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RESUMO

Investigou-se a prevaléncia da brucelose bovina nos rebanhos da microrregido da Serra de
Botucatu, Estado de S&o Paulo. Foram colhidos soros de bovinos pertencentes a 96 propriedades
totalizando 1.789 amostras. Os soros obtidos foram submetidos as provas de Soroaglutinagdo com
Antigeno Tamponado Acidificado (ATA), Soroaglutinagédo Lentaem Tubos (SAT), 2-Mercaptoetanol
(2-ME) e Reacao de Fixacado de Complemento (RFC). A prevaléncia de animais reagentes foi de
3,6%, ressalta-se que 42,7% dos rebanhos apresentavam pelo menos umanimal positivo. Aanalise
estatistica dos resultados obtidos caracterizou moderada concordancia da SAT com a RFC,
enquanto que a ATA e 2-ME apresentaram concordancia perfeita com a RFC.
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ABSTRACT

PREVALENCE OF BOVINE BRUCELLOSIS IN THE BOTUCATU MOUNTAINS MICRO-
REGION - COMPARATIVE STUDY OF THE RESULTS OF THE TECHNIQUES OF SLOW
AGGLUTINATION IN TUBES, 2-MERCAPTOETHANOL AND COMPLEMENT FIXATION. The
prevalence of bovine brucellosisinthe microregion of Botucatu was evaluated. Serafrom 1,789
bovine belonging to 96 herds were collected and submitted to Rose Bengal Plate Test (ATA),
Tube Aglutination Test (SAT), 2-Mercapthoetanol Test (2-ME) and Complement Fixation Test
(RFC). The regional prevalence was characterized as 3.6%, it must be emphasized that 42.7%
of herds had at least one positive animal. The statistical analysis of the obtained results
characterized moderate agreement of SAT with RFC, while the ATA and 2-ME presented perfect

agreement with RFC.
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INTRODUGAO

A brucelose bovina, enfermidade infecto-conta-
giosa de carater crénico e zoon6tico, caracteriza-se
nasfémeasporabortosentre o 7°e 9°meses de gestacao
seguidos de retenc¢do placentaria, placentite e metrite
(Rapostits et al., 1994; Meapbor & Dove, 1989), com
consequente diminuicdo na produtividade
(VasconceLLos et al., 1987). Os machos podem
apresentar higromas EacLesoME & GARciA1992),
orquite eepididimite unilateral ou bilateral, podendo
disseminar a doenca em programas de inseminagao
artificial (Rapostis et al., 1994), ndo se considerando,
noentanto, estas manifesta¢cbescomo patognoménicas

da enfermidade (NicoLerm, 1980). A infertilidade é
consequénciadalocalizagdo dabactérianostesticulos
(SmitH, 1993).

NoBrasil, é conhecida, desde 1922, tendo-se obtido
oisolamentodabactériaem fetosabortados no Estado
de S&o Paulo em 1930 (MeLo, 1950). Em 1977, um
levantamento nacional demonstrou a seguinte
prevaléncia animal para cada regido: norte 4,1%,
nordeste 2,5%, centro-oeste 6,8%, sudeste 7,5% e sul
4,0% (Poesteret al., 2002). A doenca foi relatada em
alguns municipios da Bahia, atingindo valores de
prevalénciaemtorno de 10% (Costaetal.,1971). CorreAa
et al. (1972) relataram 19% de vacas reativas para
brucelose no Estado de Sao Paulo e Ficueirepo (1985)
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referem um indice de prevaléncia em bovinos de
matadouro de 3,9% em Belo Horizonte.

Em S&o Paulo, Ferrosa et al. (1991) relataram uma
prevaléncia de bovinos positivos para brucelose,
testados nas provas de Soroaglutinacdo Rapida em
Placa, Soroaglutinacédo Lentaem Tubos (SAT), Card-
test e 2-Mercaptoetanol (2-ME) de 13,3%. Adicional-
mente, Savara et al. (1996) investigando a situacdo
sanitaria da brucelose na pecuéria leiteira da regido
de Pitangueiras, SP, nos anos de 1990, 1991, 1992 e
1993, observaram indices de prevaléncia de 6,2%,
13,8%,18,7%¢e 16,8%, respectivamente, nomunicipio.

