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Na esperanca gue ndo morre,

Nas metas que se desviam,

No desdnimo dos que fracassam,

Na perseveranga dos que vencem,

Ou na dos que persistem apesar de fracassados,

Nas vitdrias proclamadas,

Nas derrotas disfarcadas,

Nos sonhos gue se realizam,

E nagueles que apenas sdo sonhados,

Nas pedras ou nas flores do caminho,

Nas retas ou desvios,

Nas ldgrimas do que se perde,

Na alegria do que se conguista,

No gue se diversifica, porque somos diferentes,

Ou no que se assemelha, apesar de sermos diferentes...
De tudo aquilo que vemos ou ouvimos, com o coragdo e a mente
atentos...

Se tira uma ligdo de vida.

Autor desconhecido
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1 INTRODUCAO

1.1 Conceituacdo e historico

A brucelose é uma zoonose de evolucdo geralmente cronica, causada por bactéria
intracelular facultativa do género Brucella. Nos animais € uma enfermidade dos
sistemas reprodutivo e osteoarticular, ocasionando aborto no terco final da gestacéo,
orquite e epididimite nos touros e, no homem, infec¢do generalizada. Nos bovinos é
descrita como doenca de Bang, mal de Bang, aborto enzoético ou aborto infeccioso dos
bovinos e, nos humanos, é conhecida também como febre ondulante, febre de Malta ou
febre do Mediterraneo (Metcalf et al. 1994, Paulin & Ferreira Neto 2003).

E classificada como doenca da lista B pelo Escritdrio Internacional de Epizootias (OIE),
que redne as doengas transmissiveis consideradas de importancia socioeconémica e/ou
para a saude publica e com consequiéncias no comércio internacional de animais e seus
produtos (Paulin & Ferreira Neto 2003, Campafa et al. 2003). De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), OIE e Organizacdo de Alimentos e de
Agricultura das Nacbes Unidas (FAO), a brucelose ¢ uma das zoonoses mais

importantes e difundidas no mundo (Poester et al. 2002).

As primeiras pesquisas sobre a brucelose foram feitas por Marston, em 1859, quando
contraiu a enfermidade na ilha de Malta. Outros estudos descreveram como uma doenca
cronica debilitante com complicagOes de reumatismo em marinheiros durante a guerra
da Criméia e, mais tarde em Malta, David Bruce isolou de bago humano Micrococcus
melitensis. Em estudos posteriores, o médico Themistocles Zammit e sua equipe
encontraram aglutininas em sangue de cabras e isolaram a bactéria de sangue e leite
dessa espécie animal. Em 1879, Wright e Smith desenvolveram o teste de
soroaglutinacdo lenta em tubo (SAL) para o diagnéstico da brucelose. O primeiro
isolamento de brucela em bovinos foi em 1887, na Dinamarca, por Stribolt e Bang, que
denominaram de Bacillus abortus bovis e relacionaram com o aborto infeccioso bovino.
Mais tarde, em 1895, o veterinério patologista e bacteriologista L.F. Benhard Bang,
descreveu o agente causador de brucelose no gado e o chamou de Bacillus abortus. Em
1914, nos Estados Unidos, foi isolada Brucella de um feto suino abortado e a
denominaram de Brucella suis (Nicoletti 2002). Em ovinos, a brucelose foi registrada
em 1906 por Garcia lzcara e o primeiro caso em humanos foi identificado nos EUA, em
1918, por Alice Evans (Paulin & Ferreira Neto 2003). Dois anos mais tarde, Mayer e



Shaw propuseram a criacdo do género Brucella e, em 1923, Huddleson classificou as
trés espécies nesse género: B. abortus, B. melitensis e B. suis. Em 1929, esse
pesquisador desenvolveu o teste de soroaglutinacdo rapida em placa (SAR). Os
experimentos com a primeira vacina, a B19, iniciaram em 1923, quando John Buck
isolou B. abortus do leite de uma vaca da raca Jersey, que se tornara esteril. A mutacao
espontanea dessa amostra foi estudada por cerca de trinta anos e observada sua
estabilidade e imunidade prolongada (Paulin & Ferreira Neto 2003). Em 1930, a
denominagdo de doenga de Bang substituiu a conhecida doenca aborto infeccioso
bovino (Nicoletti 2002).

No Brasil, a brucelose foi detectada pela primeira vez em 1913, por Gongalves e
Carneiro, descrevendo um caso humano (Poester et al. 2002). Em bovinos, o primeiro
diagnostico clinico da doenca foi realizado por Danton Seixas, em 1914. No municipio
de Sdo Carlos, S&o Paulo, em 1922, Tinaciro Icibaci descreveu um foco de brucelose
bovina examinando tecidos de fetos abortados. Em 1928, Mello e Neiva isolaram B.
abortus de uma vaca que abortara. No ano de 1933, em um lote de 51 bovinos, Silvio
Torres detectou brucelose em 8 animais e diagnosticou 19 suspeitos. Outro pesquisador,
Desidério Finamor, detectou a enfermidade, em 1936, no Rio Grande do Sul e Thiago
de Mello, em 1950, relatou a prevaléncia de 10% a 20% da brucelose no pais (OIE
1987, Paulin & Ferreira Neto 2002).

1.2 Etiologia

Bactéria intracelular facultativa (B. abortus) pertencente ao género Brucella que
comporta outras seis espécies morfologicamente indistinguiveis, associadas a diferentes
hospedeiros, Brucella suis (suinos), Brucella melitensis (ovinos e caprinos), Brucella
ovis (ovinos), Brucella canis (caninos), Brucella neotomae (rato de deserto) e a mais
recente, isolada de mamiferos marinhos (focas, ledes marinhos, golfinhos e baleias),
Brucella maris, cuja denominacdo ainda ndo oficial do grupo, possui dois tipos de
cepas, uma proveniente de cetaceos e outra originada de focas. A distingdo das seis

especies é realizada por provas bioquimicas e soroldgicas (Lopez-Merino 2004).

Segundo o Subcomité Taxonémico da FAO, B. abortus possui oito biotipos diferentes
quanto a patogenicidade e viruléncia, sendo igualmente importantes em estudos de
epidemiologia molecular. Sdo bacilos curtos, medindo 0,5-0,7 mm x 0,6-1,55 mm,

encontrados isolados e raramente formando cadeias curtas, ndo formam cépsula nem



esporos, imoveis, gram-negativos, pleomorficos, crescem em condigdes microaerofilas
(Campaniia et al. 2003).

As bactérias do género Brucella se reinem em dois grupos antigenicamente distintos:
brucelas lisas ou classicas: Brucella abortus, 8 biotipos; Brucella suis, 5 biotipos;
Brucella melitensis, 3 biotipos; e brucelas rugosas: Brucella ovis, Brucella canis e
Brucella neotomae, que embora apresentem variantes ndo se subdividem em biotipos
(Metcalf et al. 1994, Acha & Szyfres 1986). A classificacdo em biotipos ou tipos
diferenciados bioquimicamente ocorre em fungédo das necessidades de CO,, producéo de
H.S, crescimento em presenga de fucsina ou tionina e aglutinacdo frente aos soros

monoespecificos (Molnér et al. 1997).

No Brasil sdo poucos os estudos sobre a identificacdo dos biotipos de Brucella isoladas
de bovideos. Foram isoladas B. abortus biotipos 1, 2 e 3 e B. suis biotipo 1. Além
dessas espécies, também ja& foram identificadas no Brasil, infectando animais
domésticos, B. canis e B. ovis. O principal agente etioldgico da brucelose caprina, B.
melitensis, ainda n&o foi identificado no Brasil (Brasil 2003).

As bactérias do género Brucella, apesar de permanecerem no ambiente, ndo se
multiplicam nele; elas s&o medianamente sensiveis aos fatores ambientais. Entretanto, a
resisténcia diminui quando aumentam a temperatura e a luz solar direta ou diminui a
umidade. As brucelas resistem as condi¢cdes do meio ambiente desde que protegidas por
matéria organica, como restos placentarios, produtos de aborto, fezes, leite e manteiga.
Em esterqueira sdo rapidamente destruidas pela acidez (OMS 1986, Brasil 2003, Paulin
& Ferreira Neto 2003).

Podem ser eliminadas no maximo em quinze minutos pela acdo dos desinfetantes
comuns, como produtos clorados (2,5% de cloro ativo), solu¢des de formaldeido a 2%
em temperatura ambiente superior a 15°C, compostos fenélicos a 2,5% e permanganato
de potéssio (1:5000). Alcool a 70% destrdi prontamente as bactérias, e carbonato de
calcio (1:10), em trinta minutos. Como a matéria organica, composta de produtos de
aborto, restos placentarios, leite, manteiga, fezes, reduz a eficacia da maior parte dos
desinfetantes, recomenda-se sua remocao antes da aplicacdo dos produtos (OMS 1986,
Paulin & Ferreira Neto 2003). Tais desinfetantes disponiveis no mercado destroem as
brucelas, desde que utilizados corretamente na diluicdo recomendada e tempo de acéo

preconizado.



As bactérias do género Brucella sdo exigentes, para o isolamento necessitam de
atmosfera com 10% de CO, , e as cepas apresentam bom crescimento em agar-sangue e
em outros meios seletivos, como 0s enriquecidos com antibidticos, clorhexidina e
etilvioleta. Em alguns casos ¢ feita a inoculacdo em cobaia, coelho ou camundongo. O
isolamento e a identificagdo do agente sdo métodos mais seguros de diagnostico, porém
demorados, concluindo-se em aproximadamente duas semanas, além de ser periculoso
por ser responsavel pela brucelose zoondtica e, assim, exige condi¢des de biosseguranca
(Molnar et al. 1997).

1.3 Epidemiologia
1.3.1 Distribuicéo, prevaléncia e impacto econémico

A brucelose por B. abortus apresenta distribuicdo universal, com excec¢do do Japao,
Canad4, Australia e de véarios paises europeus onde foi erradicada, com a adocdo de
medidas iniciadas ha mais de vinte anos. Alguns paises mantém a brucelose controlada
e com diminuicdo de sua incidéncia, como é o caso da Franca e dos Estados Unidos da
América (Molnar et al. 2000) e apresenta-se mais concentrada nos paises em
desenvolvimento da Africa, da América do Sul, do Oriente Médio e da Asia (Paulin &
Ferreira Neto 2003). No Brasil, ela é endémica e as perdas econdmicas sdo causadas por
abortos, reducéo de 15% na producdo de bezerros, aumento do intervalo entre partos de
11,5 para 20 meses, diminuicdo de 25% na producdo de carne e leite, e por
complicagdes reprodutivas, com periodos de esterilidade temporéria ou infertilidade,
além da desvalorizagdo comercial das propriedades e seus animais considerados
infectados (Brasil 2003).

No Brasil, o Ministério da Agricultura (MA), em 1971, estimou as perdas anuais
decorrentes de abortos e perdas na producéo leiteira, causados pela brucelose em US$
32 milhdes (Poester et al. 2002, Paulin & Ferreira Neto 2003). Em outros paises, essas
perdas econémicas nos rebanhos bovinos sdo estimadas em US$ 23.5 milhdes, no
Paraguai (Baumgarten 2002); chegam a US$ 60 milhdes, na Argentina, segundo dados
do Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (Samartino 2002) e a US$
25 milhdes nos paises que compdem a Ameérica Central (Moreno 2002). No México,
segundo a Comissdo Nacional para a Erradicacdo da Tuberculose e Brucelose Bovina
(CONETB), esses valores alcangcam US$ 200 milhdes ao ano. O custo de cada aborto
causado por brucelose é estimado em aproximadamente US$ 1.000 a US$ 2.000 e,



assim como nos demais paises, constitui o principal impacto da doenca nos rebanhos
bovinos (Luna-Martinez & Mejia-Teran 2002).

Em 1975, o MA realizou um inquérito soroldgico na maioria das unidades federativas,
que revelou a estimativa de porcentagem de animais reatores em 4% na regido Sul,
7,5% na Sudeste, 6,8% na Centro-Oeste, 2,5% na Nordeste e 4,1% na Norte (Poester et
al. 2002, Brasil 2003). Esses registros, quando analisados com os obtidos em estudos
posteriores, por iniciativas isoladas de alguns Estados, permitem afirmar que a doenca
estd presente em todo o pais, embora existam diferencas entre regides e entre Estados
(Paulin & Ferreira Neto 2003).

Ap6s um programa de vacinagdo bem conduzido no Estado do Rio Grande do Sul, a
prevaléncia da doenca diminuiu de 2% em 1975 para 0,3% em 1986, enquanto o Estado
de Santa Catarina apresentou aumento de 0,2% em 1975 para 0,6% em 1996, e em
Minas Gerais, a prevaléncia, que era de 7,65% em 1975, diminuiu para 6,7% em 1980
(Paulin & Ferreira Neto 2002).

