicAo na taxa de prevaléncia em um rebanho bovino na
Argentina usando o teste do mercarptoetanol como método de diagndéstico.

Em decorréncia das dificuldades na realizagdo da fixagdo de complemento e da
maior facilidade de execugéo da prova do mercaptoetanol, alguns programas preferem
usar essa Ultima como teste confirmatério, como é o caso do Programa Nacional de
Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose, instituido em 2001 pelo Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (BRASIL, 2001).

Entretanto, ha divergéncias entre os trabalhos de pesquisa sobre a substituicdo
da fixacdo de complemento pela prova do mercaptoetanol. NICOLETTI (1969) verificou
ndo haver diferenca significativa entre os dois testes quanto a capacidade de
proporcionar resultado positivo em bovinos comprovadamente infectados, MARINO et
al. (1991) observaram que a prova do mercaptoetanol apresentou resultados
comparaveis aos apresentados pela reacdo de fixagdo de complemento para
diagnosticar a infeccdo em bovinos naturalmente infectados, e MYLREA & FRASER
(1976) constataram correspondéncia entre os resultados do mercaptoetanol e titulos a
partir de 16 na reacao de fixacdo de complemento; no entanto, CORREA DE SA (1989)
concluiu que a prova de fixacdo de complemento ndo deve ser substituida pelo
mercaptoetanol, apesar dessa Ultima ser de mais facil execugdo, pois ndo observou
correspondéncia rigorosa entre os resultados dos dois testes.

Com o intuito de contribuir para o esclarecimento dessa questdo, o presente
trabalho teve por objetivo comparar os resultados proporcionados pela reacdo de
fixacdo de complemento com aqueles proporcionados pela prova do mercaptoetanol
para o diagnéstico da brucelose bovina em soros com reagdo na prova do antigeno

acidificado tamponado ou na prova de soroaglutinacdo em placa.
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2- Material e Métodos

2.1- Soros examinados

Foram examinados 129 soros bovinos com titulo igual ou superior a 25 na prova
de soroaglutinagcdo em placa (CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1968) ou
com resultado positivo na prova do antigeno acidificado tamponado (ALTON et al.,
1988).

2.2- Testes sorologicos

Todos os soros foram submetidos a reacdo de fixagdo de complemento e ao
teste do mercaptoetanol

2.2.1- Reagao de fixacdo de complemento

Foi empregada microtécnica com incubacédo a 37°C nas duas fases da reacéo,
recomendada por ALTON et al. (1988), cujos detalhes estdo descritos no item 2.5.3 do
Capitulo 2.

2.2.2- Prova do mercaptoetanol

Foi realizada conforme a metodologia recomendada por GARCIA-CARRILLO
(1982).

Empregou-se antigeno de célula total, preparado com Brucella abortus amostra
1.119/3, pelo Instituto de Tecnologia do Parana (Tecpar), na concentracao final de
0,045% de volume celular.

Utilizou-se como diluente solugéo salina 0,85%, com um concentracéo final de

0,714% de 2-mercaptoetanol.
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Os soros foram testados em diluicbes duplas a partir da diluicdo 1/25,
trabalhando-se com um volume final de 2 mL da mistura diluente-soro-antigeno.

Fazia-se a leitura ap6s incubacdo por 48 horas a 37°C, observando-se a
formacédo de grumos de aglutinagao.

Para a interpretacdo dos resultados, considerou-se como ponto de corte o titulo
25, adotado pelo Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose (BRASIL, 2001).

2.3- Andlise estatistica

Para a comparagdo entre os resultados dos dois testes calculou-se a
concordancia e o coeficiente kappa, de acordo com os critérios mencionados por
PEREIRA (1995).

Essa comparacdo também foi realizada com base no teste de qui-quadrado de
McNemar (JEKEL et al., 1999).

