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RESUMO

SILVA, N. S. Situacdo epidemiolégica da brucelose bovina apés a
implementacdo do programa de vacinacdo no Estado do Rio Grande do Sul,
Brasil. [Epidemiological situation of bovine brucellosis after implementation of a
vaccination program in Rio Grande do Sul State, Brazil]. 2017. 53 f. Tese (Doutorado
em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2016.

O estudo objetivou avaliar a eficacia do programa de vacinacdo contra brucelose
bovina no estado do Rio Grande do Sul tendo como indicador a prevaléncia e
individualizar os fatores de risco para a doenca. O Estado foi dividido em sete
regides. Para cada regido foram amostradas aleatoriamente um numero
preestabelecido de propriedades nas quais foi testado um numero também
preestabelecido de fémeas com idade igual ou superior a 24 meses, aleatoriamente
selecionadas. O protocolo do sorodiagndstico foi composto de triagem com o teste
do antigeno acidificado tamponado, seguido de teste confirmatorio dos
sororreagentes com o teste 2-Mercaptoetanol. Nas propriedades foi aplicado um
guestionario epidemioldgico sobre possiveis fatores de riscos associados a
brucelose bovina. No estado do Rio Grande do Sul, a prevaléncia de focos foi de
3,54% [2,49 — 4,88] e a de animais 0,98% [0,57 — 1,57]. Nas regides, as
prevaléncias de focos variaram de 0,66% a 9,03% e a de animais de 0,06% a
2,03%. Rebanhos com 15 ou mais vacas, tipologia corte e compartilhamento de
pastagens emergiram como fatores de risco para brucelose bovina no estado. A
situacdo epidemiolégica da brucelose bovina no Rio Grande do Sul manteve-se
estavel desde 2004, a despeito de boas coberturas vacinais terem sido registradas a
partir de 2009. Assim, o estado deve continuar seu programa de vacinacédo, dando
énfase para a qualidade do processo e estimulando a utilizagdo da vacina né&o
indutora de anticorpos. Adicionalmente, o estado deve realizar um grande esforco de
educacado para que os produtores testem os animais de reproducéo para brucelose
antes de introduzi-los em suas propriedades e evitem o compartiihamento de

pastagens entre rebanhos de condi¢do sanitaria desconhecida.

Palavras-chave: Brucella abortus. Prevaléncia. Fatores de risco. Imunizacgdo bovina.



ABSTRACT

SILVA, N. S. Epidemiological situation of bovine brucellosis af ter
implementation of a vaccination program in Rio Gran de do Sul State, Brazil.
[Situacd@o epidemiolégica da brucelose bovina apds a implementacdo do programa
de vacinacao no Estado do Rio Grande do Sul, Brasil]. 2017. 53 f. Tese (Doutorado
em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sdo Paulo, 2016.

This study aimed to evaluate the effectiveness of a bovine brucellosis vaccination
program in Rio Grande do Sul, with prevalence as the indicator, and to identify risk
factors for the disease. The state was divided into seven regions. For each region, a
predetermined number of properties were randomly sampled, in which a pre-
established number of randomly selected females aged over 24 months were tested.
The serodiagnosis protocol consisted of a screening test using buffered acidified
antigen, followed by a confirmatory test using 2-mercaptoethanol. An epidemiological
guestionnaire was utilized to identify possible risk factors associated with bovine
brucellosis. In the state of Rio Grande do Sul, the prevalence of infected herds was
found to be 3.54% [2.49-4.88], and the prevalence of infected animals was 0.98%
[0.57-1.57]. In assessments of specific regions, the infected herd prevalence ranged
from 0.66% to 3.09%, and among the animals, from 0.06% to 2.03%. In herds
comprising 15 or more cows, beef type and pasture sharing emerged as risk factors
for bovine brucellosis in the state. The epidemiological status of bovine brucellosis in
Rio Grande do Sul has remained unchanged since 2004, even though adequate
vaccination coverage has been recorded since 2009. Thus, the state should continue
its vaccination program, with emphasis on the quality of the process and on
encouraging the use of non-antibody inducing vaccines. In addition, the state must
make a greater effort to educate producers on the importance of testing for
brucellosis in breeding animals before introducing them onto their properties, and on
the importance of avoiding shared grazing among herds whose health conditions are

unknown.

Keywords: Brucella abortus. Prevalence. Risk factors. Bovine immunization.
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1 INTRODUCAO

O territorio do Rio Grande do Sul possui dois biomas em sua fitofisionomia
espacial, a Mata Atlantica (37% do territorio estadual) e o Pampa (63% do territorio
estadual). O primeiro bioma marca presenca nédo sé no territério gaicho, mas em
boa parte dos estados brasileiros, especificamente 17 unidades federativas. Ja o
Pampa é um bioma peculiar ao Rio Grande do Sul. Apresentando assim uma fauna
e flora endémica ao extremo sul do Brasil (GALVANI; BAPTISTA, 2003; ZANIRATO,
2010; BRASIL, 2016b).

O Rio Grande do Sul é nono estado brasileiro em extensdo territorial
abrangendo 281.731,445 km2 (IBGE, 2010). A ocupacdo da regido ocorreu sob
varias disputas entre seus vizinhos platinos do Uruguai, Argentina e Paraguai. Os
gauchos foram se espalhando pelos campos juntamente com o gado e o Sul do
Brasil foi sendo assim ocupado com a bovinocultura desempenhando, desde o
inicio, um papel fundamental na formacgéo socioecondmica do Estado. Atualmente, o
Rio Grande do Sul tem um rebanho de 14 milhdes de bovinos, sendo o sexto maior
rebanho do Brasil e 0 maior da Regido Sul (IBGE, 2013).

O agronegdcio, especificamente a bovinocultura, € um setor que tem
destaque na economia ndo apenas do Rio Grande do Sul, mas no pais, que a cada
ano consolida sua posicao de lideranca no comércio internacional de carnes. Neste
cenario, a brucelose bovina, uma doenca causadora de prejuizos econémicos e com
carater zoonético, torna-se um obstaculo para o desenvolvimento da cadeia
produtiva bovina e pode trazer barreiras para o0 comeércio internacional de animais e
produtos (PAULIN; FERREIRA NETO, 2002; PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).