No Estado do Rio Grande do Sul, como resultado
deumsucessivo programade vacinagdo,aprevaléncia
animal caiu de 2% em 1977 para 0,3% em 1986. Em
Santa Catarina, houve um aumento de 0,2% em 1977
para0,6% em 1996. Em Minas Gerais, 0 maior Estado
leiteiro do Brasil, a prevaléncia caiu de 7,6% em 1977
para 6,7% em 1980 (Poester et al., 2002).

Em 2000, no Brasil, foi langado pelo Ministério da
Agriculturae AbastecimentoumProgramaNacional de
Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT),quetemcomoobjetivodiminuiraprevaléncia
e aincidéncia destas enfermidades (BRASIL, 2001).

Desta forma, considerando a implantacdo do
PNCEBT, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar a prevaléncia da brucelose bovina, na
microrregido de Botucatu, Estado de Sdo Paulo.
Adicionalmente, o estudo objetivou correlacionar a
prevalénciadaenfermidadenorebanhocomapercen-
tagem de ocorréncia de abortamentos em rebanhos
positivoseavaliaraconcordéanciadasprovasde SAL,
2-ME e RFC.

MATERIAL E METODOS
Amostragem

O tamanho da amostra foi obtido a partir de um
intervalo de confianga 95% com uma prevaléncia
esperada para brucelose em torno de 5%. Tomou-se
como base para a amostragem um total de 252.481
bovinos distribuidos em 3.244 propriedades rurais
nos 11 municipios da microrregido da Serra de
Botucatu (dados cedidos pela Coordenadoria de
Defesa Animal — CATI /Botucatu, embasados na
campanha de vacinagdo contra febre aftosa, realizada
em novembro de 1998).

Selecdo das propriedades e animais

Foram selecionadas propriedades da Serra de
Botucatu. De posse dos dados das propriedades,
cedidos pelo Departamento de Defesa Agropecudria
— CATI de Botucatu, estas foram selecionadas, ao

acaso, atravésdesorteio, levando-seemconsideragao
alocalizacdo das propriedades de um mesmo muni-
cipio para que ndo houvesse proximidade entre elas.

Os animais foram selecionados de acordo com o
tamanho do rebanho. Em propriedades com namero
de animais superior a 15 cabecas, foi realizada a
escolha aleatéria. Em propriedades, com nimero de
animais inferior ou igual a 15, foram colhidas amos-
tras de todos os animais.

Colheita de material

A colheita de material foi iniciada no més de abril
de 1999, sendo finalizada em junho de 2000. Foram
colhidas, 1.789 amostras de soro sangtineo de bovinos
de 96 propriedades visitadas, nos 11 nos municipios
gue constituem a microrregido da serra de Botucatu
(Anhembi, Areidpolis, Bofete, Botucatu, Conchas,
Laranjal Paulista, Itatinga, Pardinho, Pereiras,
Pratania e Sdo Manuel).

Acolheitadomaterial foi realizada, apds assepsia
local,comalcooliodado. O sanguefoicolhidoatravés
devenopuncaojugular utilizando-se sistemaavacuo
estéril sem anticoagulante (Vacuttainer), comagulha
21G, retirando-se, aproximadamente, 10 mL de san-
gue por animal. Este material foi mantido em posicao
dedescanso por,nomaximo, 24 horas, paraaformacéao
docoéagulovisandoaobtengdodosoro. Apdsaretracao
docoaguloeliberacdodosoro,garantindo-seaauséncia
de hemdlise, as amostras foram identificadas e
aliquotadasem tubos tipo eppendorfO e conservadas
em freezer (-20° C), para posterior realizacdo das
provas soroldgicas.

Provas sorolégicas

Todas as 1.789 amostras colhidas foram subme-
tidas as provas de ATA (MAC MiLLan, 1990), SAT e
2-ME (AvLton et al., 1975) e RFC (Auton et al., 1976).