3- Resultados

Dos soros examinados nos testes de triagem, 130 apresentaram algum titulo na
prova de soroaglutinacdo em placa ou foram positivos na prova do antigeno acidificado,
mas um deles apresentou atividade anticomplementar na reacdo de fixacdo de
complemento, e, portanto, ndo foi possivel obter o resultado por esse teste. Dos 129
soros testados nas duas provas confirmatorias, 79 (61,24%) nao apresentaram titulo na
reacdo de fixagdo de complemento, 2 (1,55%) apresentaram titulo 4, 8 (6,20%)
apresentaram titulo 8, 6 (4,65%) apresentaram titulo 16, 9 (6,98%) apresentaram titulo
32, 4 (3,10%) apresentaram titulo 64, 9 (6,98%) apresentaram titulo 128 e 12 (9,30%)
apresentaram titulo igual ou superior a 256 (Tabela 1).

Na prova do mercaptoetanol, 92 (71,32%) dos 129 soros nao apresentaram
titulo, 5 (3,88%) apresentaram titulo 25, 5 (3,88%) apresentaram titulo 50, 9 (6,98%)
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apresentaram titulo 100, 8 (6,20%) apresentaram titulo 200, 4 (3,10%) apresentaram
titulo 400 e 6 apresentaram titulo 800 (Tabela 1).

Adotando-se como ponto de corte o titulo 25 na prova do mercaptoetanol e o
titulo 4 na reacéo de fixacdo de complemento, constata-se que 37 (28,68%) soros foram
positivos e 92 (71,32%) negativos no primeiro, ao passo que 50 (38,76%) soros foram
positivos e 79 (61,24%) negativos no segundo teste (Tabela 2).

Todos 0s soros positivos na prova do mercaptoetanol também foram positivos na
fixacdo de complemento; dos 92 soros negativos no mercaptoetanol, 13 (14,13%) foram
positivos na fixagdo de complemento e 79 (85,87%) foram negativos nesse teste. Dos
50 soros positivos na reacao de fixacdo de complemento, 37 (74,00%) foram positivos
também na prova do mercaptoetanol, e 13 (26,00%) foram negativos. Todos os 79
soros negativos na fixacdo de complemento também o foram no outro teste (Tabela 2).

Essas comparagdes resultam em uma concordancia de 89,92% entre as duas
provas, com um coeficiente kappa 0,78. A diferenca entre esses resultados foi
significativa pelo teste de McNemar, com X? igual a 11,08 (p < 0,01).

Tabela 1 - Titulos obtidos por meio da reacdo de fixacdo de complemento (RFC) e da prova do
mercaptoetanol (ME) para diagnostico sorologico de brucelose em bovinos dos municipios
de Altinopolis e Santo Antonio da Alegria, Estado de Sao Paulo, 2000.

RFC ME Total
- 25 50 100 200 400 800
- 79 0 0 0 0 0 0 79
2 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 1 0 1 0 0 0 2
8 6 2 0 0 0 0 0 8
16 3 1 1 1 0 0 0 6
32 3 1 2 2 1 0 0 9
64 1 0 0 2 1 0 0 4
128 0 0 1 3 4 1 0 9
256 0 0 1 0 2 3 6 12
Total 92 5 5 9 8 4 6 129
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Tabela 2 - Interpretacéo dos titulos obtidos por meio da reacdo de fixacdo de complemento (RFC) e da
prova do mercaptoetanol (ME) para diagndstico soroldgico de brucelose em bovinos dos
municipios de Altindpolis e Santo Antonio da Alegria, Estado de S&o Paulo, 2000.

RFC (¢ 4) ME (3 25) Total
Positivo Negativo
Positivo 37 13 50
Negativo 0 79 79
Total 37 92 129
37+79
Concordancia = -------------- =89,92%
129
Kappa = 0,78
X% =11,08

4- Discussao

Os dados do presente trabalho ndo mostram uma correspondéncia perfeita entre
os resultados proporcionados pelos dois testes, o0 que estd de acordo com as
observacdes de CORREA DE SA (1989), pois 13 soros com titulo variando de 8 a 64 na
fixagdo de complemento, considerados positivos, ndo apresentaram titulo na prova do
mercaptoetanol (Tabela 1). Ja o contrario ndo ocorreu, pois 0s 79 soros sem titulo na
fixagcdo de complemento também néo apresentaram titulo na prova do mercaptoetanol.