Por causa da importancia econdmica e da saude publica da brucelose, em 1980, o
Governo do Estado de Minas Gerais avaliou a situacao da enfermidade e decidiu iniciar,
no ano seguinte, uma campanha de vacinacdo voluntéaria, de bezerras de trés a oito

meses, que em 1994 se tornou obrigatdria (Paulin & Ferreira Neto 2002).

No ano de 2003, o Instituto de Defesa Agropecuéria do Estado de Mato Grosso
(INDEA), ao realizar o estudo soroepidemioldgico da brucelose em 13.536 animais
provenientes de 1.118 propriedades, encontrou prevaléncia em rebanho de 41,19% e
10,25% em animais (INDEA 2004).

A situacdo da brucelose em Mato Grosso do Sul ndo é diferente da que ocorre em outros
Estados brasileiros. Os dados de 1975 apontam uma prevaléncia de 1% a 3,9%, segundo
o levantamento sorolégico realizado na regido de planicie do entdo Estado de Mato
Grosso pelo Programa Nacional de Sanidade Animal (PRONASA). Entre 1981 e 1984,
0 Departamento de Defesa Agropecuaria de Mato Grosso do Sul (IAGRO), atual
Agéncia Estadual de Defesa Sanitaria Animal e Vegetal (IAGRO), colheu 326.316
amostras de bovinos em todo MS e os resultados do teste SAR foram 10.939
sororreagentes (3,35%) (Cavalléro 1998).



Recentemente, Almeida (2001), ao examinar 989 soros de bovinos de MS, obteve 8,6%
de soropositividade no teste do antigeno acidificado tamponado (AAT) e 9% no teste
Rapid Automated Presumptive (RAP).

No Pantanal Sul-Mato-Grossense, regido com caracteristicas peculiares de clima,
topografia, habitos e manejo do rebanho, onde se encontram aproximadamente 3,1
milhdes de bovinos e a pratica de vacinacao é pontual (Pellegrin et al. 1999), Cavalléro
(1998) relata que a Universidade Federal de Mato Grosso do Sul realizou levantamento
soroldgico, encontrando 8,08% (206/2.276) de animais positivos pelo teste SAR e
10,19% (231/1.942) amostras positivas pelo teste do AAT. Na mesma regido, Pellegrin
et al. (1999), durante o periodo de 1995 a 1997, realizaram estudo em 26 fazendas e
coletaram 495 amostras. Utilizando os testes do AAT e do 2-mercaptoetanol (2-ME),
dez propriedades apresentaram animais sorologicamente positivos para brucelose, sendo
a prevaléncia global de 3,43% (Intervalo de confianca (IC) 95%: 1,40-5,47).

Entre os animais silvestres, Ito et al. (1998), pesquisando leptospirose e brucelose em
queixada (Tayassu pecari), capivara (Hidrochopoerus bydrochaeris) e cateto (Tayassu
tajacu) na regido de Corumbg, Mato Grosso do Sul, detectaram soropositividade para
brucelose, pelos testes de rosa bengala e SAR, com titulos de 1:100, em 2 (n=7)
queixadas, 1 (n=3) capivaras, € nenhum cateto, de um total de 3, reagiu aos testes. Nos
EUA e Canada, B. abortus foi isolada da placenta de veados (Odocoileus virginianus e

O. bemionus) e alces (Alces alces) (Bishop et al. 1994).
1.3.2 Hospedeiros e reservatorios

Os bovinos séo os principais hospedeiros naturais de B. abortus, e a doenca se
manifesta ao atingirem a maturidade sexual e em criagfes mais intensivas (gado de
corte confinado e gado de leite). Animais imaturos sexualmente podem infectar-se
transitoriamente, ao ingerirem a bactéria, e apenas elimina-la pelas fezes; portanto, nao
se caracterizam como fontes de infeccdo (Paulin & Ferreira Neto 2003, Acha & Szyfres
1986).

Além dos bovinos, outros animais domeésticos podem se infectar por B. abortus, entre
eles, os bubalinos, suinos, ovinos, caprinos e cédes, e 0s eqlideos sdo, geralmente,
terminais na cadeia de transmissdo. Em ovinos e caprinos, a infeccéo €, com freqiiéncia,
ocasional (Blaha 1995, Paulin & Ferreira Neto 2003).



No Brasil, os baguéas (Bos taurus indicus) — animais domésticos vivendo em condi¢cfes
silvestres —, capivaras, queixadas e catetos sdo estudados na transmissdo da brucelose
durante as cheias, quando animais silvestres e domésticos procuram locais mais altos, e,
nessas condicOes, podem infectar-se ingerindo subprodutos de abortamento de vacas
brucélicas (Ito et al. 1998, Paulin & Ferreira Neto 2003).

A suscetibilidade dos hospedeiros a infec¢do por B. abortus esta mais relacionada com a
maturidade sexual do que com a idade dos animais, e as fémeas sdo mais suscetiveis
que os machos (Crawford et al. 1990). Poester et al. (2002) consideram valido ressaltar
que, no Brasil, a brucelose bovina é altamente prevalente em rebanhos de corte, 0 que
coincide com Campero et al. (2003), que ao estudarem, na Argentina, fetos abortados,
provenientes dos dois sistemas de exploragéo, isolaram o agente, principalmente nos
rebanhos de corte. No Brasil, 0s rebanhos sdo constituidos, principalmente, por ragas
zebuinas, com excecdo da regido Sul, onde sdo mais comuns as ragas européias e

cruzamentos dessas com o zebu (Poester et al. 2002).

O homem ¢é suscetivel, especialmente os que lidam de forma direta com os animais ou
trabalham em frigorificos ou laboratorio e ainda aqueles que costumam ingerir leite e
subprodutos do leite sem tratamento térmico (Luna-Martinez & Mejia-Teran 2002,
Brasil 2003, Lopez-Merino 2004).

1.3.3 Transmissao

A via de entrada mais freqiente das brucelas é a oral, por meio de agua e alimentos
contaminados. Essa porta de entrada é importante para um bovino suscetivel quando se
infecta por meio de material fecal de bezerros que tenham se alimentado de leite
contaminado (OMS 1986, Brasil 2003). Um bovino pode adquirir a doenca apenas por
cheirar fetos abortados, pois a bactéria pode penetrar pelas mucosas do nariz e dos olhos
(Brasil 2003). Mucosas do trato genital e solucdes de continuidade da pele também
podem ser portas de entrada para a bactéria (Bishop et al. 1994). A infeccdo congénita
que acarreta o fenémeno de laténcia tem sido bastante estudada no sentido de avaliar a
real importancia como porta de entrada (Acha & Szyfres 1986).

Para os bovinos, as fontes mais comuns de infeccdo séo os fetos abortados, envoltérios
fetais, as descargas vaginais de fémeas infectadas e a agua, alimentos e fomites

contaminados. As vacas e novilhas brucélicas desempenham importante papel na



difusdo da doenga, tanto no parto quanto nos casos de aborto, quando lambem os
bezerros recém-nascidos e infectados ou restos placentarios e liquidos que contém
quantidade elevada de brucelas. Além disso, 0s bovinos podem vir a beber agua e comer
pastos, forragens, contaminados pelas membranas fetais, excrecdes vaginais, fezes e
leite (Blaha 1995, Brautigam Rivera 1997, Campos et al. 2003).

Os touros parecem ndo ter importancia marcante na transmissédo da doenca (Campero
1993). Enquanto a contaminagdo por touro brucélico em monta natural é estimada em
torno de 2%, situacdo em que a fémea estaria em parte protegida por acdo das defesas
naturais da vagina, na inseminacdo artificial, quando o sémen é depositado diretamente
no Utero, é freqliente o doador infectado transmitir a brucelose (Acha & Szyfres 1986,
Campos et al. 2003, Paulin & Ferreira Neto 2003).

A transferéncia de embrides de doadoras infectadas para receptoras sadias é considerada
de baixo risco, se todos os embriGes destinados & micromanipulacdo forem lavados
conforme recomendado pelo Cddigo Zoosanitario Internacional da OIE e constante nos
protocolos descritos no Manual da Sociedade Internacional de Transferéncia de
Embrides (IETS), de 1998, o qual preconiza a comprovacdo da integridade da
membrana pellcida antes e depois da lavagem, isenta de material aderido (Bishop et al.
1994, Paulin & Ferreira Neto 2003). Dessa forma, a transferéncia de embrides pode ser
um caminho para recuperar o material genético de animais infectados (Cavalléro 1998,
Radostits 2002, Brasil 2003).

Na maioria das vezes, a doenca aparece pela introducdo de animais doentes em
rebanhos livres da enfermidade, nos quais 0s animais ndo apresentam imunidade contra
a brucelose. No inicio ocorre um elevado nimero de casos de aborto, que € reduzido
apos aproximadamente dois anos, quando as fémeas doentes ndo mais abortam, embora
continuem portadoras e produzindo bezerros fracos e pouco desenvolvidos (Paulin &
Ferreira Neto 2003, Acha & Szyfres 1986). Esses bezerros, filhos de vacas brucélicas ou
guando alimentados com leite dessas fémeas, podem ser portadores e responsaveis pela
difusdo da doenca no ambiente e, ainda, albergar o agente nos linfonodos que drenam o
trato gastrointestinal e excretar brucelas pelas fezes. Todavia, seis a oito semanas apos a
suspensdo do alimento tornam-se livres, pois bezerros até seis meses de idade sdo pouco

suscetiveis a infeccdo e geralmente infectam-se de forma transitéria. Todavia, ao



atingirem a maturidade sexual podem se reinfectar (Acha & Szyfres 1986, OMS 1986,
Paulin & Ferreira Neto 2003).

Além da transmissdo da brucela pelo leite aos seus bezerros, vacas brucélicas podem
infectar seus produtos no Gtero, durante ou logo apds o parto. Nesse caso, a infeccao
torna-se latente (portador latente), as fémeas apresentam sorologia negativa até
atingirem a maturidade sexual. Essas fémeas, em geral, abortam na primeira prenhez, e
sO apresentam resultados positivos para os testes soroldgicos no decorrer da gestacdo
(Ray et al. 1988, Ficht 2003). Esse fenémeno ocorre com frequéncia de 2,5% a 9% em
condicBes naturais de campo; porém, apesar de ndo impedir 0 avango dos programas de
controle e erradicagéo, atrasa a eliminacdo do agente de uma populagdo (Bishop et al.
1994, Brasil 2003, Paulin & Ferreira Neto 2003).

1.3.4 Fatores de risco para transmissao inter e intra-rebanhos

Do ponto de vista pratico, os fatores que influenciam a transmissdo da brucelose em
uma regido podem ser classificados em duas categorias fundamentais: os associados
com a doenca entre rebanhos e os que influenciam a manutencdo e disseminacdo da

infeccdo dentro dos rebanhos (Crawford et al. 1990).

Dentre os fatores responsaveis pela transmissdo entre rebanhos, os principais sao: a)
aquisicdo de animais infectados em rebanhos livres da doenca, considerando-se a
freqliéncia dessa pratica, a fonte de aquisicdo dos animais e o0 historico dos testes de
diagnostico; b) proximidade a rebanhos infectados, que compartilham pastos, muitas
vezes divididos por uma simples cerca; ¢) cursos d’agua comuns parecem ter papel
duvidoso na transmissdo inter-rebanhos. Embora ndo deva ser desconsiderado, pois
enguanto a agua proporciona um ambiente favoravel para a sobrevivéncia de Brucella,
existe o fator diluicdo associado com o curso d’agua, que a torna um modo improvavel
de transmisséo entre rebanhos (Crawford et al. 1990); d) sombreamento, umidade e
baixas temperaturas favorecem a sobrevivéncia do agente no ambiente, 0 que aumenta
as chances de ele infectar um outro animal suscetivel (Acha & Szyfres 1986, Paulin &
Ferreira Neto 2003); e e) animais que se alimentam de outros em decomposicdo, assim
como 0s passaros sdo citados como possiveis meios pelos quais 0s materiais

contaminados por Brucella séo transmitidos entre rebanhos (Crawford et al. 1990).