Por tais motivos o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) criou em 2001 o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT). Trata-se de medidas alinhadas com as
recomendac¢des da OIE (Organizacdo Mundial da Saude Animal) e suficientemente
flexiveis a ponto de permitir a implementacdo nas heterogéneas regides do Brasil
(LAGE et al., 2006; POESTER et al., 2009).
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Desde a criacdo do PNCEBT estudos epidemiolégicos padronizados foram
realizados em 18 Unidades Federativas, mostrando prevaléncias de focos entre
0,32% em Santa Catarina e 41,5% em Mato Grosso do Sul (ALVES et al., 2009;
AZEVEDO et al., 2009; CHATE et al., 2009; DIAS et al., 2009a; DIAS et al., 2009b;
GONCALVES et al., 2009a; GONCALVES et al., 2009b; KLEIN-GUNNEWIEK et al.,
2009; MARVULO et al.,, 2009; NEGREIROS et al., 2009; OGATA et al., 2009;
ROCHA et al., 2009; SIKUSAWA et al., 2009; SILVA et al., 2009; VILLAR et al.,
2009; BORBA et al., 2013; ALMEIDA et al.,, 2016; CLEMENTINO et al.,, 2016). O
estudo no Rio Grande do Sul foi realizado em 2004, mostrando 2,06% [1,50-2,63] de
prevaléncia de focos e 1,02% [0,60-1,43] de prevaléncia de animais (MARVULO et
al., 2009). Na ocasiao foi recomendado ao estado que implementasse um programa
de vacinacao para as regides 1, 2, 3 (sul) e 7 (litoral norte), com prevaléncias mais
elevadas, e considerasse a possibilidade de implementar estratégias de erradicacao

nas regides 4, 5 e 6, com prevaléncias muito baixas.

O estado optou por implementar um programa de vacinacdo em todo o seu
territorio, buscando a homogeneizacao da situacao sanitaria entre essas duas zonas
de alta e baixa prevaléncia. No Rio Grande do Sul, a imunizag&o de bezerras com a
B19 é obrigatéria desde 1965, mas s6 apos 2006, o atestado de vacinagdo passou a
ser vinculado a emissdo da Guia de Transito Animal (GTA). O estado conseguiu

atingir uma boa cobertura vacinal a partir de 2009 (Figura 1).
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Figura 1 - Taxa de vacinacdo anual de bezerras com a B19 no Estado do Rio
Grande do Sul.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a situacédo epidemiologica da brucelose bovina apos a implementacéao

do programa de vacinacao no Estado do Rio Grande do Sul.

2.2 ESPECIFICO

* Pesquisar animais sororreagentes contra Brucella abortus;

 Determinar a prevaléncia de propriedades positivas (focos) para

brucelose bovina no Estado do Rio Grande do Sul;

* Determinar a prevaléncia de fémeas bovinas com idade igual ou
superior a 24 meses para brucelose bovina no Estado do Rio Grande
do Sul;

» Identificar os fatores de risco para brucelose bovina no Estado do Rio
Grande do Sul;

e Comparar os dados soroepidemiolégicos do ano 2004 com o ano de
2013;

* Avaliar o programa de vacinacdo implementado no Estado do Rio
Grande do Sul;

« Sugerir intervencdes e medidas de controle com base nos resultados
obtidos.



21

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 OESTADO DO RIO GRANDE DO SUL E A BOVINOCULTURA

A ocupacdo do Rio Grande do Sul esta diretamente ligada ao gado
introduzido na regido pelos padres jesuitas espanhdis. O Tratado de Tordesilhas,
assinado em 1494, garantia a Espanha a exploracdo das terras gauchas, o que
levou os padres a fixarem-se na atual regido das Missdes e catequizar os indios
locais. Eles trouxeram animais e sementes, e devido ao bom clima formaram
pastagens, assim 0s bovinos trazidos procriaram-se rapidamente. No entanto a fuga
desses animais para regides distantes era comum, dando origem a um numeroso
rebanho de vida errante, sem dono e semisselvagem (MARION FILHO; REICHERT;
SHUMACHER, 2016).

Com o crescimento da mineragédo no Brasil, especialmente em Minas Gerais,
0 preco do gado aumentou tanto que levou os paulistas a buscarem esses animais
no extremo sul do pais. Os ganhos econdmicos advindos da venda dos animais
despertaram o interesse da Coroa pela regido e motivou varias batalhas que
levaram a expulsdo dos espanhois e permitiu ao governo portugués fixar uma
colonia no sul (PRADO JUNIOR, 1973).

Por fazer fronteira com trés paises de dominios espanhais, Argentina, Uruguai
e Paraguai, o territorio austral brasileiro desempenhou dois papéis importantes
desde o inicio de sua ocupacdo. O primeiro, exposto anteriormente, foi devido a
localizacdo estratégica que garantia a presenca portuguesa junto as areas de
colonizagcédo espanhola. O segundo, mas nao menos importante, foi o de fornecer

alimentos e outros bens para as demais regifes do Brasil.

Assim, presenca do gado foi um dos principais motivos para a ocupacgao e
fixacdo de portugueses em solo gaucho. A Coroa garantia aos primeiro imigrantes,

principalmente os acorianos, apenas uma pequena propriedade de terra. Pois era
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interesse de Portugal povoar seus dominios para impedir a dominacdo das novas
terras portuguesas por outras nacionalidades. Porem, sua sobrevivéncia era por
conta desses novos habitantes. Assim, em 1770 uma leva de imigrantes agorianos
chegou a provincia para povoar a regido das Missfes, visto que esta ja possuia um
grande rebanho de gado ainda sem dono que passaria a ser explorado pelos
imigrantes (LUVIZOTTO, 2010).