Esses resultados sugerem maior sensibilidade da reacdo de fixacdo de
complemento e a possibilidade de o teste do mercaptoetanol proporcionar resultado
negativo em soro com titulo alto na fixacdo de complemento, o que pode ser tido com
um resultado falso-negativo, em funcéo da grande correlagdo entre a infeccado por
Brucella e os resultados da fixagdo de complemento, conforme observaram HAYES &
CHAPPEL (1982), SUTHERLAND et al. (1982) e CORNER et al. (1983).

Adotando como ponto de corte o titulo 4 para a fixagdo de complemento e o titulo
25 para a prova do mercaptoetanol, observou-se concordancia de 89,92%, considerada
boa, pois o indicador kappa foi 0,78. No entanto os resultados dos dois testes
apresentaram diferenca significativa (p < 0,01), diferindo das observacdes de
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NICOLETTI (1969), que ndo encontraram diferenca significativa entre as duas provas, e
da observacdes de MARINO et al. (1991), que observaram resultados comparaveis
entre os dois testes.

Mesmo que se adotasse o titulo 16 como ponto de corte da reacao de fixagcdo de
complemento, como fizeram MYLREA & FRASER (1976), sete soros, com titulos de 16
a 64, teriam resultado negativo na prova do mercaptoetanol.

E preciso mencionar também que as diferengas entre os resultados obtidos nos
diversos trabalhos podem estar associadas as diferencas de técnicas empregadas na
reacdo de fixacdo de complemento, pois o0s critérios utilizados pelos diversos
laboratorios diferem bastante (ACHA & SZYFRES, 2001).

Pelos dados do presente trabalho pode-se concluir que a reacdo de fixagédo de
complemento apresenta maior sensibilidade do que a prova do mercaptoetanol e que o
uso desta pode acarretar a obtencdo de resultados falso-negativos. Apesar dessa
possibilidade, deve-se considerar que o uso da prova do mercaptoetanol pode permitir
reducio na taxa de prevaléncia da infeccdo, conforme observaram TOME et al. (1987),
e que, portanto, sua adogao pelo Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e Tuberculose (BRASIL, 2001) € um avanco em relagdo a situagéo anterior,
em que o diagndstico era baseado apenas na prova de soroaglutinacdo em placa, e é
uma medida acertada, levando-se em conta a maior facilidade de execugao e a menor
exigéncia de equipamentos, permitindo a realizagdo da prova por um numero maior de
laboratérios. Uma vez obtida a reducdo nas taxas de prevaléncia, e com melhor
treinamento e capacitacdo por parte dos laboratérios envolvidos, poderd ser feita a

opc¢éao por um teste confirmatorio mais sensivel.
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CAPITULO 6 - IMPLICACOES

Apés longo tempo de convivéncia com a brucelose bovina, inquestionaveis
avancgos no conhecimento sobre a mesma propiciaram ferramentas que permitem seu
controle e até mesmo sua erradicagdo, como provam o0s bem-sucedidos programas
adotados em diversos paises que conseguiram erradicar a enfermidade, entre os quais
podem ser citados: Suécia, Finlandia, Dinamarca, Sui¢a, Alemanha, Irlanda, Noruega,
Reino Unido, Canada, Australia e Nova Zelandia, entre outros (CORBEL, 1997). Ha
também paises, como é o caso dos Estados Unidos, que ja conseguiram erradicar a
enfermidade na maior parte do territorio, estando muito préximos da erradicagdo total.

O exame dessa relacdo mostra que, ndo por acaso, dela fazem parte paises
desenvolvidos, ricos e industrializados, o que indica que ha disponibilidade de recursos
cientificos que permitem enfrentar com sucesso esse problema, mas ha necessidade
também de investimento e de atuacdo do poder publico para que esse sucesso seja
alcancado.