Os principais fatores que influenciam a transmissdo intra-rebanhos sdo: a) nivel de
vacinacdo do rebanho, que, segundo opinido de consenso, a vacina B19 confere relativa
imunidade, com 65% a 75% de animais protegidos contra exposi¢do sob condicGes de
campo, resultando em reducdo no nimero de animais reagentes detectados em rebanhos
infectados vacinados comparados a rebanhos infectados ndo vacinados. O beneficio da
vacinacdo é duplo: diminui a suscetibilidade do animal a infeccdo e a subseqiente
reducdo na prevaléncia dentro do rebanho diminui o nivel de exposi¢do por reducao do
namero de animais excretando Brucella; b) tamanho do rebanho, mesmo sendo um
conceito relativo, existem alguns aspectos associados com grandes rebanhos, os quais
podem facilitar a transmissdo da brucelose, como a aquisi¢do ou reposicdo de animais,
particularmente em rebanhos leiteiros, bem como as questdes de logistica e
administrativas, e um terceiro aspecto é a possivel influéncia do tamanho de rebanho na
dindmica da doenca, assim, se a populacdo doente aumenta, é provavel que a
transmissdo da doenca seja maior, como resultado de maior oportunidade de interacfes
entre os setores infectado, suscetivel e resistente da populacdo; c) densidade
populacional (animal/hectare), citada como um importante fator que influencia a
transmisséo e persisténcia da brucelose no rebanho e parece ser importante no que se
refere a contato entre animais suscetiveis e infectados (Crawford et al. 1990). No Brasil,
em levantamentos oficiais realizados nas diferentes regifes, a doenca apresenta-se de
forma endémica e as maiores prevaléncias estdo naquelas com maior densidade bovina
(Poester et al. 2002); d) condicBes de instalacbes sdo determinantes na infeccdo por
Brucella no que se refere a higiene e desinfeccdo de materiais; e e) uso de piquete
maternidade tem reduzido o nivel de infeccdo, por causa da diminuicao de exposicdo de

animais suscetiveis a materiais infectados (Crawford et al. 1990).

1.4 Brucelose zoondtica

Representa um grave problema de satde publica, sobretudo pelo carater ocupacional por
causa da manipulacdo de carcagas contaminadas em matadouros e propriedades rurais
por profissionais afins ou por ingestdo de alimentos crus contaminados ou, ainda, por
acidentes vacinais e laboratoriais Acomete principalmente assistentes agropecuarios,
médicos-veterinarios, tratadores, vaqueiros, laboratoristas e magarefes, por
desenvolverem atividades que os expdem ao risco de infeccdo com maior frequéncia
(Campaniia et al. 2003, Alton & Forsyth 1996).



O contato com as mucosas, sobretudo a conjuntiva e a mucosa respiratoria e solucdes de
continuidade da pele é importante em acidentes de vacinacdo de bovinos com vacina
atenuada (atenuada apenas para fémeas bovinas entre trés e oito meses de idade), nas
intervencOes obstétricas em partos distdcicos ou abortos, sem a protecdo adequada
(Brasil 2003, Campaiia et al. 2003). Estudos epidemiologicos afirmam que a
transmissdo por aerossois assumem importancia em frigorificos e laboratorios (Acha &
Szyfres 1986).

E uma enfermidade septicémica, que se inicia com sintomas semelhantes a uma gripe,
com sinais de febre continua, intermitente ou irregular, persiste por algumas semanas ou
meses com agravamento do quadro. Na forma aguda, os sintomas sdo calafrios, suores
noturnos intensos e temperatura elevada, que pode chegar a 40°C, fadiga, cefaléias,
insonia, artralgias, dores generalizadas e impacto no sistema nervoso central, levando a
neurastenia e depressdo (Acha & Szyfres 1986, Almeida & Reis 1999). Podem ocorrer
complicacdes, tais como: meningites, encefalites, espondilites, artrites supurativas e

endocardites; na forma crénica a doenca pode durar anos (Acha & Szyfres 1986).
1.5 Patogenia e sinais clinicos

O periodo de incubacdo, que compreende o0 espaco de tempo da infeccdo ao
aparecimento de anticorpos, varia de duas semanas a seis meses, em funcdo da
suscetibilidade do animal, da dose de brucelas para produzir a infeccdo, da via de
infeccdo e do periodo de prenhez da vaca (Campafia et al.2003). Experimentalmente se
concluiu que esse periodo é variavel e, quanto mais adiantada a prenhez, mais curto é o

periodo de incubacdo (Acha & Szyfres 1986).

Ao atravessarem a porta de entrada, as bactérias se multiplicam nos ganglios linfaticos
regionais, que aumentam de volume por causa da hiperplasia linfatica, reticuloendotelial
e inflamacdo. Se as bactérias sobreviverem nos linfonodos regionais, por meio do
sangue ou linfa, se disseminam por todo o organismo, indo para 0s 6rgaos ou tecidos
ricos em células do sistema mononuclear fagocitario, como ganglios, baco, figado,
medula dssea e articulagdes, onde originam os higromas. Disseminam-se para 0s 0rgaos
reprodutivos, como o Utero gravidico das fémeas (feto e anexos embrionarios-
cotilédones), glandula mamaria e os testiculos, epididimo, ampolas e vesiculas seminais
dos machos. As lesdes nesses 6rgdos sdo de natureza necrdtica e as bactérias podem se

localizar em articulagdes, tenddes e bolsas serosas (Campafia et al. 2003).



No utero gravidico, as bacterias se multiplicam no trofoblasto do placentoma, que leva a
uma placentite pela infeccdo das células adjacentes e essas lesbes inflamatorio-
necréticas dos placentomas impedem a passagem de oxigénio para o feto, que se
encontra altamente infectado e desencadeia o0 aborto (Brasil 2003). Na placenta, liquidos
fetais (especialmente o alantoideano), e nos cotilédones, a existéncia de grandes
quantidades de eritritol, um hidrato de carbono, que estimula a multiplicacdo das
brucelas, explica a suscetibilidade dos tecidos fetais dos bovinos (Acha & Szyfres
1986). A excecdo é a estirpe B19, Unica incapaz de oxidar o eritritol, tendo, inclusive,
seu crescimento inibido por ele. Todavia, algumas estirpes da B19 séo tolerantes ao
eritritol, e acredita-se que essa seja uma das causas do possivel desenvolvimento de

infeccdo persistente pela B19 e subsequente abortamento (Bishop et al. 1994).

Apdbs o primeiro aborto, com o desenvolvimento da imunidade celular, hd diminuicao
do numero e tamanho das lesGes de placentomas, reduzindo a freqiiéncia dos abortos,
quando se iniciam as manifestacdes de natimortos ou nascimento de bezerros fracos e a

retencdo de placenta (Brasil 2003).

Os sinais clinicos no touro podem se manifestar como orquite, abscessos, perda da

libido e, como consequéncia, esterilidade (Acha & Szyfres 1986).
1.6 Resposta imunologica

Ao penetrar no organismo de um animal suscetivel, a bactéria € englobada pelos
macrofagos, resiste a destruicdo intracelular e consegue se multiplicar dentro destes, que
€ um ambiente livre de anticorpos. Em razdo dessa habilidade, a protecdo contra a
infeccdo e a eliminacdo da bactéria do organismo hospedeiro dependem primariamente
da resposta imune mediada por células. Tal resposta se da pela interacdo de células
fagocitarias (neutrofilos e macrofagos) e de linfocitos T auxiliares (Th) e citotoxicos
(CTL).

A chave para sobrevivéncia de bactérias intracelulares é o reconhecimento das
condicBes ambientais e a rdpida alteragdo da expressao de genes (Ficht 2003). Além da
mutacdo genética, outros recursos para sobrevivéncia intracelular sdo utilizados pelas
brucelas, tais como: parasitismo intracelular facultativo, bloqueio a fusdo do
fagossomo-lisossomo, parede celular resistente as enzimas lisossomais, capsula

antifagocitica e elaboragdo de um fator que é possivelmente um antigeno de superficie e



que retarda a destruigdo bacteriana (Frenchick et al. 1985, Kreutz et al. 2001, Campafa
et al. 2003). Tais estratégias sdo responsaveis pelo carater crénico da doenca, visto que
as brucelas se encontram em ambiente protegido da agdo de antibidticos, do
complemento e de anticorpos especificos (Collins & Campbell 1982, Kreutz et al. 2001,
Gorvel & Moreno 2002).

Além da resposta mediada por células a B. abortus, a resposta humoral também é
ativada. Para o entendimento dessa resposta, cabe lembrar a composi¢do quimica das
brucelas de morfologia colonial lisa, as quais possuem uma membrana citoplasmatica
interna, um espacgo periplasmatico que abriga uma camada de peptideoglicano, e uma
parede externa. Na parede externa existe uma estrutura formada por moléculas de
constituicdo lipopolissacaridica (LPS), composta de lipidios A, um oligossacarideo
central e uma cadeia polissacaridica mais exposta, denominada cadeia O. A cadeia O é 0
componente antigénico mais importante da bactéria, responsavel pela imunidade
humoral as brucelas lisas, tendo um papel essencial no sorodiagnéstico (Metcalf et al.
1994, Paulin & Ferreira Neto 2003).

Os anticorpos dirigidos contra o LPS de Brucella sp. tém sido bastante estudados, de
modo especial por serem detectados com facilidade em provas soroldgicas. A resposta
humoral de bovinos infectados por B. abortus ou vacinados com B19 caracteriza-se pela
sintese dos trés isotipos principais de imunoglobulinas. A resposta sorolégica pos-
infecc@o ou vacinacgdo produz-se a partir da primeira semana, aparecendo em primeiro
lugar, o is6tipo IgM e logo apo6s, o 1gG, subclasse 1gG1. As respostas do isétipo IgA e
da subclasse 1gG2 aparecem mais tarde, aumentam gradativamente, mas permanecem
em niveis baixos. A observacdo por periodos prolongados da resposta humoral em
animais infectados demonstra que ha um leve decréscimo dos niveis de IgM, enquanto
que os de IgG1 permanecem altos, inalterados. A 1gG2 e IgA permanecem em niveis
mais baixos e estaveis (Acha & Szyfres 1986, Crawford et al.1990, Brasil 2003).

A 1gG esta relacionada estreitamente com o estimulo antigénico da bactéria; sua
presenca é decorrente de um estado infeccioso crescente, ativo ou crénico. Dai que, nos
casos de infeccdo cronica de brucelose bovina, a principal imunoglobulina presente no
soro dos animais € a 1gG. O eventual desaparecimento da IgG do soro de um bovino
geralmente significa a eliminacdo da infeccdo por brucelose. Entretanto, quando de trata

de estimulo vacinal em fémeas bovinas, o organismo também sintetiza IgM e IgG.



Porém, as 1gG originadas pela vacina tendem a desaparecer cerca de seis meses apos a
vacinacao, o que reduz a possibilidade de confundir uma reacdo por vacinacdo de uma
por infeccdo, quando se utilizam os testes soroldgicos apropriados com fins
diagnosticos, aplicados em fémeas maiores de 24 meses de idade, que j& foram
vacinadas entre trés e oito meses de idade (Camparia et al. 2003). Enquanto que, se a
vacinacdo for realizada apds os oito meses de idade, os titulos vacinais tendem a
permanecer elevados por mais tempo, podendo gerar reacdes falso-positivas nos testes

indiretos de diagndstico (Brasil 2003).

Na brucelose, a imunidade humoral tem pequena participacdo na protecdo dos animais,
porém, como ja foi mencionado, sdo de importancia no diagnéstico sorologico da
brucelose (Brasil 2003, Paulin & Ferreira Neto 2003).

1.7 Diagnostico

O diagnostico laboratorial da brucelose bovina pode ser realizado por métodos diretos e
indiretos. O método direto baseia-se no isolamento do agente a partir de tecidos de fetos
abortados, placenta, secrecdes vaginais, ganglios, leite e sémen. E o método diagndstico
mais seguro, no entanto, apresenta dificuldades tanto de colheita e conservacdo das

amostras quanto de procedimentos de execucao da técnica (Poester 1997).

A técnica de inoculacdo em animais de laboratorio, para posterior isolamento e
identificacdo do agente, tende a ter seu uso diminuido, com o bom desempenho de
outros métodos e a consciéncia ética relativa a utilizacdo de animais de laboratério em
pesquisas. A reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) e técnicas imunohistoquimicas
sdo utilizadas com a finalidade de caracterizagdo das brucelas em materiais suspeitos
(Guarino et al. 2000, Paulin & Ferreira Neto 2003). A PCR pode ser utilizada como
técnica complementar ao isolamento em cultivo e detecta um segmento de
deoxyribonucleic acid (DNA) especifico para determinada sequéncia de DNA
bacteriano presente nas secrecdes e excre¢des provenientes de material de aborto. A
técnica € efetiva, mas exige pessoal treinado, experiente e equipamentos sofisticados
(Paulin & Ferreira Neto 2003).

Os métodos indiretos ou soroldgicos sdo os mais utilizados para estudo em grandes
rebanhos (Alton et al. 1976, Olascoaga 1976, Megid et al. 2000). Os testes de

aglutinacdo sdo largamente empregados no diagndstico das infecgdes bacterianas, em



particular as que envolvem bactérias gram-negativas, tais como Brucella sp. Consistem
na deteccdo de anticorpos no soro, no leite, no plasma seminal ou no muco vaginal, e
sdo 0s mais utilizados, por serem rapidos, ndo apresentarem dificuldade de execucdo, de
baixo custo e apresentarem boa sensibilidade e especificidade (Paulin & Ferreira Neto
2003).