Devido as dificuldades de transporte até a regido das Missdes, esses grupos
acorianos acabaram fixando-se na atual regido Metropolitana, aos arredores da
cidade de Porto Alegre. La mantiveram préaticas agropecudrias, mantendo uma
economia voltada principalmente para a pecuéria, produzindo principalmente leite,

mas também carne e couro (Luvizotto, 2010).

A producédo de leite e de seus derivados para fins comerciais comegou com
0S agorianos e recebeu grande impulso com a imigracdo dos demais europeus,
especialmente de alemaes e italianos, que se localizaram mais ao norte e regiao
serrana do Estado gaucho. Com o surgimento de vilas, o leite e seus derivados
tiveram maior importancia econdmica, especialmente nas regides de pequenas
propriedades, onde a subsisténcia das familias dependia de uma atividade
econdmica diversificada (MOURION FILHO, 2016).

Outra estratégia de ocupacéo portuguesa na instavel e belicosa regido sulina
do Brasil foi a doacéo de sesmarias, habito politico ja costume de Portugal. As terras
mais aos Sul e Oeste do Estado gaulcho foram doadas em grandes extensoes,
principalmente aos militares que se destacaram em combate. Essa classe de
militares foi a origem da aristocracia rural galucha, que passa a ser conhecida
posteriormente como estancieiros. Estes eram criadores de gado de corte,
produtores de charque e couro curtido. Devido a essa atividade, suas fazendas eram
também conhecidas como charqueadas (MORAES, 1959).

Apbs o discorrido, percebe-se que a criagdo de gado bovino no Rio Grande
do Sul se fez presente antes mesmo de ser territério brasileiro. Evidenciando a
importancia da bovinocultura para a economia gaucha desde os primoérdios. Além do
ja ponderado anteriormente, a Coroa percebeu a chance de aumentar a arrecadacao

de impostos com o incremento do comércio destes animais.
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Essa possibilidade levou as autoridades portuguesas a se preocuparem com
a melhoria nas condi¢gbes de transporte e consequentemente com a construcao de
novas estradas através do continente. Por tanto, no ano de 1732 foi concluida a
primeira estrada ligando a Capitania de Sado Pedro do Rio Grande do Sul ao atual
Estado de S&o Paulo, facilitando também a imigracdo e ocupacédo do sul do Brasil
(MORAES, 1959).

3.2 A BRUCELOSE BOVINA NO RIO GRANDE DO SUL

A histéria da brucelose bovina no Brasil esta coincidentemente ligada a
histéria da brucelose bovina no Rio Grande do Sul, pois o primeiro relato dessa
doenca no Brasil foi feita no Estado gaucho. Tal fato se deu em 1914, quando o Dr.
Danton Seixas fez o primeiro diagndstico clinico de brucelose em bovinos do Rio
Grande do Sul (BOLETIM, 1988; PAULIN; FERREIRA NETO, 2002).

Apés alguns anos, em 1936, o Dr. Desidério Finamor fez o segundo
diagnostico soroléstico de brucelose em bovinos no Brasil e o primeiro diagnodstico
sorologico dessa doenca no Estado do Rio Grande do Sul. Na ocasido, ele também
propds o primeiro plano para combater a brucelose bovina no Rio Grande do Sul
(BOLETIM, 1988; PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).

Uma pesquisa para verificar a disseminacao da brucelose bovina em alguns
Estados brasileiros foi realizada pela primeira vez por Thiago de Mello, em 1950. E
mais uma vez o Rio Grande do Sul figurou um papel de destaque na historia, pois a
regido leiteira, tradicionalmente localizada no Norte e Noroeste do Estado, foi
apontada juntamente com Sao Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais, com
prevaléncias elevadas, variaram entre 10% a 20%. (GARCIA-CARRILLO, 1987).

Em 1951, Caldas e Ribeiro também encontraram uma elevada prevaléncia de
8,2% no Estado. A partir de 1975, outros estudos de ambito nacional foram
realizados. Assim em um estudo feito em 1975 e publicado em 1977 o Rio Grande

do Sul apresentava uma prevaléncia de 2,0%, em 1986, foi publicado um estudo em
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que a prevaléncia no Estado tinha reduzido para 0,3% (BOLETIM, 1988; GARCIA-
CARRILLO, 1987; BRASIL, 2001; PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).

3.3 A HISTORIA DO COMBATE A BRUCELOSE BOVINA NO RIO GRANDE DO
SUL

Passados cinco anos que o Dr. Desidério Finamor sugeriu um plano de
combate, em 1941 foram aprovados no Estado os Decretos de Lei N° 276 e NUmero
276A em que regulamentavam a entrada de reprodutores importados e
regulamentavam a admissdo de animais em exposicoes e feiras no Estado do Rio
Grande Do Sul. Em 1949, o Instituto de Pesquisas veterinarias Desidério Finamor,
iniciou a producdo da vacina B19, e as aplicacdes das vacinas eram feitas pela
Inspetoria Veterinaria (POESTER, 2012).

O Rio Grande do Sul foi um dos Estado pioneiros na tentativa de combate a
brucelose e em 1953, foi criado o servigo de erradicacéo da brucelose bovina e um
plano de controle baseado na vacinacdo. Mas este foi prejudicado devido a
producao insuficiente de vacinas pelo Estado. Assim em 1961, foram feitos esfor¢cos
para a ampliacdo da producéo de vacina B19, bem como a contratacdo de técnicos
para 0 servico veterinario. Mas s6 em 1964 foi instituida a Lei N° 4890 de
obrigatoriedade do combate a brucelose e em 1965, a admissédo do Decreto de Lei
N° 17217 que aprovava o regulamento do servico de combate a brucelose
(POESTER, 2012).