Paralelamente a essa reducdo na area de ocorréncia da brucelose bovina, o
aprofundamento do conhecimento cientifico mostra que a disseminacdo das bactérias
do género Brucella é mais ampla do que anteriormente imaginado, como comprovam
varios relatos - a partir dos trabalhos pioneiros de EWALT et al. (1994) e ROSS et al.
(1994) - de isolamento de um microrganismo desse género a partir de mamiferos
marinhos, para o qual JAHANS et al. (1997) propuseram 0 nome B. maris.
Comprovando a associagcdo entre essas situacdes, RHYAN et al. (2001) inocularam
Brucella isolada de mamiferos marinhos em seis vacas prenhes e observaram
soroconversdo em todas e abortamento em duas, das quais o microrganismo foi
reisolado. Esses achados exemplificam bem a complexidade do problema e o quanto
ainda pode haver por ser descoberto, fato que, certamente, ndo € exclusividade deste
ramo da pesquisa cientifica.

Os resultados do presente trabalho indicam que a taxa de prevaléncia da
brucelose bovina na regido estudada, e que eventualmente pode servir de exemplo para

outras areas com as mesmas caracteristicas, parece nao ser tdo elevada quanto se
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poderia supor. Anos de combate ao problema por acédo isolada de parte dos
proprietarios e por acdes esparsas do poder publico devem ter resultado em uma
reducdo na porcentagem de animais infectados, o que pode levar alguns a encarar a
brucelose bovina como um problema n&o prioritario, a ndo merecer o esforgco de um
programa de controle. E preciso enfatizar que tal posi¢do seria um erro, por diversos
motivos: essa taxa de prevaléncia, principalmente quando aplicada a um rebanho da
dimensdo do brasileiro, acarreta volume significativo de perdas econdmicas; a
enfermidade é uma zoonose, atingindo o ser humano, mormente aqueles mais expostos
ao contato direto com o animal infectado; a adocdo de medidas rigidas € mais
justificavel quando a prevaléncia ndo € tdo alta, pois os custos de tais medidas séo
menores, e as possibilidades de erradicacdo se apresentam mais palpaveis.

Além dos aspectos mencionados, merecem destaque especial dois outros
detalhes apontados pelos resultados da pesquisa: a porcentagem de rebanhos com
animais infectados e a diferenca de situagcao entre os diversos rebanhos.

Embora a proporcdo de animais reagentes tenha sido 3,43%, em 16,67% dos
rebanhos havia animais reagentes. Tal porcentagem ndo parece tdo baixa e aponta
para a necessidade de algum tipo de acao, que, pelo menos no caso dos produtores de
menor poder aquisitivo, deve contar com a ajuda do Estado, pois, para eles, arcar com
0s custos da erradicacao da enfermidade representa um peso maior.

Os resultados do trabalho mostram também uma diferenca grande de situagéo
entre os diversos rebanhos examinados. Enquanto muitos rebanhos estavam livres da
enfermidade, houve rebanho em que até metade dos animais que compuseram a
amostra estavam infectados. Essa diferenca de condicdo reflete com clareza o
resultado de uma politica sanitaria na qual as principais atividades dependem da acéo
isolada do produtor e na qual h4d pouca participagdo do Estado. Nunca é demais
lembrar que, embora seja o produtor o principal interessado, h4 obviamente o interesse
maior da sociedade, pois a menor ocorréncia da enfermidade animal resulta na menor
ocorréncia da enfermidade humana e na maior facilidade para a conquista de mercados,
com todas as vantagens que disso advém, o que justifica o investimento estatal para

atacar o problema.



74

Como se poderia supor, a introdu¢ao de animais no rebanho sem a comprovagao
de que estejam livres de brucelose representa um risco muito grande de introducéao da
enfermidade em um rebanho até entdo considerado livre. Essa constatagdo realca a
importancia da orientacdo aos produtores para que, mesmo diante de um bom negécio,
nao deixem de lado o indispensavel rigor quanto as medidas sanitarias.