O diagnostico indireto pode ser realizado por meio de varios testes, dentre eles o do
AAT, teste da SAL, teste do 2-ME, teste Rap, ensaios de imunoadsor¢do enzimatica
(ELISASs), ensaio homogéneo de fluorescéncia polarizada (FPA), fixacdo de

complemento (FC) e o teste do anel do leite (TAL).

O Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT) preconiza para triagem o teste do AAT, descrito por Alton (1976) e, como
confirmatorio, o teste do 2-ME, em paralelo com o teste SAL. O teste de FC, realizado
por laboratdrio oficial credenciado, esta recomendado para testar animais reagentes ao
teste do AAT, animais que apresentarem resultado inconclusivo ao teste do 2-ME, e
para o transito internacional de animais. O TAL esta previsto para o levantamento e

monitoramento em rebanhos leiteiros.

O teste do AAT e qualitativo, rapido e pratico (Vasconcelos et al. 1987, OMS 1986,
Paulin & Ferreira Neto 2003), sendo de alta sensibilidade (99,2 %), mas de menor
especificidade (98,9 %) (Stemshorn et al. 1985) quando comparado as outras provas. O
antigeno é uma suspensdo de B. abortus amostra 1119-3 inativada, corada pelo rosa-de-
bengala e diluida a 8% em solucdo-tampéao pH 3,65. Esse antigeno é padronizado por
comparagdo com antigeno padréo de referéncia do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). Produz resultados satisfatérios como método diferencial em
soros de animais ndo vacinados e suspeitos ao exame clinico e soroldgico, em
decorréncia de seu pH acido, que inibe algumas aglutininas inespecificas, o que torna o
teste seletivo para identificacdo da subclasse 1gG1 (Vasconcelos et al. 1987, Megid et
al. 2000). A aglutinacdo direta de anticorpo com o antigeno particulado (bactéria),
resulta na formacdo de complexos insoluveis. A aglutinacdo das particulas indica a

presenca de anticorpos especificos para o antigeno.

As principais causas de resultados falso-positivos no diagndstico sorolégico da
brucelose bovina sdo decorrentes de trés fatores distintos: a) atividade residual de

anticorpos induzidos pela vacinagdo de bezerras com idade superior a oito meses, uma



vez que quanto maior a idade de vacinacdo, mais tarde desaparecem 0s anticorpos
vacinais (Paulin & Ferreira Neto 2003); b) anticorpos colostrais e erro laboratorial
(Radostits et al. 2002); e c) reagdo cruzada com outras bactérias gram-negativas.
Experiéncias realizadas com anticorpos monoclonais revelaram que o sorotipo 09 de
Yersinia enterocolitica possui uma cadeia de lipopolissacarideo O idéntica a de B.
abortus, fator este responsavel pela ocorréncia das reacdes cruzadas (Kittelberg et al.
1998, Garin-Bastuji et al. 1999). A infeccdo por Y. enterocolitica sorotipo 09 representa
a mais importante fonte de reacdo falso-positiva no diagnostico da brucelose animal
(Ferraz 1999).

As principais causas de resultados falso-negativos no diagnéstico soroldgico da
brucelose bovina sdo decorrentes de trés fatores distintos: a) fenbmeno prozona,
inibicdo da aglutinacdo pela presenca de concentracdes altas de anticorpos, ou seja,
auséncia de sinal de aglutinacdo nas diluicbes mais baixas dos testes de ligacdo
secundaria; quando o soro é diluido, o resultado converte-se em positivo; b) infeccéo
recente, embora se saiba que ao redor de trinta dias pos-infeccdo os animais exibem
quantidades detectaveis tanto de IgM como de IgG (Crawford et al. 1990); e ¢) periodo
pré e pds-parto ou aborto, 15 dias antes e 20 a 30 dias ap0s, as fémeas podem apresentar
baixos titulos, quando ocorre a mobilizacdo de anticorpos para o colostro e também para
os liquidos fetais (Brandon et al. 1971, Poester et al. 1998). Para contornar essa Ultima
situacdo, o Regulamento Técnico do PNCEBT estabelece que fémeas submetidas a
testes sorologicos de diagndstico para brucelose no intervalo de 15 dias antes até 15 dias
apos o parto deverdo ser retestadas 30 a 60 dias ap6s o parto.

O teste 2-ME, usado como confirmatdrio da enfermidade, baseia-se no tratamento
prévio do soro com uma solucdo que contém 2-mercaptoetanol, composto que contém o
radical tiol, que destréi os anticorpos da classe IgM e detecta exclusivamente 1gG
(Poester et al. 1997, Megid et al. 2000, Cavalléro 1998), o que permite determinar o
estado de infeccdo ativa (Samartino et al. 2000, MacMillan 1990, Alton et al. 1988). Os
resultados positivos obtidos por esse teste estdo relacionados com a infec¢do, porém os
resultados inconclusivos devem ser definidos por outras provas, como a fixacdo de
complemento ou os animais devem ser retestados em um prazo de 30 a 60 dias e a
interpretacdo é feita simultaneamente com o SAL, conforme preconizado pelo
PNCEBT.



O TAL é recomendado em investigagdo e vigilancia epidemioldgica, tem alta
sensibilidade (97,7%) (Huber & Nicoletti 1986) e baixo custo, é rapido e pratico, tem
como fundamento a deteccdo de anticorpos da classe IgA presentes no leite. A interagéo
do anticorpo com o antigeno, corado pela hematoxilina ou tetrazolio, permite a
formacgédo da malha de aglutinacdo que se une a gordura e flutua para a superficie da

amostra, evidenciada pelo anel colorido (Nielsen 1995).

Um dos problemas relacionados com o diagnostico da brucelose bovina em rebanhos
vacinados é quanto aos animais considerados suspeitos, que podem se tratar de reacfes
inespecificas, reacdo vacinal ou, ainda, a doenca estar na fase crénica, apresentando
titulos baixos. O ideal seria contar com um teste confirmat6rio com alta especificidade e
boa sensibilidade, a fim de que um animal detectado no teste de triagem ndo permaneca
no rebanho (Costa et al. 1999).

Os testes imunoenzimaticos com melhores resultados para o diagnéstico da brucelose
sdéo 0 ELISA indireto (I-ELISA) e o ELISA competitivo (C-ELISA). Naquele, o
antigeno LPS-O é imobilizado sobre uma matriz de poliestireno e como conjugado
utiliza um anticorpo monoclonal anti-lgG1 bovina conjugada com peroxidase. Possui
alta sensibilidade (92,5%-100%), entretanto, a especificidade (90,6%-100%) (Nielsen
2002) assemelha-se a do AAT. O ELISA competitivo (C-ELISA), também dirigido ao
antigeno LPS-O, ¢é baseado na competicao entre duas populacfes de anticorpos por um
namero limitado de determinantes antigénicos, e o grau de competicdo é proporcional a
quantidade de anticorpos no soro. E um teste que apresenta alta sensibilidade (97,5%-
100%) e especificidade (99,7%-99,8%) (Nielsen 2002), aprovado pela OIE, assim como

a FC, como teste confirmatorio para o diagndstico da brucelose (Brasil 2003).

O FPA utiliza antigeno de LPS-O de B. abortus conjugado com isotiocianato de
fluoresceina. A leitura é feita em dois minutos pelo analisador de polarizacdo
fluorescente e baseia-se nas diferencas rotacionais entre o LPS e o complexo antigeno-
anticorpo (LPS mais o anticorpo presente no soroteste). A avaliacdo do desempenho do
FPA comparada ao AAT e FC revelou 99,1% de especificidade e 955% de
sensibilidade (Samartino et al. 1999).

1.7.1 Sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivo e negativo

A performance de um teste pode ser avaliada por caracteristicas intrinsecas, como

sensibilidade e especificidade, e por caracteristicas extrinsecas, como valores preditivos



positivo e negativo. Sensibilidade (Sen) é a probabilidade de um animal infectado ser
classificado como positivo pelo teste de diagnostico. Testes de baixa sensibilidade
resultam em maior nimero de falso-negativos. Especificidade (Esp) € a probabilidade
de um animal sadio (ndo infectado) ter resultado negativo no teste de diagnostico.
Testes de baixa especificidade resultam em maior ndmero de falso-positivos
(Noordhuizen et al. 1997, Belchior 2001, Brasil 2003).

Os valores de Sen e Esp de um determinado teste dependem do ponto de corte e
normalmente estdo inversamente relacionados. Se o ponto de corte do teste diagnostico
for modificado para aumentar a sensibilidade, a especificidade diminuird. De maneira
inversa, se 0 ponto de corte do teste diagndstico for modificado para elevar a
especificidade, havera perda da sensibilidade (Noordhuizen et al. 1997, Belchior 2001,
Brasil 2003).

Em situacGes reais, o verdadeiro estado sanitario do animal (infectado ou ndo) ndo é
conhecido, mas sim o resultado do teste. Por essa razdo, € importante saber a proporcéo
de animais com resultado positivo, que realmente estdo infectados — valor preditivo
positivo (VPP), e a proporcdo de animais com resultado negativo que ndo estdo
infectados — valor preditivo negativo (VPN). Esses parametros sdo determinados pelos
valores de Sen e Esp do teste utilizado e pela prevaléncia da doenga na populacéo
submetida ao diagndstico, ou seja, variam em funcdo da situacdo epidemioldgica
(Noordhuizen et al. 1997, Belchior 2001, Brasil 2003).

A proporcdo de falso-positivos é muito influenciada pela especificidade do teste
utilizado, qualquer que seja a prevaléncia da doenca. Para valores de prevaléncia muito
baixos, mesmo um teste de boa especificidade (99%), resulta em alta proporcdo de
falso-positivos. Assim, quando o diagnostico é realizado em populagGes de baixa
prevaléncia, deve ser utilizado teste de especificidade proxima de 100%. Se ndo houver
um unico teste com essa caracteristica, poderdo ser utilizados testes em série; o primeiro
teste, ou de triagem, serve para detectar animais reagentes, 0s quais sdo submetidos a
novo teste para diagnostico confirmatorio. O teste de triagem deve ter boa sensibilidade,
ser barato e de facil execucdo. O teste confirmatério deve ter alta especificidade. A
realizacdo de testes em série, quando se realiza o teste confirmatorio nos individuos
positivos para o teste de triagem, aumenta a especificidade do procedimento diagnostico
e diminui o numero de falso-positivos (Noordhuizen et al. 1997, Belchior 2001, Brasil
2003). Com esses objetivos, no controle da brucelose, 0o PNCEBT, determina que o teste



do AAT seja realizado como triagem, seguido do teste confirmatorio (2- ME ou FC)
(Brasil 2001).

1.7.2 Diagnostico diferencial

Outras doencas que podem causar abortamento e, portanto, devem ser consideradas no
estudo envolvendo o diagndstico da brucelose sdo: campilobacteriose, leptospirose,
diarréia viral bovina, tricomonose, rinotraqueite infecciosa bovina, listeriose, vibriose,
micoplasmoses, clamidioses, assim como aborto de origem ndo infecciosa (Blaha 1995,
Paulin & Ferreira Neto 2003).

1.8 Controle

Existe dificuldade em se recomendar estratégias para controle ou erradicacdo da
brucelose que possam ser aplicaveis ou praticaveis em todas as circunstancias, pois as
medidas sdo, com freqiiéncia, afetadas por diversos fatores, entre os quais se incluem a
taxa de infeccdo do rebanho, a taxa de aborto, se o sistema de manejo da fazenda é
intensivo ou extensivo, se é rebanho de corte ou de leite, da precipitacdo do local, da
cobertura vacinal do rebanho, da viabilidade ou necessidade de reposicdo de animais, da
situacdo financeira do produtor, da proximidade de um laboratério de diagndstico
veterinério, da cooperacao e envolvimento dos proprietérios vizinhos no programa, dos
precos e cotas de abate dos animais infectados, da disponibilidade de campos livres e
locais adequados de paricédo, da disponibilidade da orientagdo de médicos-veterinarios, e
de facilidades para colher sangue de grandes quantidades de animais (Bishop et al.
1994, Cavalléro 1998).