Mas efetivamente o combate a brucelose no Rio Grande do Sul ganhou
robustez apenas em 2001, com a criagdo do PNCEBT, pois foi quando o Estado
passou a receber maiores investimentos do Governo Federal para implantacdo do
programa de vacinagdo contra a brucelose bovina e a realizacdo de inquérito

sorologico em todo o territério gaucho (LAGE et al., 2006).
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3.4 A BRUCELOSE BOVINA

O agente causador desta zoonose pertence ao género Brucella, sendo estas,
bactérias intracelulares facultativas que infectam células do sistema mononuclear
fagocitario. Dentre as espécies desse género, a Brucella abortus € a principal
responsavel por causar a brucelose bovina e também infeccdo em varios outros
mamiferos, inclusive os silvestres (FERREIRA, 1990). Nos humanos, normalmente
nao afeta o sistema reprodutivo e os sintomas mais frequentes sao febre, calafrios,
suores noturnos, dores articulares, fadiga, anorexia e cefaleia (ACHA; SZYFRES,
2001; PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).

3.5 OS SINAIS CLINICOS DA BRUCELOSE BOVINA

Os animais infectados por B. abortus apresentam manifestacdes tipicamente
de curso cronico e relacionadas a problemas reprodutivos. Nas fémeas os principais
problemas observados séo aborto, principalmente no terco final da gestacao,
natimortos, crias fracas, aumento de intervalo entre os partos e consequentemente
baixa produgcdo de leite e carne. Nos machos causa orquite e epididimite,
esterilidade e problemas articulares como artrite e artrose (FERREIRA, 1990).

3.6 A TRANSMISSAO DA BRUCELOSE BOVINA

O aborto ou os restos do parto de vacas infectados gera uma grande
quantidade de bactérias eliminadas no ambiente, contaminando pastagens e
aguadas. As bactérias podem permanecer viaveis nestes locais por longos periodos,
dependendo de fatores como umidade e temperatura, facilitando que outros animais

entrem em contato e se infectem. Os bezerros podem infectar-se ingerindo leite
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contaminado ou pela via uterina. A via oral é a principal, no entanto as bactérias

também podem entrar por mucosas do nariz, olhos e genitalia (HIRSH e ZEE, 2003).

Segundo Crawford et al. (1990), existem dois grupos de fatores que
influenciam a transmissdo da brucelose: 1) fatores associados a relacdo entre
rebanhos, entre os quais pode-se destacar a frequente aquisicdo de animais
infectados em rebanhos livres da doenca; a proximidade a rebanhos infectados,
compartilhando pastos; cursos de agua comum; sombreamento, baixa temperatura,
gue acabam fornecendo um ambiente favoravel para a sobrevivéncia da bactéria; 2)
fatores que influenciam a manutencdo e disseminagdo da infeccdo dentro dos
rebanhos, entre os quais pode-se citar o nivel de vacinagédo do rebanho; o tamanho
do rebanho; a densidade populacional; as condi¢cdes de instalacdo (higiene e
desinfeccdo de materiais) e o uso de piquete maternidade, que tem reduzido o nivel
de infecgdo, devido a diminuicdo de exposicdo de animais suscetiveis a materiais
infectados.

3.7 O DIAGNOSTICO DA BRUCELOSE BOVINA

O diagnoéstico pode ser feito por meio da identificagdo da B. abortus por
métodos diretos, ou pela deteccdo de anticorpos contra a bactéria por meio de
métodos indiretos. Entre os métodos diretos pode-se citar: a) o isolamento e
identificacdo do agente a partir do material de aborto, como feto, placenta, ou de
secrecbes. No entanto, poucos laboratorios realizam esse exame devido ao perigo
de contaminagcdo humana; b) imunohistoquimica que pode ser feita com material de
aborto, depois da fixagdo em formol, permitindo a visualizagéo do tecido examinado
e identificacdo do agente; e c) reacao da polimerase em cadeia — PCR, que detecta
um segmento de DNA especifico da bactéria, em material de aborto, secrecédo ou
excrecao. De acordo com Paulin e Ferreira Neto (2003), os métodos sorologicos sdo

0S mais usados, ja que sao rapidos e de baixo custo.

Os testes oficiais de diagndstico para a brucelose bovina sdo os testes de

triagem Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e Teste do Anel em Leite (TAL) e
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testes confirmatérios 2-Mercaptoetanol (2-ME) e Fixacdo do Complemento (FC)
(BRASIL, 2006).

3.7.1 Teste Antigeno Acidificado Tamponado (AAT)

O teste de soroaglutinacdo € preparado com antigeno tamponado em pH
acido e corado com Rosa de Bengala. E uma prova de triagem do rebanho, portanto
rapida e simples. E qualitativa, ndo indicando o titulo de anticorpos do soro testado.
A leitura indica a presenca ou auséncia de IgG1, pode haver reacao falso-positiva
em animais vacinados com a B19 (BRASIL, 2006; PAULIN et al 2009).

3.7.2 Teste do Anel em Leite (TAL)

E utilizado ndo somente para detectar rebanhos infectados, como também
para monitorar rebanhos leiteiros livres de brucelose. O teste é aplicado em misturas
de leite de varios animais. A solucdo de antigeno € corado com hematoxilina, dando
coloracdo azul para a reacdo positiva. O congelamento ou pasteurizagdo da amostra
podem ocasionar resultados falso-negativos, portanto estas amostras ndo devem ser
utilizadas neste teste. Também podem apresentar resultados falso-positivos, leite
acido, leite recentemente coletado, leite contendo colostro, leite de vaca no periodo
de secagem e leite de vacas com mamite. O resultado do teste pode ser influenciado
pelo tamanho do rebanho, devendo-se aumentar a quantidade de leite a ser utilizada
no teste, proporcional ao tamanho do rebanho (BRASIL 2006; BRASIL, 2009).

3.7.3 Teste do 2-Mercaptoetanol (2-ME)

O teste 2-ME é uma prova quantitativa que detecta apenas a presenca de IgG
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no soro, essa imunoglobulina indica a presenca de infecgdo cronica. E um teste que
deve ser feito em paralelo com a prova lenta em tubos (SALT). Os resultados sao
interpretados pela diferenca entre os titulos dos soros sem tratamento (prova lenta)
frente ao soro tratado com 2-ME. Os resultados positivos na prova lenta e negativos
no 2-ME devem ser interpretados como reacdes inespecificas ou devido a
anticorpos residuais de vacinagdo com B19. Os resultados positivos em ambas as
provas indicam a presenca de IgG, sendo aglutininas relacionadas com infeccao,
portanto, os animais sdo considerados infectados (BRASIL, 2006; BRASIL, 2009;
PAULIN, 2003).