Pela avaliagdo dos testes soroldgicos pode-se deduzir que a ado¢éo da prova do
antigeno acidificado tamponado como teste de triagem e da prova do mercaptoetanol
como teste confirmatério, por parte do Programa Nacional de Controle e Erradica¢édo da
Brucelose e Tuberculose, prevista inicialmente para entrar em vigor em junho de 2002 e
posteriormente adiada para dezembro de 2003, é uma medida acertada porque
representa um avanco em relacdo ao que previa a legislacdo anterior, ou seja, o
diagnéstico sorolégico da brucelose baseado apenas na prova de soroaglutinacdo em
placa, a qual pode apresentar problema tanto de falta de sensibilidade quanto de falta
de especificidade. E de se esperar, portanto, que 0s novos critérios venham a contribuir
para a obtencdo de um diagndstico mais confidvel e util para o momento, podendo, no
futuro, o programa sofrer as corre¢cdes que se mostrarem necessarias.

Concluindo, a taxa de prevaléncia ndo muito elevada e a disposi¢éo do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento de enfrentar o problema, demonstrada pela
implantacdo do novo programa, Sao aspectos auspiciosos a apontar para a possibilidade
de, no futuro préximo, a situacdo sanitaria do rebanho brasileiro, no que tange a
brucelose bovina, ser melhor do que € hoje, votos que devem ser estendidos as
enfermidades de outras espécies, entre as quais, e principalmente, as enfermidades

humanas.
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Anexo 1 - Informac@es obtidas para a analise de fatores associados a prevaléncia
da brucelose bovina nos municipios de Altin6polis e Santo Antonio da
Alegria, Estado de S&o Paulo.

INFORMACOES RELATIVAS A PROPRIEDADE

Nome: Municipio:
Distrito Setor:
Area: Exploragé&o principal:

Dispde de orientagdo técnica:
( ) Néo ( )Sim
() Veterinario ( ) Agrénomo () Zootecnista ( ) Técnico Agricola
( ) Cooperativa () Casa da Agricultura
Uso de méo-de-obra - Familiar ()  N® de pessoas envolvidas:
Empregados fixos:

Empregados temporarios:

INFORMACOES RELATIVAS AO PROPRIETARIO

Nome: Nascimento: /[
Enderego: Rua/Av.: N
Bairro:
Cidade: Estado:
CEP:
Caixa Postal:
Telefone:
Grau de instrugao: Formacéo:

Mora na propriedade:

E o responséavel pelo manejo:



INFORMACOES RELATIVAS AO REBANHO

Numero total de animais:
Tipo de exploragédo: ( )corte () leite ( ) mista
Raca predominante:
Usa apenas monta natural:
Usa apenas Inseminacéao artificial:
Usa monta natural apenas quando a inseminacéao falha:
Usa ambas, em funcao de outros fatores:
Transferéncia de embrides:
Ordenha mecanica:
Numero de ordenhas:
Numero de vacas em lactacao:
Producdo média diaria de leite: Tipo de leite: A B C Outro:
Area da propriedade utilizada para pasto:
Tipo de pastagem:
Sistema de criacao: ( ) confinado ( ) semiconfinado ( ) extensivo
Alimentacao: ( ) pasto ( ) volumoso no cocho ( ) concentrado ( ) outros
Fonte de agua para os animais: ( ) pogo () mina ( )rio/cérrego ( ) outro
O rio ou corrego passa antes em outra propriedade que cria bovinos:
Ha vizinhos que criam bovinos: Quantos vizinhos:
Ha informacdes sobre ocorréncia de brucelose nos vizinhos
Usa piquete maternidade:
Compra animais: Fonte de reposigéo:
Compra animais em leildo:
Cria outras espécies animais na mesma propriedade:
Quais:
Os bovinos tém contato com esses animais:
Faz vacinacéo contra brucelose: Ha quanto tempo:

Exige exame negativo de brucelose antes de comprar 0s animais:
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Ja fez exame de brucelose no rebanho bovino:
Houve animais reagentes:
Os reagentes foram descartados:
Outras providéncias adotadas:

Faz regularmente exame para brucelose:
FreqUéncia:
Providéncias adotadas em funcdo do exame:

Outras informacdes Uteis:

INFORMACOES RELATIVAS AOS ANIMAIS EXAMINADOS

Identificacéo do animal

Sexo

ldade

Raca

Vacinagao contra brucelose

Ocorréncia de problemas reprodutivos: aborto, natimorto, retencdo de placenta,

infertilidade, repeticdo de cio, orquite etc.
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