A estruturacdo de um bom sistema de vigilancia é extremamente importante no combate
a brucelose bovina. Tradicionalmente é recomendado para verificar se a condicdo de
livre esta sendo mantida por rebanhos de uma dada regido, todavia também pode ser
bastante Gtil para eliminar os residuos de doenca na fase de erradicagdo, por meio da
deteccdo de rebanhos infectados, também denominados focos. Um sistema de vigilancia
pode ser entendido como um conjunto de acdes que visa a detectar de forma inteligente
os focos de doenca. Para o gado de corte, o sistema apodia-se no sorodiagndstico de
animais de reproducdo, e 0s pontos estratégicos para colheita sdo os matadouros, 0s
leilbes, as exposicdes, os rodeios e as feiras. A adequada identificacdo dos animais

permite o rastreamento das propriedades-foco. No caso do gado de leite, pode-se vigiar



toda uma regido por meio do TAL aplicado a amostras de leite colhidas nas plataformas
de recepcdo dos laticinios. Os rebanhos identificados pelo TAL sdo submetidos a
sorologia individual, e, havendo animais soropositivos, sdo conduzidos as agdes de

saneamento (Paulin & Ferreira Neto 2003).

Estudos por amostragem, por vezes conduzidos para se conhecer melhor a situacdo
epidemioldgica da doenca em determinada regido, também podem servir para alimentar
um sistema de vigilancia, pois é possivel detectar focos da doenca. Os casos de aborto
devem ser investigados, bem como as denuncias oriundas do sistema de notificagdo
compulsoéria. Além disso, a investigacdo de rumores da presenca da doenca, por vezes
tdo freqliente entre as pessoas do meio rural, ja provou ser eficiente na detecgdo de
focos da doenca e, sem duvida, contribui para aumentar a sensibilidade do sistema de

vigilancia (Paulin & Ferreira Neto 2003).

Assim, algumas medidas sé@o fundamentais para o sucesso de um programa de controle
ou erradicacdo da brucelose bovina: técnicas de diagndstico viaveis, cooperacdo e
esforco conjunto entre meédicos-veterinarios e laboratorios de diagndstico, registros
precisos, educacdo de fazendeiros e da comunidade, estabelecimento de medidas de
manejo da enfermidade, controle do movimento de bovinos, eliminagcdo permanente de

animais infectados e a vacinacao das bezerras com trés a oito meses de idade.

Essas medidas, aliadas a um estudo epidemioldgico da brucelose no rebanho e
associadas & adequacdo de manejo, contribuem para reduzir o tempo necessario ao
controle e erradicacdo dessa zoonose (Viana et al. 1981). Atualmente, o PNCEBT
contempla essas normas para o combate a doenca, além de orientar para a
conscientizacdo e envolvimento da populacdo para garantir melhora na producdo do
rebanho (Brasil 2001).

A vacinacdo com a B19 reduz a taxa de infeccdo em areas de alta prevaléncia, é
eficiente para prevenir o aborto e aumenta a resisténcia a infec¢do por ativacdo dos
leucacitos, principalmente dos linfocitos T e macréfagos. A vacinagdo, quando utilizada
de forma convencional, protege cerca de 65% a 70% dos animais vacinados contra o
aborto (Paulin & Ferreira Neto 2003).

A vacina com a cepa RB51 de Brucella abortus foi desenvolvida nos Estados Unidos. E
desprovida da cadeia O do LPS de Brucella, motivo pelo qual ndo induz anticorpos

detectaveis. Em estudo desenvolvido com a vacina, ndo houve eliminagédo da cepa RB51



pelo leite, e ndo houve abortos induzidos por essa cepa. O fator foi estudado no periodo
de maior producdo lactea, fase de maior eliminacdo da bactéria por essa via, tanto em
animais que abortam, quanto naqueles infectados que parem normalmente. O trabalho
permitiu concluir que a vacina RB51 ndo tem efeitos residuais, quando aplicada até o
sexto més de prenhez em vacas vacinadas com a vacina B19, o que sugere gque a vacina
RB51 é adequada em programas de controle e erradicacdo da brucelose bovina,

utilizando esse esquema (Samartino et al. 2003).

A preocupacdo em controlar, com vistas a erradicar a doenca no Brasil, sempre esteve
presente entre as autoridades sanitarias, embora a maioria das iniciativas nesse sentido
tenha encontrado dificuldades em atingir os objetivos, uma vez que pelas proprias
caracteristicas, a brucelose requer um prazo longo para avaliar os resultados dos
programas. Assim, em janeiro de 2001, o MAPA lancou o PNCEBT, por meio da
Instrucdo Normativa n° 2, de 10 de janeiro de 2001, publicada no Diario Oficial da
Unido de 11 de janeiro de 2001 (Brasil 2001).

1.8.1 Programa nacional de controle e erradicacdo da brucelose e tuberculose
bovina (PNCEBT)

O PNCEBT tem como objetivos baixar a prevaléncia e a incidéncia de novos casos de
brucelose e tuberculose e criar um ndmero significativo de propriedades certificadas que
oferecam ao consumidor produtos de baixo risco sanitario. As propostas técnicas do
PNCEBT incluem: vacinagdo contra a brucelose, certificacdo de propriedades livres de
brucelose e tuberculose; certificacdo de propriedades monitoradas para brucelose e
tuberculose, controle de transito de reprodutores e normas sanitarias para a participacao
em eventos e aglomeragdes de animais, credenciamento e capacitacdo de médicos-
veterinarios diagndstico e apoio laboratorial, participacdo do servico oficial e a
educacdo sanitaria, organizados de maneira que as a¢des sanitarias sejam executadas em

conjunto com a sociedade e que essa se sinta responsavel pelo sucesso do programa.

A brucelose bovina ocorre endemicamente em todo o territério nacional, sendo B.
abortus a de maior prevaléncia no Pais (Poester et al. 2002), porém em MS, sdo poucos
os estudos que tém informacGes concretas sobre a prevaléncia dessa infeccdo em seu
rebanho. Considerando a necessidade de se conhecer a magnitude da brucelose em MS,

este estudo teve como objetivos estimar a soroprevaléncia para brucelose em animais e



em rebanhos bovinos, do estrato 1 desse Estado, e identificar os fatores de risco

associados a presenca da brucelose nessa regiao.
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INVESTIGACAO EPIDEMIOLOGICA DA BRUCELOSE BOVINA EM UM
ESTRATO DO ESTADO DE MATO GROSSO DO SUL, BRASIL

RESUMO

O objetivo deste estudo foi estimar a prevaléncia da brucelose bovina nos 22 municipios que
compdem a regido denominada estrato 1 do Estado de Mato Grosso do Sul, e identificar os fatores de
risco associados & infecgéo. A regido amostrada constitui uma érea de 70.214,1 km?, que representa
19,7% do Estado. O rebanho de regido estudada é de, aproximadamente, 5,7 milhdes de cabecas,
correspondente a 23% do efetivo de 24,9 milhdes de bovinos de Mato Grosso do Sul. Nas 210
propriedades amostradas, no periodo de dezembro de 2003 a mar¢o de 2004, foram colhidas 2.376
amostras de sangue de fémeas com idade igual ou superior a 24 meses, submetidas a testes
diagndsticos em série. A triagem, realizada por meio do teste do antigeno acidificado tamponado, foi
seguida pelo teste confirmatoério 2- meracaptoetanol. Na mesma ocasido da colheita das amostras, foi
preenchido um questionario com informacGes de identificacdo, tipo de criacdo e praticas de manejo.
Em animais, a prevaléncia real foi estimada em 5,6% e em rebanhos, 37,3%. As variaveis que
apresentaram associagdo, por meio da analise univariada odds ratio (OR), com a soropositividade a
brucelose foram: o tipo de exploragdo corte (OR 2,82), a raga Zebu (OR 2,62), aborto (OR 1,83), a
existéncia de areas alagadicas na propriedade (OR 1,04) e o ingresso de animais nos rebanhos (OR
1,53).0s resultados demonstram que, além da brucelose ser prevalente no estrato estudado em Mato
Grosso do Sul, o controle da doenca pode consistir na adogdo de programa com especial atencdo a
exploracdo do tipo corte, a raca Zebu e a presenca do aborto.

TERMOS DE INDEXACAO: Brucelose, soroprevaléncia, rebanho

EPIDEMIOLOGICAL INVESTIGATION OF BOVINE BRUCELLOSIS IN AN EXTRACT OF
THE MATO GROSSO DO SUL STATE, BRAZIL

ABSTRACT

This study aimed to estimate the prevalence of bovine brucellosis in the 22 counties which make up
the region called extract 1 of the State of Mato Grosso do Sul and identify the risk factors associated
with that infection. The sample region encompasses an area of 70.214,1 kmz2, which represents
19,7% of the State. The cattle herd in the studied region has approximately 5,7 million individuals,
corresponding to 23 % of the whole of 24,9 million of bovines in the State of Mato Grosso do Sul. In
the 210 sample estates in the period between December 2003 and March 2004, 2.376 blood samples
were collected from females aged 24 months or older, submitted to serial diagnostic tests. The
sorting, carried on through the buffered acidified antigen test, was followed by the confirmatory 2-
mercaptoetanol test. On the same occasion of the sample collection, a questionnaire with information
related to the identification, kind of cattle and management practices was filled out. In animals the
real prevalence was estimated in 5,6% and in cattle herd, 37,3%. The variables which presented
association through odds ratio univariate analysis (OR) with serum positivity to brucellosis were: the
exploration of beef cattle (OR 2,82), Zebu breed (OR 2,62), abortion (OR 1,83), the existence of
flooding areas in the estate (OR 1,04) and the joining of animals to the herd (OR 1,53). The results
demonstrate that, despite the prevalence of brucellosis in the extract studied in the State of Mato
Grosso do Sul, the control of the disease may depend on the adoption of a program focusing on the
exploration of beef cattle, the Zebu breed and the presence of abortion.

INDEX TERMS: Brucellosis, seroprevalence, herd



1 INTRODUCAO

O ultimo diagnostico nacional de situacdo da brucelose bovina foi realizado em 1975,
tendo estimado a porcentagem de animais sororreatores em 4% na regido Sul, 7,5% na
Sudeste, 6,8% na Centro-Oeste, 2,5% na Nordeste e 4,1% na Norte (Poester et al. 2002,
Brasil 2003). Posteriormente, alguns Estados realizaram estudos soroldgicos por
amostragem, 0s quais ndo evidenciaram grandes alteracdes em relacdo aos indices
nacionais verificados em 1975. No Rio Grande do Sul, a prevaléncia decresceu de 2%
em 1975 para 0,3% em 1986, em Santa Catarina, passou de 0,2% em 1975 para 0,6%
em 1996, em Mato Grosso do Sul, a prevaléncia estimada em 1998 foi de 6,3%,
semelhante a de 1975 no antigo Estado do Mato Grosso, em Minas Gerais passou de
7,6% em 1975 para 6,7% em 1980 e no Parana, a prevaléncia estimada em 1975 foi de
9,6%, passando para 4,6% em 1989 (Paulin & Ferreira Neto 2003).

Levantamento do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose Animal (PNCEBT), vinculado a Secretaria da Defesa Agropecuaria, do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), indica que a prevaléncia
de animais soropositivos para brucelose no Brasil apresenta média de 4% a 5%. Os
dados referem-se ao periodo entre 1988 e 1998, e indicam que a brucelose € uma das

principais causas de aborto em bovinos (Poester et al. 2002, Brasil 2003).

Em Mato Grosso do Sul, além da prevaléncia estimada nos inquéritos realizados pelo
MAPA, em 1975, e pelo Departamento de Inspecdo e Defesa Agropecuaria de Mato
Grosso do Sul (IAGRO), atual Agéncia Estadual de Defesa Sanitaria Animal e Vegetal
(IAGRO), e MAPA, em 1998 (Cavalléro 1998), outros estudos foram conduzidos no
Pantanal. Nessa regido, com caracteristicas peculiares de clima, topografia, habitos e
manejo do rebanho, onde existem aproximadamente 3,1 milhdes de bovinos e a pratica
de vacinacédo é pontual, Pellegrin et al. (1999), no periodo de 1995 a 1997, realizaram
estudo em 26 fazendas e coletaram 495 amostras. Dez propriedades apresentaram
animais sorologicamente positivos para brucelose, sendo a prevaléncia global de 3,43%
(Intervalo de confianca (IC) 95%: 1,40-5,47).

Na Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, um levantamento realizado entre 1982
e 1984 revelou 10,2% de animais reagentes positivos (Cavalléro 1998) e Almeida
(2001), ao examinar 989 soros de bovinos de MS, obteve 8,6% de soropositividade no



teste do antigeno acidificado tamponado (AAT) e 9% no teste Rapid Automated
Presumptive (RAP).