3.7.4 Teste de Fixacdo d Complemento (FC)

E um teste empregado em muitos paises que erradicaram a brucelose ou
estdo em fase de erradicacdo. A Fixacdo de Complemento (FC) é o teste de
referéncia recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) para o
transito internacional de animais (BRASIL, 2006). Essa prova nao diferencia animais
recentemente vacinados com vacina B19 de animais infectados (COTORELLO,
2002).

3.8 O CONTROLE DA BRUCELOSE BOVINA

Com um bom planejamento, os programas de controle da brucelose bovina,
podem atingir uma reducéo significativa da prevaléncia depois de aproximadamente
20 anos de trabalho. Essas estratégias ja conhecidas sdo resumidas em: vacinacao
das fémeas, certificacdo de propriedades livres ou monitoradas, controle do transito

de animais e sistema de vigilancia especifico (POESTER et al., 2009).



29

A vacinagdo € uma das estratégias mais importantes na estrutura de um
programa, especialmente nos paises em desenvolvimento e com prevaléncias
elevadas. O ideal é inicialmente rebaixar as prevaléncias com o programas de
vacinacado, e s6 entdo incrementar as atividades de diagndstico e sacrificio. Pois isso

reduziria 0s custos com reposi¢cao de animais (LAGE et al., 2006).

A certificacdo de propriedades livres de brucelose é regida por convencgdes
internacionais da Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE). Basicamente, é feita
pela realizacdo de testes sorolégicos em intervalos regulares, com sacrificio dos
positivos até a obtencdo de um rebanho constituido exclusivamente por animais

negativos.

Para controle do transito animais sdo estabelecidas exigéncias, como a
comprovacdo da vacinacao contra brucelose das fémeas para obtencdo da Guia de
Transito Animal (GTA); exame sorologico com resultado negativo para animais que
participam de exposi¢des; e também para os animais destinados a reproducdo em
transito interestadual (LAGE et al., 2006).

O estabelecimento de um sistema de vigilancia especifico € primordial a
credibilidade das atividades dos programas de controle da brucelose. Ele ocorre
principalmente pela certificacdo de propriedades, acbes de monitoramento e
fiscalizagdo em pontos criticos do processo. Ou seja, 0 servico veterinario oficial
realizara em qualquer momento, diagndsticos por amostragem em propriedades
certificadas e fara um acompanhamento direto dos testes finais que garantem o
certificado de propriedade livre (LAGE et al., 2008).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ESTRATIFICACAO DO TERRITORIO

A investigacdo epidemioldgica foi elaborada pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e pelo Centro Colaborador em Saude Animal do
MAPA localizado na Universidade de Sao Paulo, em colaboracdo com a Diviséo de
Defesa Sanitaria Animal (DSA), da Secretaria da Agricultura, Pecuaria e Irrigacédo do
estado do Rio Grande do Sul (SEAPI-RS).

Inicialmente o estado foi dividido em sete regides: 1 - Sul, 2 - Fronteira oeste, 3
- Missdes central, 4 - Norte, 5 - Serra, 6 - Metropdlitana, 7 - Costa norte. Os
parametros considerados para a estratificacdo foram os diferentes sistemas de
producdo, praticas de manejo, tipo de exploracdo, tamanho médio do rebanho,
sistema de comercializacdo dos animais e a capacidade operacional do servico de

defesa sanitaria animal do Estado do Rio Grande do Sul.

4.2 DELINEAMENTO AMOSTRAL

Dentro de cada uma dessas regides sorteou-se, aleatoriamente, um numero
pré-estabelecido de propriedades com atividade reprodutiva (unidades primarias de
amostragem). Dentro de cada propriedade selecionada sorteou-se, aleatoriamente,
um numero pré-estabelecido de fémeas bovinas com idade igual ou superior a 24

meses (unidades secundarias de amostragem).

Nas propriedades rurais onde existiam mais de um rebanho, foi escolhido o
rebanho de maior importancia econémica, no qual os animais estavam submetidos

ao mesmo manejo, ou seja, sob os mesmos riscos de exposicdo a infeccdo. A
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propriedade sorteada que, por motivos varios, ndo pode ser visitada, foi substituida
por meio de novo sorteio. O niamero de propriedades selecionadas por regido foi
estimado pela formula para amostras simples aleatérias (THRUSFIELD, 2007). Os
parametros adotados para o célculo foram: nivel de confianca de 0.95, prevaléncia

estimada de 0,20 e o erro de 0,05.

O planejamento amostral para as unidades secundarias visou estimar um
namero minimo de animais a serem examinados dentro de cada propriedade, de
forma a permitir a sua classificagdo como foco ou nao foco de brucelose bovina.
Para tanto, foi utilizado o conceito de sensibilidade e especificidade agregadas
(DOHOO et al., 2003). Para efeito dos calculos foram adotados os valores de 0,95 e
0,995, respectivamente, para a sensibilidade e especificidade do protocolo de testes
utilizado (FLETCHER et al., 1998) e 0,20 para a prevaléncia estimada.

Nesse processo foi utilizado o programa Herdacc versdo 3 para escolha de
tamanho de amostra que permitisse valores de sensibilidade e especificidade de
rebanho iguais ou superiores a 90%. Assim, nas propriedades com até 99 fémeas
com idade igual ou superior a 24 meses, foram amostrados 10 animais e nas com
100 ou mais fémeas com idade igual ou superior a 24 meses, 15 animais. As fémeas
no periodo de peri-parto, ou seja, aproximadamente 15 dias antes e apés o parto

foram excluidas da selecéo.