As perdas econdmicas sdo decorrentes dos sucessivos abortamentos e periodo de
esterilidade temporaria, responsaveis pela reducdo das taxas de natalidade, aumento do
intervalo entre partos, nascimentos prematuros, interrupcdo de linhagens genéticas,
esterilidade e baixa producdo de leite dos rebanhos (Camparia et al. 2003, Paulin &
Ferreira Neto 2003). Avaliagdes realizadas em paises com programas consistentes de
controle apontam que a brucelose ¢ responsavel pela diminuicdo de 25% na producéo de
leite e de carne, pela reducdo de 15% na producdo de bezerros e pelo aumento do
intervalo entre partos de 11,5 para 20 meses. Mostram ainda que, em cada cinco vacas
infectadas, uma aborta ou torna-se permanentemente estéril (Brasil 2003). No Brasil, 0s
prejuizos econdmicos ocasionados pela brucelose bovina ou bubalina foram estimados,
em 1971, pelo MAPA, em US$ 32 milhGes as perdas anuais, considerando somente 0s
abortos e a queda na producdo leiteira (OIE 1987, Poester et al. 2002). A transmisséo da
brucelose entre rebanhos deve-se aos fatores: aquisicdo de animais infectados;
proximidade a rebanhos infectados, que compartilham pastagem e agua, e animais que

se alimentam de outros em decomposicao.

Dentro do rebanho, os principais fatores que influenciam a transmisséo da enfermidade
sdo: o nivel de vacinacdo, tamanho do rebanho, condicGes de instalagdes, uso de piquete
maternidade e densidade populacional (Crawford et al. 1990). No Brasil, em
levantamentos oficiais realizados nas diferentes regides, a doenca apresenta-se de forma
endémica e as maiores prevaléncias estdo nas regides com maior densidade bovina
(Poester et al. 2002).

Em decorréncia da implantacdo do PNCEBT (Brasil 2001), o MAPA definiu a
necessidade de se estimar a prevaléncia da brucelose bovina no Estado de Mato Grosso
do Sul. Para tanto, a coordenacdo do Programa, para efeito do levantamento

soroepidemioldgico, dividiu o Estado, composto de 78 municipios, em quatro estratos.

Os objetivos desse estudo foram estimar a prevaléncia dos rebanhos bovinos infectados
com B. abortus nos 22 municipios que compdem o estrato 1 e relacionar a ocorréncia da

brucelose com o tipo de criacdo, praticas de manejo e fatores de risco.



2 MATERIAIS E METODOS

A metodologia baseou-se no inquerito soroepidemiolédgico da brucelose proposto pelo
MAPA as unidades federativas, visando a tracar o diagnostico situacional da doenca e
este servir como parametro de avaliacdo para 0 PNCBET. Dessa forma, a ocorréncia da
brucelose foi estimada por um processo amostral, que detectou a prevaléncia de
propriedades e de animais com a infeccdo, e os resultados foram extrapolados para o

estrato em estudo.

2.1 Amostragem

2.1.1 Area de estudo

Realizou-se o presente estudo na regido denominada estrato 1 do Estado de Mato
Grosso do Sul. Esse estrato, composto de 22 municipios (Tabela 1), faz parte da
estratificacdo realizada pela coordenagdo estadual do PNCEBT, em quatro estratos

distintos, com nimero de rebanhos equivalentes.

O estrato considerado abrange municipios pertencentes a trés das quatro mesorregides
geograficas do Estado: centro-norte, leste e sudoeste (IBGE 2002), os quais possuem
propriedades de extensdo variada, dedicadas a exploracdo pecudria de corte e/ou leite e
algumas desenvolvem atividade agricola. Constitui uma area de 70.214,1 km?, que
representa 19,7 % de Mato Grosso do Sul (IBGE 2002).0 rebanho bovino da regido
estudada é de aproximadamente 5,7 milhdes de cabecas, correspondentes a 23% do
rebanho total do Estado, que é de 24,9 milhdes (IAGRO 2003).

2.1.2 Métodos de amostragem
Os rebanhos foram considerados as unidades primarias de amostragem.

Para definir o tamanho da amostra, estimando uma proporc¢éo, determinou-se o grau de
confianca de 95%, o nivel de precisdo absoluta dos resultados de 5% e o valor da
prevaléncia esperada ou mais provavel de 16%, e aplicando a seguinte férmula, com

base em Noordhuizen et al. (1997):
n= Z% P(1-P)/d* onde:

n= tamanho da amostra



Z=valor de Z de acordo com o grau de confianca determinado
P= prevaléncia esperada ou mais provavel

d= precisdo absoluta aceitavel

A amostragem resultou em 207 e decidiu-se por 210 propriedades (Tabela 1).

A escolha aleatdria das propriedades seguiu a listagem das fichas sanitarias fornecidas
pela IAGRO, ap6s o calculo do intervalo amostral, que se deu por meio da divisdo do
numero total de propriedades pelo nimero de propriedades a serem amostradas. Em
cada propriedade sorteada, o rebanho-alvo foi o de principal objetivo da producao e

representado por animais nas mesmas condi¢cdes de manejo.

Apbs o sorteio das propriedades procedeu-se o sorteio dos animais, fémeas, de idade
igual ou superior a 24 meses, para serem sangradas. Em cada propriedade sorteada,
onde existiam até 99 fémeas na faixa etaria igual ou superior a dois anos, foram
amostradas dez fémeas, ou todas as fémeas dessa faixa etaria, se elas fossem menos do
que dez. Naquelas, onde o nimero de fémeas de idade igual ou superior a dois anos era
superior a 99, foram amostradas 15 fémeas dessa faixa etéria.

A selecdo das fémeas sangradas foi feita de forma aleatoria, empregando-se 0 método
de amostragem aleatdria simples ou sistematica. A escolha por um dos métodos foi
definida dividindo o total de fémeas com idade igual ou superior a dois anos existentes
na propriedade pelo total de fémeas a serem amostradas. Para resultados inferiores a
dois, foi empregado o método de amostragem aleatoria simples; nos casos em que o0
resultado era superior a dois, foi empregado o método de amostragem aleatdrio
sistematico. A Tabela 1 sumariza os resultados dos calculos realizados para escolha das
propriedades amostradas e para a escolha das fémeas que foram sangradas.



Tabela 1 - Rebanhos e animais amostrados, por municipio, do estrato

estudado
Municipio Rebanhos Animais amostrados
amostrados
Angélica 6 44
Bandeirantes 8 110
Caarap6 8 87
Campo Grande 18 206
Deodapolis 9 78
Douradina 2 20
Dourados 17 164
Fatima do Sul 5 36
Gléria de Dourados 9 82
Itapora 6 60
Ivinhema 14 134
Jaraguari 10 104
Jatei 7 76
Maracaju 10 140
Nova Alvorada do Sul 8 110
Novo Horizonte do Sul 10 125
Ribas do Rio Pardo 18 212
Rio Brilhante 6 80
Rochedo 6 78
Sidrolandia 17 235
Terenos 11 145
Vicentina 5 50
Totais 210 2.376

2.1.3 Obtencéo das amostras

As amostras de sangue foram colhidas durante o periodo de dezembro de 2003 a marco
de 2004, por puncdo jugular, com agulha descartdvel, uma para cada animal e
transportadas para o Laboratorio de Diagnostico de Doencas Animais (LADDAN), da
IAGRO. Os soros sangliineos obtidos foram estocados a -20° C e, depois, submetidos

aos testes de diagnostico de brucelose.

2.2 Testes diagnosticos

Para o diagndstico foram empregados testes em série, visando a aumentar a
especificidade (Thrusfield 1984). Como teste de triagem foi realizado o teste do AAT e
0s soros reagentes nesse foram submetidos ao teste confirmatdrio do 2- Mercapto-etanol
(2-ME).

Os testes de AAT e 2-ME foram feitos no LADDAN, segundo protocolo preconizado
pelo manual técnico do PNCEBT. No teste do AAT foi utilizado o antigeno na
concentracdo de 8%, tamponado em pH &cido (3.65) e as bactérias coradas com rosa-

de-bengala, e no teste do 2-ME foi utilizado o antigeno para prova de soroaglutinacéo



lenta, com concentracdo de massa bacteriana de 4,5%, sem corante, padronizado a partir
da cepa 119-3 de Brucella abortus, inativado pelo calor, ambos o0s antigenos

produzidos pelo Instituto de Tecnologia do Parand (TECPAR).

Como os testes diagnosticos utilizados foram empregados em série, os calculos de
especificidade serial (EspS) e de sensibilidade serial (SenS) foram feitos de acordo com

Noordhuizen et al. (1997) e utilizadas as seguintes formulas:
SenS = Senl* Sen2; onde:
Senl= sensibilidade do teste 1 (AAT)
Sen2 = sensibilidade do teste 2 (2-ME)
EspS = 1-(1-Espl)*(1-Esp2), onde:
Espl = especificidade do teste 1 (AAT)
Esp2 = especificidade do teste 2 (2-ME)

Os célculos foram baseados, para o0 AAT, em Davies (1971) a partir dos valores de
sensibilidade (0,996) e de especificidade (0,831). Para o0 2-ME baseou-se em
Vasconcellos et al. (1987) a partir da sensibilidade (0,95) e especificidade (0,92).

Os resultados dos testes diagndsticos foram positivos, negativos ou inconclusivos e
classificou-se como positiva a propriedade que apresentou pelo menos um animal
positivo no teste confirmatério (2-ME); negativa, quando todas as fémeas
apresentaram-se negativas nos testes soroldgicos e inconclusiva, quando existiram

resultados soroldgicos negativos e inconclusivo em pelo menos uma das fémeas.
2.3 Questionario

De forma simultanea a colheita de sangue em cada propriedade, foram realizados
entrevista e preenchimento de um questionario de estudo soroepidemiol6gico que
incluia informacdes de identificacdo, tipo de criacdo, praticas de manejo, caracteristicas

relacionadas com as propriedades e registros sobre as amostras colhidas.
2.4 Banco de dados

O resultado dos testes de diagnostico e as informacdes do questionario aplicado em cada
propriedade foram armazenados em um banco de dados, utilizando o programa

Microsoft Access 97®, desenvolvido para o PNCEBT.



2.5 Andlise estatistica
2.5.1 Prevaléncia de animais infectados

De inicio foi estimada a prevaléncia aparente (Pa) (Noordhuizen et al. 1997), por meio

da seguinte formula:

Pa = n/N; onde:
n = namero de animais positivos no teste 2-ME
N = nUmero total de animais testados

A estimativa da prevaléncia deve ser ajustada para a sensibilidade e especificidade do
teste. Entdo, calculada a Pa estimou-se a prevaléncia real (Pr) (Martin et al. 1992) por

meio da seguinte formula:
Pr =SenS x Pa + (1 — EspS) * (1 — Pa); onde
SenS = sensibilidade serial
Pa = prevaléncia aparente
EspS = especificidade serial.

SenS e EspS obtidas conforme item 2.2.

2.5.2 Prevaléncia de rebanhos infectados

A prevaléncia aparente de rebanho (PaR) (Martin et al. 1987) foi estimada por meio da
seguinte formula:

PaR= n/N; onde:
n = nimero de rebanhos classificados como positivos

N = nUmero total de rebanhos testados

A estimativa da prevaléncia aparente de rebanho (PaR) deve ser ajustada para a
sensibilidade e especificidade de rebanho (item 2.5.3). Entdo, calculou-se a PrR de

acordo com Martin et al. (1992), utilizando a seguinte formula:

PrR = (PaR + EspR-1) / (SenR + EspR-1); onde:
PaR = prevaléncia aparente de rebanho
EspR = especificidade de rebanho
SenR = sensibilidade de rebanho



Os intervalos de confiancga (IC) das prevaléncias aparente e real de animais e de rebanho
foram calculados para uma confianca de 95%, conforme Martin et al. (1987), por meio

da seguinte férmula:

IC = valor estatistico + (z * EP); onde:

z = 1,96 (Sampaio 1998)
EP = erro padrdo

2.5.3 Estimativa da sensibilidade e especificidade de rebanho

A sensibilidade de rebanho (SenR) pode ser traduzida como a probabilidade de um
rebanho positivo ser corretamente identificado como infectado, pelo teste aplicado nos
animais. A especificidade de rebanho (EspR) é a probabilidade de rebanhos negativos
serem corretamente identificados como ndo infectados, por um teste aplicado nos
individuos. A SenR e EspR foram estimadas de acordo com Noordhuizen et al. (1997).
Considerou-se o ponto de corte igual a um, significando que o achado de apenas um

animal positivo no rebanho ja o classificava como rebanho positivo.