4.3 OBTENGCAO DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

Amostras de sangue de todos os animais selecionados foram colhidas no
periodo de janeiro a setembro de 2013, volume de 10 mL, através da puncédo da veia
jugular com agulha hipodérmica estéril, descartdvel e tubo a vacuo, sem
anticoagulante, previamente identificados com os numeros de identificacdo dos
animais. As amostras foram transportados sob refrigeracdo em caixas térmicas apos

o dessoramento para o laboratério. No laboratério foi transferido para microtubos de
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polipropileno de 2 mL e congelados a -20°C até a realiza¢do dos testes pelo Instituto
de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor.

4.4 DIAGNOSTICO SOROLOGICO

O protocolo do sorodiagnostico foi composto de triagem com o teste do
antigeno acidificado tamponado (AAT), as amostras de soro reagentes ao AAT
foram submetidas aos testes confirmatérios pareados de soroaglutinagéo lenta em
tubo (SALT) e ao teste com 2-Mercaptoetanol (LAGE, 2006).

A propriedade foi considerada positiva quando detectado pelo menos um

animal positivo.

4.5 ANALISE EPIDEMIOLOGICA

O planejamento amostral permitiu determinar as prevaléncias de focos e de
fémeas adultas (=24 meses) soropositivas para brucelose bovina no Estado e
também nas regides. Os calculos das prevaléncias e os respectivos intervalos de
confianga foram realizados conforme preconizado por Dean et al. (1994). As
estimativas das prevaléncias de focos e de animais no Estado e de prevaléncia de
animais dentro das regides foram feitas de forma ponderada, segundo Dohoo et al.
(2003).
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O peso de cada propriedade no calculo da prevaléncia de focos no Estado foi
dado por:

P.= propriedades na regido

propriedades amostradas na regiao

O peso de cada animal no calculo da prevaléncia de animais no Estado foi dado por:

Ps= fémeas = 24 meses na propriedade X fémeas = 24 meses na regido
fémeas = 24 meses amostradas na fémeas = 24 meses amostradas na regido
propriedade

Na expressao acima, o primeiro termo refere-se ao peso de cada animal no

calculo das prevaléncias de animais dentro das regides.

As estimativas das prevaléncias e respectivos intervalos de confianca de 95%

foram realizadas por meio do programa do programa R Core Team (2014).

Em cada propriedade amostrada, além da colheita de sangue para o exame
soroldgico, foi também aplicado um questionario epidemiolégico, elaborado para

obter informacgdes sobre o tipo de exploracéo e as praticas de manejo empregadas.

As variaveis analisadas foram: tipo ou sistema de exploracdo (carne, leite e
misto), tipo de criacdo (confinado, semiconfinado, extensivo), utilizacdo de
inseminacéo artificial, racas predominantes, nimero de animais, presenca de outras
espécies domeésticas e silvestres, ocorréncia de aborto nos ultimos 2 anos, destino
da placenta e dos fetos abortados, compra e venda de animais, vacinacdo contra
brucelose bovina, compartihamento de pastagens com outras propriedades,
ocorréncia de alagamentos nas pastagens, existéncia de piquete de paricdo e de

assisténcia veterinaria.

As variaveis foram organizadas em escala crescente de risco. Quando
necessario foram recategorizadas. A categoria de menor risco foi considerada como
base para comparacdo das demais categorias. As variaveis quantitativas foram
categorizadas em percentis.

A analise de fatores de risco foi efetuada em duas etapas: analise univariada e

analise multivariada. Na analise univariada, cada variavel independente foi cruzada
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com a variavel dependente (condicdo sanitaria da propriedade). As que
apresentaram um valor de p < 0,2 pelo teste de X? (qui- quadrado) ou teste exato de
Fisher (ZAR, 1999), foram selecionadas e oferecidas para a analise multivariada,
utilizando-se a regressao logistica multipla (HOSMER; LEMESHOW, 1989), para a

definicdo de um modelo que melhor identificasse os fatores de risco.

O nivel de significancia adotado na andlise multipla foi de 5%. As analises
foram feitas por estrato e também no ambito estadual. Neste ultimo caso, foram
consideradas as ponderacdes realizadas para o calculo da prevaléncia de focos
(amostra aleatoria estratificada). A significancia dos modelos finais foi avaliada pelo
teste da razdo de verossimilhanca (likelihood ratio test) (HOSMER; LEMESHOW,
2000; LATORRE, 2004). Os célculos foram realizados com o auxilio do programa R
Core Team (2014).

Todas as informacdes geradas pelo trabalho de campo e de laboratério foram
inseridas em um banco de dados especifico, para serem utilizados nas analises

epidemioldgicas.
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5 RESULTADOS

O Estado foi dividido em sete regides (Figura 2). Foram colhidas amostras de
6872 fémeas bovinas provenientes de 1067 propriedades. Foram excluidas 4
propriedades por apresentarem exclusivamente animais com resultados soroldgicos
negativos e inconclusivos. O Quadro 1 traz o resumo dos dados censitarios e da
amostra estudada. O Quadro 2 mostra as prevaléncias de focos e de animais nas
regides e no Estado. As prevaléncias de focos por tipo de exploragcdo nas regides
constam do Quadro 3. As comparacOes das prevaléncias obtidas por Marvulo et al.
(2009) em 2004 com as verificadas no presente estudo estdo apresentadas na

Figura 3.

Os resultados da analise univariada estdo apresentados no Quadro 4 e no
Quadro 5 o modelo final da regresséo logistica para os fatores de rico associados a

condicao de foco de brucelose bovina no Rio Grande do Sul.
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Figura 2 - Mapa do Estado do Rio Grande do Sul com a divisdo em regides.
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Quadro 1 - Dados censitarios e da amostra do Estado do Rio Grande do Sul, 2013.

propriedades con _ R fémeas com
» o propriedades| fémeascom |
Regido atividade _ idade>24 mesesg
_ amostradas | idade>24 meses
reprodutiva amostradas
1. Sul 35589 150 978737 989
2. Fronteira Oeste 34874 155 2195220 1403
3. Missbes Central 47483 149 937859 1075
4. Norte 93888 155 899861 997
5. Serra 36486 151 539037 971
6. Metropolitana 73259 152 746561 748
7. Litoral Norte 10144 152 142344 689
Total 331723 1063 6439619 6872
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Quadro 2 - Prevaléncia de focos e de animais para brucelose bovina no Estado do
Rio Grande do Sul, 2013.

Propriedades Fémeas
Segia Positivas /| Prevaléncia|] 1C95% Positivas / | Prevaléncia | IC95% (%)
amostrada (%) (%) amostradas (%)
s
1 10/150 6.67 3.23-11.94 17/989 1.66 0.46-4.17
2 14/155 9.03 5.02-14.71  32/1,403 1.09 0.33-2/65
3 8/149 5.37 2.34-10.38 12/1,075 1.67 0.58-372
4 4/155 2.58 0.70-6.49 4/997 0.40 0.10-1.08
5 1/151 0.66 0.02-3.65 1/971 0.05 0.00-0.29
6 1/152 0.66 0.02-3.63 1/748 0.06 0.00-0.86
7 8/152 5.30 2.31-10.1P 14/689 2.03 0.62-4.86
Total 46/1,063 3.54 2.49-4.88 81/6,872 0.98 0.57-1

Quadro 3 - Prevaléncia de focos de brucelose bovina nas regides do Estado do Rio

Grande do Sul, segundo a tipologia da unidade produtiva, 2013.

N Corte Leite Mista

R 5;‘2;7‘6'?)”“& IC95% (%) | & ‘?;?;f)”Cia IC95% (%) 5;‘2;7‘6'?)”“& IC95% (%)
1 11.94 (8/67) | 5282222 | 1.79(1/56) 0.04-9.59 | 70%1/27) | 0.09-19.05
2 10.24 (13/127) 5.55-16.89 | 526 (1/18) 0.13-26.13| 0.00 (0/9) | 0.00-25.89
3 9.59 (7/73) | 3.93-18.80 | 0.00 (0/40) 0.00-7.05 | 2.78 (1/36)| 0.07-14.59
4 0.00 (0/10) | 0.00-23.84 | 3.33 (3/90) | 0.69-9.46 1.82 (1/58) 0.05-9.76
5 0.00 (0/36) | 0.00-7.78 |0.00(0/72)| 0.00-402 |2.33(1/43)| 0.06-12.34
6 233 (1/43) | 0.06-12.34 | 0.0 (0/57) 0.00-5.03 | 0.00 (0/52) | 0.00-5.50
7 7.06 (6/85) | 2.62-14.77 | 0.00 (0/17) 0.00-15.33 | 4.08 (2/49) | 0.49-14.03

" positivas/examinada$Calculo utilizando o método de Monte Carlo e ihsicio beta.
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Figura 3. Comparacao das prevaléncias de animais e de focos para brucelose
bovina entre o presente estudo (2013) e o realizado em 2004 no Estado do
Rio Grande do Sul.
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Quadro 4 - Resultados da andlise univariada dos possiveis fatores de risco para
brucelose bovina (p<0,20) no Estado do Rio Grande do Sul, 2013.

P Proporgéo de %
Vanaveis rebanh%s (i;nfectados i
Vacinac¢do com a B19 Nao 1/346 0.3 <0.001
Sim 45/696 6.5 <0.001
Tipo de exploracéo Corte 35/441 7.9 <0.001
Mista 5/351 1.4 <0.001
Leite 6/271 2.2 <0.001
Tamanho do rebanho <15 fémeas adultas 22/797 2.800%kD
215 fémeas adultas* 24/266 9 <0.001
Abate com inspecédo Nao 22/782 2.8 <0.001
Sim 24/281 8.5 <0.001
Abate na fazenda N&o 32/476 6.7 0.001
Sim 14/587 2.4 0.001
Numero de ordenhas N&o ordenha 31/429 7.2 (0.001
1 ordenha/dia 7/199 35 0.001
2 ou 3 ordenhas /dia 6/356 1.7 0.001
Compartilha pastagem N&ao 31/885 3.5 0.p10
Sim 14/165 8.5 0.010
Tipo de criacdo Extensivo 39/679 57 0.011
Semiconfinamento 7/360 19 0.011
Confinamento o/7 0 0.011
Compartilha aguada Nao 35/929 3.8 0.013
Sim 11/116 95 0.018
Aquisicdo de reprodutores  Nao 221674 3.3 0.p27
Sim 24/377 6.4 0.02y
Inseminacdo artificial Nao 36/633 57 0.054
Apenas inseminacao 21147 1.4 0.054
Inseminagao e repasse com touro 8/217 3.7 0.054
Ha piquete de parto N&o 34/869 3.9 0.1]14
Sim 12/183 6.6 0.114
Héa Caprinos/ovinos Nao 30/802 3.7 0114
Sim 16.261 6.1 0.114
Aquisicdo de animais Nao 21/584 3.6 0174
Sim 25/466 54 0174

* terceiro quartil
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Quadro 5 - Modelo final de regresséo logistica multipla de fatores de risco (odds
ratio) para brucelose bovina em rebanhos com atividade reprodutiva no
Estado do Rio Grande do Sul.

Variavel Odds ratio IC95% (%) p
Tamanho do rebanhn 15 fémeas adultas 2.57 1.35-4.98 0.004
Exploracéo tipo corte 421 1.73-12.59 0.004

Compartilhamento de pastagem 2.21 1.10-4.27 0.

020



41

6 DISCUSAO

A prevaléncia de focos no estado foi de 3,54% [2,49-4,88] (Quadro 2).
Considerando as estimativas pontuais das prevaléncias de focos (Quadro 2),
verificam-se claras diferencas entre dois grupos de regides, um composto pelas
regides 1, 2, 3 e 7, com prevaléncias mais elevadas, variando entre 5,3% e 9,03%, e
outro composto pelas regides 4, 5 e 6, com prevaléncias variando entre 0,66% e
2,58%. As regibes 1, 2 e 3 notabilizam-se pela producdo de carne no estado
(SANTOS et al., 2007), cujas propriedades apresentam um nimero maior de animais

qguando comparadas as do tipo leite e mistas.