Calculou-se SenR e EspR de cada propriedade classificada como positiva e, com a

média aritmética destas, a SenR e EspR do estrato.
SenR = 1- (1- Pa)", onde
Pa = prevaléncia aparente

1 - Pa é a probabilidade de testar um animal e este resultar

negativo, e

(1-Pa)" é a probabilidade de testar os “n” animais e todos serem

negativos

" = nlimero de animais testados por propriedade
EspR = EspS", onde:

EspS = especificidade serial

"= nlmero de animais testados por propriedade



2.5.4 Valores preditivos

Os valores preditivos sdo considerados como caracteristicas populacionais (extrinsecas
ao teste), pois dependem da prevaléncia real da doenca. O valor preditivo positivo
(VPP) indica a proporcdo de animais, com resultado positivo no teste, que realmente
tém a infec¢do. O valor preditivo negativo (VPN) indica a propor¢do de animais com

resultado negativo no teste que estdo realmente livres da infeccao.

O VPP e o VPN do diagnostico do rebanho foram estimados de acordo com

Noordhuizen et al. (1997), por meio das seguintes formulas:
VPP =Pr *SenR / (Pr * SenR) + (1 - Pr) * (1 - EspR)
VPN = (1-Pr) *EspR/Pr* (1-SenR) + (1 - Pr) * EspR; onde:
Pr = prevaléncia real
SenR = sensibilidade de rebanho

EspR = especificidade de rebanho
2.6 Analise dos fatores de risco

Para o estudo dos fatores de risco associados a soropositividade para Brucella abortus,
foi realizada andlise univariada por meio da estimativa intervalar da odds ratio (OR),

executada com o auxilio do programa Win Episcope 2.0.

3 RESULTADOS

A Tabela 2 registra o resultado obtido no teste confirmatorio (2-ME) realizado nas
amostras positivas no teste de triagem (AAT), dos diferentes municipios do estrato

estudado.



Tabela 2 - Resultado do teste confirmatério, apds triagem, em animais, por

municipio
Municipio Positivos 2-mercaptoetanol
na triagem Negativos  Positivos Inconclusivos

Angélica 2 1 1 -
Bandeirantes 10 1 8 1
Caarap6 11 5 6 -
Campo Grande 33 18 15 -
Deodapolis 10 2 8 -
Douradina 3 2 1 -
Dourados 22 6 14 2
Fatima do Sul 1 0 1 -
Gléria de Dourados 4 2 2 -
Itapord 1 0 1 -
Ivinhema 11 4 6 1
Jaraguari 19 7 10 2
Jatei 12 8 4 -
Maracaju 8 0 8 -
Nova Alvorada do Sul 14 5 6 3
Novo Horizonte do Sul 10 2 7 1
Ribas do Rio Pardo 24 5 19 -
Rio Brilhante 5 1 4 -
Rochedo 10 5 5 -
Sidrolandia 33 13 18 2
Terenos 28 12 11 5
Vicentina 3 0 2 1
Totais 274 99 157 18

A Tabela 3 registra o numero de propriedades classificadas como positivas e
inconclusivas, nos rebanhos amostrados por municipios.



Tabela 3 - Classificacdo dos rebanhos segundo o teste confirmatério 2-ME, em
propriedades amostradas por municipio

Classificacdo da propriedade*

L Rebanhos
Municipios amostrados Rebanho Rebanho
positivo inconclusivo
Angélica 6 1 -
Bandeirantes 8 6 -
Caarapd 8 3 -
Campo Grande 18 6 -
Deodapolis 9 3 -
Douradina 2 1 -
Dourados 17 7 1
Fatima do Sul 5 1 -
Gloéria de Dourados 9 2 -
Itapora 6 1 -
lvinhema 14 4 -
Jaraguari 10 7 -
Jatei 7 2 -
Maracaju 10 5 -
Nova Alvorada do Sul 8 4 1
Novo Horizonte do Sul 10 4 -
Ribas do Rio Pardo 18 7 -
Rio Brilhante 6 2 -
Rochedo 6 2 -
Sidrolandia 17 8 -
Terenos 11 6 1
Vicentina 5 1 1
210 83 4

* Ponto de corte igual a 1

Dos 2.376 animais examinados, 274 foram positivos no teste de triagem (AAT). Desses,
157 foram confirmados por meio do teste 2-ME e 18 resultaram inconclusivos. Dos 210
rebanhos amostrados, 83 foram positivos, quatro inconclusivos e 123 negativos;
classificando as propriedades como: positivas, inconclusivas e negativas,

respectivamente.

Os percentuais de prevaléncia aparente (Pa) e prevaléncia real (Pr) de animais positivos

e inconclusivos estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Prevaléncias aparente e real obtidas a partir dos testes diagnosticos em série, nos 2.376
animais amostrados

Animais Prevaléncia aparente Prevaléncia real*

% IC inferior  IC superior % IC inferior  IC superior
Positivos (n=157) 6,6 5,6 7,6 5,6 51 6,2
Inconclusivos (n=18) 0,8 0,4 1,2 0,0 0,0 0,2

*SenS = 94,6% e EspS=98,7% Intervalo de confianga (IC) de 95%



Os percentuais de prevaléncia aparente (Pa) e prevaléncia real (Pr) das propriedades

classificadas como positivas e inconclusivas estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Prevaléncias aparente e real obtidas a partir da classificagdo das

amostradas

propriedades

Propriedades

Prevaléncia aparente

Prevaléncia real*

% IC inferior  IC superior % IC inferior  IC superior
Positivas (n=83) 39,5 32,9 46,1 37,3 33,3 414
Inconclusivas (n=4) 1,9 0,0 0,0 0,0 0,0 1,1

*SenR = 70,0% e EspR = 84,0%

Intervalo de confianca (IC) de 95%

A Tabela 6 sumariza os percentuais de PaR, PrR, VPP e VPN.

Tabela 6 - Prevaléncia aparente, prevaléncia real e valores

preditivos das propriedades pesquisadas

Rebanhos positivos (n=83)

%

Prevaléncia aparente

Prevaléncia real*

Valor preditivo positivo
Valor preditivo negativo

39,5
37,3
74,6
87,1

*SenR = 70,0% e EspR = 84,0%

As varidveis que apresentaram associa¢do com a soropositividade para brucelose estdo

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Fatores de risco componentes da brucelose nos rebanhos estudados com os respectivos
valores das odds ratio (OR)

Variaveis Descricdo Positivos Negativos  OR IC % IC%
inferior  superior
Corte 40 38
Leite 25 67 2,82 1,49 5,34
Exploracéao qute 40 38
Mista 18 18 1,05 0,48 2,32
Leite 25 67
Mista 18 18 0,37 0,17 0,83
Zebu 42 36
Raca Mestico 29 65 262 140 488
Sim 33 33
Aborto Néo 48 88 18 101 3733
L Compra animais 41 42
Ingresso de animais Nio compra animais 48 75 153 0,87 2,68
. N3o vacina 15 20
Vacinagao Vacina 68 103 114 054 2,37
o Existe area alagadica 62 91
Fonte de contaminacao g existe 21 32 104 055 1,97
R . Touro 72 111
eproducéo Inseminacéo artificial e touro 9 10 0,72 0,28 1,86

Intervalo de confianca (IC) de 95%



4 DISCUSSAO

A inexisténcia de dados de prevaléncia divulgados em meios cientificos sobre a
brucelose bovina no rebanho do Estado de Mato Grosso do Sul (MS) dificulta uma
analise comparativa com a obtida neste estudo. No entanto, ao se confrontar a
prevaléncia em animais para a regido Centro-Oeste (6,8%), e para MS (6,3%) (Paulin &
Ferreira Neto 2003), observa-se que a prevaléncia aparente obtida (6,6%) (Tabela 4)
quase se equipara a essas. Diferente dos dados oficiais, publicados nos Boletins de
Defesa Sanitaria Animal, os quais mostram que a prevaléncia média de animais
positivos no Brasil se manteve entre 4% e 5% no periodo entre 1988 e 1998 (Brasil
2003, Paulin & Ferreira Neto 2003).

A prevaléncia real de 37,3% de brucelose no rebanho bovino do estrato 1 de MS
(Tabelas 5 e 6), nas 210 propriedades amostradas é inferior a observada no Estado de
Mato Grosso (MT) (INDEA 2004), que ao utilizarem metodologia semelhante
encontraram 42,2%. A soroprevaléncia para brucelose em rebanhos estimada neste
estudo €, também, bastante inferior a observada por Tocantins (2000) no baixo Pantanal
de Céceres, MT, onde a doenca estava presente no rebanho bovino em cerca de 82% das
propriedades estudadas. De forma semelhante, quando se analisa prevaléncia real em
animais (5,6%) (Tabela 4) observa-se que a estimativa (INDEA 2004) para 0 MT €
superior (10,25%).

A variagdo na distribuicdo da brucelose nos diferentes municipios e nas propriedades
(Tabela 3) pode estar relacionada com os diversos fatores, como fonte de aquisicdo de
animais, praticas de manejo e clima (Luna-Martinez & Mejia-Teran 2002, Rosales et al.
2002).

Neste estudo foi observado que, no grupo dos animais positivos, hd mais chances de
ocorréncia da infeccdo por Brucella abortus em decorréncia do predominio dos
seguintes fatores de risco: sistema de exploracdo de corte (2,82), raca Zebu (2,62),
aborto (1,83), compra de animais (1,53), ndo uso de vacina (1,14) e existéncia de area

alagadica na propriedade (1,04) (Tabela 7).

A constatacdo de que, dentre os animais positivos para a brucelose, os provenientes de
rebanhos de corte tém 2,82 vezes mais chances de apresentarem a doenca que os de

rebanho leiteiro esta de acordo com Campero et al. (2003) que, ao estudarem, na



Argentina, fetos abortados provenientes dos dois sistemas de exploracdo, isolaram o
agente principalmente nos rebanhos de corte. Da mesma forma, Poester et al. (2002), no
Brasil, afirmam que a brucelose é altamente prevalente em rebanhos de corte. Quando
analisada a OR de exploracdo de corte e mista, essa relacdo (OR 1,05) foi proxima a
equivaléncia. Dentre os animais positivos, 0s provenientes de rebanhos de leite tém
relacdo negativa (OR 0,37) quando comparada com 0s provenientes de rebanho de

exploracdo mista.

A predominancia da soroprevaléncia em animais de corte e da raca Zebu (OR 2,62)
pode ser justificada pelo ingresso de animais nesse tipo de exploragdo, pois essa
varidvel também demonstrou relacdo positiva com a ocorréncia da infeccdo. Além
disso, na regido Centro-Oeste, a bovinocultura de corte é constituida basicamente por
gado zebu (Poester et al. 2002) e predomina o sistema de producdo de recria e engorda,

0 que pressupde o ingresso, muitas vezes, indiscriminado de animais.

A presenca do aborto como fator de risco (OR 1,83) nesse estrato representa uma
importante fonte de infeccdo, pois 0s animais podem se contaminar por meio dos fetos
abortados, envoltérios fetais, descargas vaginais (Brautigam Rivera 1997, Luna-
Martinez & Mejia-Teran 2002, Campos et al. 2003).

O ingresso de animais nas propriedades constitui um risco verificado nessa analise, que
resultou na relacdo positiva (OR 1,53). O recomendado é que na compra de animais,
estes sejam testados na origem e retestados logo apos a entrada no quarentenario, o que
diminui as chances de introducdo da infeccdo em propriedades livres (Sanderson et a.l.
2000, Luna-Martinez & Mejia-Teran 2002).

A varidvel ndo utilizacdo de vacina constituiu um pequeno risco verificado nessa
analise (OR 1,14). Entretanto, cabe salientar que o periodo de realizacdo da entrevista
coincidiu com a exigéncia formal por parte da IAGRO quanto a vacinacdo
antibrucelose, o que pode ter influenciado no nivel de resposta, embora a pergunta tenha

sido direcionada ao uso da vacina antes da instalacdo do PNCEBT.

A existéncia de areas alagadicas nas propriedades foi constatada como fator de risco
associado a soroprevaléncia da brucelose (OR 1,04). Embora proxima da equivaléncia,
estd de acordo com Acha & Szyfres (1986), Paulin & Ferreira Neto (2003), que relatam
que a presenca de rios e acgudes dividindo lotes de animais de propriedades vizinhas,



sombreamento, umidade e baixas temperaturas favorecem a sobrevivéncia do agente no

ambiente, 0 que aumenta o risco de transmisséo.

O uso somente de monta natural nas propriedades ndo constituiu um risco entre 0s
animais soropositivos, pois resultou em relagdo < 1 (OR 0,72), quando comparado com
a préatica da inseminacao artificial seguida de repasse com touros. Essa constatacdo esta
de acordo com Campero (1993), o qual considera que, embora 0s touros também
possam participar da transmissdo da brucelose, pois eliminam a brucela por meio do
sémen, ndo possuem papel tdo marcante, por as fémeas apresentarem as defesas naturais
na vagina. Entretanto, assumem importancia quando da inseminacdo artificial, pois,
nesse caso, 0 sémen é depositado diretamente no Utero, escapando das barreiras
naturais. Os processos de preparacdo, conservacdo e descongelamento do sémen néo
comprometem a sobrevivéncia de brucelas. Todavia, se adotados todos os protocolos de
triagem clinica e soroldgica, pelas centrais de inseminacdo, a possibilidade de obter
sémen de touro infectado é minima (Acha & Szyfres 1986, Campos et al. 2003, Paulin
& Ferreira Neto 2003).