A mediana de vacas das propriedades do tipo carne, mista e leite foram de,
respectivamente, 10, 6 e 3. De fato, ter mais do que 15 vacas e ser um rebanho de
corte emergiram como fatores de risco para a infec¢cdo brucélica (Quadro 5). A
regido 7 representa o litoral norte e caracteriza-se por propriedades pequenas e com
praticas de manejo muito simples. As regibes 4, 5 e 6, localizadas ao norte do
estado, concentram o maior niumero de propriedades rurais, de rebanhos pequenos
e dedicados principalmente a pecuaria de leite (SANTOS et al., 2007). Os dados da
Quadro 3 corroboram essas afirmativas. Marvulo et al. (2009) descreveram este
mesmo padrao de distribuicdo dos focos de brucelose bovina no Rio Grande do Sul
no ano de 2004.

A prevaléncia de animais soropositivos no estado foi de 0,98% [0.57-1.57]
(Quadro 2) e a distribuicdo das prevaléncias nas regides espelha o ocorrido com as

prevaléncias de focos, discutidas no paragrafo anterior.

Em relagdo aos resultados obtidos em 2004 (MARVULO et al.,, 2009), as
prevaléncias calculadas no presente estudo n&o mostraram diferengas
estatisticamente significantes, ou seja, o programa de vacinacao desenvolvido pelo
estado ndo produziu rebaixamento da prevaléncia. Assim, recomenda-se que o0 Rio
Grande do Sul prossiga com seu programa de vacinacdo, dando énfase para a
qualidade do processo, desde a compra da vacina até a sua aplicacdo. Além disso,

deve também estimular a utilizacdo da vacina ndo indutora de anticorpos em animais
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adultos, visto que essa pratica impacta positivamente o rebaixamento da prevaléncia
(SOUZA et al., 2016).

Além do Rio Grande do Sul, os estados de Sao Paulo, Espirito Santo, Mato
Grosso do Sul, Mato Grosso, Rondbnia, e Santa Catarina também realizaram o
segundo estudo de prevaléncia da brucelose. Destes, o Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul e Rondonia foi verificada a diminuigdo da prevaléncia de focos em fungéo da
vacinacdo (BARDALL et al.; 2016; LEAL FILHO et al., 2016; INLAMEA et al., 2016;
DIAS et al., 2016c; ANZAI et al., 2016; BAUNGARTEN et al., 2016).

O modelo final de regressao logistica indicou que rebanhos com 15 ou mais
vacas, propriedades do tipo corte e o compartihamento de pastagem, estdo

associados a condicdo de focos para brucelose bovina no estado (Quadro 5).

A associacdo entre tamanho do rebanho e brucelose ja foi reportada por
inUmeros autores internacionais (KELLAR et al., 1976; NICOLETTI, 1980; SALMAN
e MEYER, 1984). No Brasil, essa associacdo também foi verificada nos estados de
Rondobnia, Rio de Janeiro, Sergipe, Tocantins, Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul e
Mato Grosso (AGUIAR et al., 2007; KLEIN-GUNNEWIEK et al., 2009; SILVA et al.,
2009; OGATA et al., 2009; DIAS et al., 2009b; CHATE et al., 2009; NEGREIROS et
al., 2009).

Algumas caracteristicas dos rebanhos maiores facilitam a transmissao da
brucelose, especialmente a maior necessidade de reposicdo de animais, a maior
dificuldade de implementar medidas de controle da doenca e a propria dindmica da
brucelose (CRAWFORD et al., 1990). Christie (1969) observou que o aumento do
rebanho resulta em aumento da probabilidade de ocorréncia, da persisténcia da
infeccdo e da dificuldade em erradicar a brucelose. Portanto, quanto maior o
rebanho, maior o risco de se introduzir a brucelose e maior a probabilidade de seu
espalhamento intra-rebanho.

O fato de propriedades de corte terem apresentado risco mais elevado de
serem focos de brucelose, provavelmente resulta do fato de terem rebanhos
maiores. No estado, a mediana do numero de vacas em propriedades de corte foi

10, nas propriedades mistas 6 e nas propriedades de leite 3.
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O compartilhamento de pastagem faz com que animais advindos de diferentes
propriedades convivam no mesmo ambiente, aumentando a probabilidade de
contato entre suscetiveis e infectados, visto que a condicdo sanitaria das
propriedades de origem desses animais pode ser distinta. Assim, o0
compartilhamento de pastagens é uma modalidade de contato indireto entre

propriedades.

O aluguel de pastagem, outra modalidade de contato indireto entre
propriedades, ja foi reportado como fator de risco para brucelose bovina nos estados
do Parana e Rio de Janeiro. A pratica de aluguel de pasto pode favorecer o contato
dos animais com ambientes previamente contaminados. Segundo Wray (1975), o
principal risco de infecgdo por B. abortus esté relacionado a contaminagcdo ambiental
por produtos de aborto. Dependendo das condi¢cdes ambientais, os produtos do

aborto poderdo manter as brucelas viaveis por até 180 dias (Crawford et al., 1990).
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7 CONCLUSOES

» A situacdo epidemioldgica da brucelose bovina no Rio Grande do Sul
manteve-se estavel desde 2004, a despeito de boas coberturas vacinais

terem sido registradas a partir de 2009;

» O estado deve continuar seu programa de vacinacao, dando énfase para

a qualidade do processo;

» O Estado deve também estimular a utilizacdo da vacina ndo indutora de
anticorpos;

* Adicionalmente, o estado deve realizar um grande esfor¢o de educacéo
para que os produtores testem os animais de reproducéo para brucelose

antes de introduzi-los em suas propriedades;

* Evitar o compartilhamento de pastagens entre rebanhos de condi¢éo
sanitaria desconhecida.
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