Nas propriedades classificadas como positivas, cabe ao sanitarista orientar no sentido de
evitar a manutencdo da brucelose nos rebanhos ja infectados, pois se sabe que essa se
deve, principalmente, as falhas de manejo, no que se refere aos cuidados no atendimento
a partos distdcicos, destino de restos de abortos e partos dos animais doentes (Luna-
Martinez & Mejia-Teran 2002).

5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, a brucelose é prevalente no estrato estudado e os
principais fatores de risco que se associam a enfermidade — exploracdo de corte, raca
Zebu e a presenca de aborto — podem ser adequados para dirigir o programa de
controle da enfermidade.

Agradecimentos: A equipe de médicos-veterinarios, agentes agropecuarios e
secretarias dos escritorios locais da IAGRO dos vinte e dois municipios, que néo
mediram esforcos no desempenho das atividades, durante a operacionalizacdo dos

trabalhos de campo.
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2 CONSIDERACOES FINAIS

A alta soroprevaléncia da brucelose em rebanhos, no estrato pesquisado no Estado de
MS, indica a ocorréncia dessa doenca de importancia econdmica e sanitaria para o

sistema de producdo, além de representar um risco a saude publica.

A distribuicdo do agente e a identificacdo dos fatores de risco associados sdo
importantes para estabelecer programas de controle. A partir desse estudo, foi possivel
conhecer os fatores de risco associados a presenca da brucelose, destacando os de maior
relacdo positiva: exploragdo de corte, a raga Zebu e a ocorréncia de aborto na
propriedade. Embora apenas um estrato de MS tenha sido estudado, é possivel sugerir

que tais fatores poderao orientar as acdes sanitarias para o controle da enfermidade.

Medidas profilaticas devem ser adotadas para controlar a infeccdo nas propriedades
positivas. De inicio, os esfor¢os dos 6rgaos de defesa devem ser dirigidos a educagéo
sanitaria, com os objetivos de esclarecer, informar, motivar os criadores para que
adotem as medidas que sdo de sua competéncia, o que inclui: compra de animais com
atestado negativo para brucelose, destino de fetos abortados e invélucros, limpeza e
desinfeccdo de utensilios e instalacdes e a vacinacdo de bezerras de trés a oito meses de
idade. Essa pratica tem beneficio duplo, pois diminui a suscetibilidade do animal a
infeccdo e a subsequente reducdo na prevaléncia dentro do rebanho e diminui o nivel de
exposicao por reducdo do numero de animais excretando Brucella (Crawford et al.
1990).

Em seguida devem ser preconizadas medidas relativas as fontes de infeccdo, quando os
animais serdo identificados por prova laboratorial e sacrificio até a obtencdo de provas
soroldgicas sucessivas e negativas. As vias de eliminacdo de brucelas deverdo ser
combatidas com a incineragdo de fetos abortados e membranas fetais. As vias de
transmissdo, representadas pelo meio ambiente e seus componentes, deverdo ser

descontaminadas pela limpeza e desinfec¢do periodicas.

Quanto aos suscetiveis, inmeros cuidados devem ser tomados: aquisi¢do de animais,
para reposicdo do plantel, de origem conhecida e com resultado negativo para
brucelose; atendimento ao parto; vacinacdo de bezerras na idade recomendada;
sorologia periddica para confirmacao da situacdo de livre de brucelose; cuidados com o

homem, que incluem desde o atendimento a partos até aqueles relacionados com a



manipulacdo de vacina B19, atenuada para bovinos, mas que retém a patogenicidade

para 0 homem.

A presenca da brucelose no rebanho leva a queda na producéo animal e torna o produto
da pecuaria vulneravel a barreiras, diminuindo sua competitividade no comércio
internacional. Em vista disso, 0 PNCEBT visa a melhorar a eficicia das medidas de
combate a brucelose e a tuberculose, a fim de promover a qualidade dos produtos de
origem animal oferecidos ao consumidor e modernizar as cadeias produtivas do leite e

da carne.

O PNCEBT, em MS, necessitara, em médio e longo prazos, de um sistema de controle e
avaliacdo. Considera-se urgente completar o levantamento soroepidemiolégico nos
demais estratos, o que permitird a avaliacdo comparativa entre a prevaléncia real obtida
no Estado no inicio do saneamento e apés a certificacdo de propriedades. Caso
contrério, torna-se dificil o acompanhamento da evolucdo do programa de controle, pois

mesmo que diminua o impacto da doenca, ndo sera possivel quantifica-lo.
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APENDICES



Questiondrio de Estudo Soroepidemiolégico

BRUCELOSE BOVINA E BUBALINA
Estudo soroepidemiologico

01-Identificacéo: 02 — Data da visita e colheita

Municipio: REGIAO: UF: / /

03 — Caédigo do rebanho no estudo (9 digitos)

Proprietario: I Y A N I

04 - Coordenadas

Propriedade: Lat 0 ’ Lon 0 ’

Cadigo de cadastro no servigo de defesa: Altitude

05- Tipo da Exploracdo: [corte leite [Imista

06- Tipo de Criacdo: [dconfinado [Jsemi-confinado [ extensivo

07- N° de Ordenhas por dia: [11 ordenha [12ou 3 ordenhas [ N&o ordenha

08- Tipo de Ordenha: [ manual [ mecénicaaopé [ mecénicaem salade ordenha [ N&o ordenha

09- Producdo de leite: a) N° de vacas em lactagdo:
b) Producéo diaria de leite na fazenda: litros

10- Usa inseminacao artificial? [0 ndo [Jusainseminacdo artificial e touro [ usa s6 inseminacao artificial

11- Racga predominante - Bovinos: [zebu [europeu de leite [deuropeu de corte [Omestico [ outras racas
- Bubalinos: O murrah [ mediterrdneo [ carabao  [ljaffarabadi  [Joutras racas

12(a)- Bovinos existentes 12(b)- Bubalinos existentes
Machos | Machos inteiros (meses) Fémeas (meses) Machos | Machos inteiros (meses) Fémeas (meses)
Castrados Castrados
Total 0-6 6-12 |12-24| >24 | 0-6 | 6-12 | 12-24 | >24 Total 0-6 | 6-12 |12-24| >24 | 0-6 | 6-12 | 12-24| >24

13- Outras espécies na propriedade: [Jovinos/caprinos [Jequideos [dsuinos [Javes [lcdo [dgato

15- Alguma vaca/bufala abortou nos ultimos 12 meses? [1ndo [Jsim [Jndo sabe
16- O que faz com o feto abortado e a placenta? [ enterra/joga em fossa/queima [Jalimenta porco/cdo [ néo faz nada|
17- Faz testes para diagnostico de brucelose? [1ndo [Jsim

Regularidade dos testes: [Jumavez ao ano [Jduas vezes aoano [Jquando compra animais

[1 quando ha casos de aborto na fazenda [ quando exigido para transito/eventos/crédito
18- Compra fémeas ou machos com finalidade de reproducdo? [Indo [Jsim

Onde/de quem: Clem exposicdo [1em leildo/feira [ de comerciante de gado [l diretamente de outras fazendas
19- Vende fémeas ou machos para reproducdo? [ndo [Isim

A quem/onde: [Jemexposicdo [em leildo/feira [Jacomerciante de gado [ diretamente a outras fazendas
20- Vacina contra brucelose? [Indo [Jsim, apenas fémeas até 8 meses de idade [Jsim, fémeas de qualquer idade
21- Local de abate das fémeas e machos adultos no fim da vida reprodutiva:

[Ina propria fazenda [Jem estabelecimento sem inspecdo veterinaria

[Jem estabelecimento de abate com inspecdo veterinaria [ ndo abate
22- Aluga pastos em alguma época do ano? [Indo [Jsim
23- Tem pastos em comum com outras propriedades? [dndo [Isim
24- Existem na propriedade areas alagadicas as quais o gado tem acesso? [Indo [Jsim
25- Tem piquete separado para fémeas na fase de parto e/ou pos-parto? [Indo [Isim
26- A gquem entrega leite? [dcooperativa [laticinio [direto ao consumidor [ n&o entrega
27- Resfriamento do leite: [1ndo faz [dfaz Como: [Jem resfriador ou tanque de expanséo préprio

[1em resfriador ou tanque de expanséo coletivo

28- A entrega do leite é feita a granel? [ndo [sim
29- Produz queijo e/ou manteiga na propriedade? [1ndo [Jsim Finalidade: [Jp/ consumo proprio [1p/ venda
30- Consome leite cru? LIndo [sim
31-Tem assisténcia veterinaria? [Jndo [Jsim De que tipo? [ veterinario da cooperativa [ veterinario particular

NOME DO VETERINARIO ASSINATURA










Resultado do teste de triagem em animais, por municipio

Municipi Amostras AAT
unicipios Negativos Positivos
Angélica 44 42 2
Bandeirantes 110 100 10
Caarap6 87 76 11
Campo Grande 206 173 33
Deodépolis 78 68 10
Douradina 20 17 3
Dourados 164 142 22
Fatima do Sul 36 35 1
Gloéria de Dourados 82 78 4
Itapord 60 59 1
Ivinhema 134 123 11
Jaraguari 104 85 19
Jatel 76 64 12
Maracaju 140 132 8
Nova Alvorada do Sul 110 96 14
Novo Horizonte do Sul 125 115 10
Ribas do Rio Pardo 212 188 24
Rio Brilhante 80 75 5
Rochedo 78 68 10
Sidrolandia 235 202 33
Terenos 145 117 28
Vicentina 50 47 3
Totais 2.376 2.102 274




Tabela de tipos de criacdo, praticas de manejo e fatores de risco nos grupos de animais positivos, ne

ativos e inconclusivos no teste do 2- Ml

= o N - = - Compra de Consumo do Assisténcia
Exploragédo Criacéo Raca Aborto Vacinagéo Diagostico Reprodugao Fonte de Contaminacéo Animais Leite Cru Veterinaria
Semi- Europeu | Europeu Outras N&o N&o Faz | Nao Faz Usa lA Existe Area Néo Existe N&o
Corte Leite Mista ) Extensivo | Zebu p. P Mestico Sim Néao Vacina . Touro 1A . Area Sim Néao Sim Néao Possui .
confinado de Leite | de Corte Racas Sabe Vacina | Teste | Teste e Touro| Alagadica Alagadica Possui
Positivos n =83
40 25 18 1 82 42 8 4 29 0 33 48 2 68 15 30 53 72 9 2 62 21 41 42 11 72 36 47
48,2 30,1 21,7 1,2 98,8 50,6 9,6 4,8 34,9 0,0 39,8 57,8 2,4 81,9 18,1 36,1 63,9 86,7 10,8 2,4 74,7 25,3 49,4 50,6 13,3 86,7 43,4 56,6
83 83,0 83,0 83,0 83,0 83,0 83,0 83,0 83,0 83,0 83,0
100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Negativos n =123
38 67 18 7 116 36 18 3 65 1 33 88 2 103 20 42 81 111 10 2 91 32 48 75 20 103 41 82
30,9 54,5 14,6 57 94,3 29,3 14,6 2,4 52,8 0,8 26,8 715 1,6 83,7 16,3 34,1 65,9 90,2 8,1 1,6 74,0 26,0 39,0 61,0 16,3 83,7 33,3 66,7
123 123,0 123,0 123,0 123,0 123,0 123,0 123,0 123,0 123,0 123,0
100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Inconclusivos n=4
4 0 0 0 4 3 0 1 0 0 3 1 0 4 0 2 2 4 0 0 3 1 1 3 0 4 3 1
100,0 0,0 0,0 0,0 100,0 75,0 0,0 25,0 0,0 0,0 75,0 25,0 0,0 100,0 0,0 50,0 50,0 100,0 0,0 0,0 75,0 25,0 25,0 75,0 0,0 100,0 75,0 25,0
4 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Totais n = 210
82 92 36 8 202 81 26 8 94 1 69 137 4 175 35 74 136 187 19 4 156 54 90 120 31 179 80 130
39,0 43,8 17,1 3,8 96,2 38,6 12,4 3,8 44.8 0,5 32,9 65,2 1,9 83,3 16,7 35,2 64,8 89,0 9,0 1,9 74,3 25,7 42,86 57,143| 14,8 85,2 38,1 61,9
210 210,0 210,0 210,0 210,0 210,0 210,0 210,0 210 210,0 210,0
100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100 100,0 100,0