Osresultadosdo ATA, SAT e 2-ME foraminterpre-
tados conforme os critérios do PNCEBT BRASIL,
2001).ParaaRFC, foram consideradaspositivas quais-
quer reacdes de uma a quatro cruzes, a partir da
diluicdo 1:8; reagdes na dilui¢do 1:4, em qualquer
percentual de hemdlise, foram consideradas suspei-
tas,enquantoque nadiluicdo 1:2 foram consideradas
negativas; as amostras que apresentaram hemdlise
completa (100%), foram classificadas como negati-
vas; o resultado final foi dado de acordo com a ultima
diluicdo, em que se observou a sedimentagdo de
heméacias (ALton et al., 1976).

Inquérito epidemiolégico

Foi aplicado um questionario epidemioldgico em
todasas propriedadesque participaram deste estudo.
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Para a avaliacdo dos resultados, as propriedades
foram classificadas com base no nimero de animais
existentes em cada propriedade; dessa forma as que
apresentaram de 1 a 50 animais foram classificadas
como de pequeno porte (PPP), de 51 a 100 animais
como de médio porte (PMP) e as que apresentaram
acima de 100 animais como de grande porte (PGP).
Também foram classificadas como abertas as que
executavam com freqliéncia a compra e venda de
animais, oufechadas, asque, normalmente, trabalha-
vam com criae recria, sem entradaou saidafrequente
de animais.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi baseada no estudo da
concordanciaentre os métodos através do coeficiente
Kappa (K), com base em Mackinnon (2000). Para efeito
desta andlise, as amostras que resultaram suspeitas
foram consideradas negativas.

RESULTADOS

Houve 50 amostras positivas a SAT; destas, 45
(90%) foram positivas ao ATA, 29 (1,6%) foram posi-
tivasao 2-ME, 28 (56%) positivas e 3 (6%) suspeitas a
RFC. Quando comparada as provas de ATA, 2-ME e
RFC,aSAT apresentou respectivamente, 90,3%, 89,6%
e 89,3% de resultados concordantes positivos e nega-
tivos entre as provas. Os coeficientes Kappa foram,
respectivamente, 0,72; 0,48 e 0,46.

Em relacdo aos resultados da ATA 73 reagiram
positivos; destes, 66 (90,4%) foram positivos ao 2-ME,
61 (83,6%) positivos e 5 (6,8%) suspeitosa RFC. Quando
comparadaasprovasde2-MEeRFC,aATAapresentou,
respectivamente, 99,6% e 97,3% de resultados concor-
dantes. OscoeficientesKappaforam,respectivamente,
0,94 ¢ 0,86.

Do total de amostras avaliadas, 149 foram
inconclusivasno2-ME, destas, 18(12,1%) e 131 (87,9%)
resultaram, respectivamente, suspeitas e negativas a
RFC.

Das amostras positivas ao 2-ME, 64 (97%) resulta-
ram positivas, uma(1,5%) suspeitae uma(1,5%) nega-
tivaaRFC. Foi observado 97,8% de resultados concor-
dantes positivos e negativos entre os 2 testes. A avali-
acdo estatistica demonstrou K = 0,96 caracterizando
uma perfeita concordancia entre estas duas provas.

A faixa etdria compreendeu apenas animais
acimadapuberdade, sendoem suamaioriavacasem
produgdo (72%), com idade média de 5 anos. Foram
avaliados 26 (1,4%) machos.

Das 96 propriedades avaliadas 8 (8,3%) eram
PGP,12(12,5%)PMPe76(79,2%)eram PPP.Dos1.789
animaisutilizados, 1.720(96,08%) eram destinados a

exploracdo leiteira. Foi geralmente observado o regi-
me de semi-confinamento (96,9%), apenas 3 (3,1%)
propriedadescriavamosanimaisemregime extensivo.

Das 96 propriedades estudadas, apenas 8 (8,3%)
adquiriam animais em leildo, uma (1,0%) permutava
com vizinhos e as 87 (90,6%) restantes trabalhavam
no regime de cria e recria de animais. Nove (9,4%)
eram abertas (trabalhavam com compra e venda de
animais), enquanto que 87 (90,6%) eram fechadas.
Das propriedades abertas, 14 (66,7%) apresentaram
animais positivosemseusrebanhoseapenas3(3,1%)
exigiam a apresentacdo do atestado de brucelose
antesdaaquisicdodosanimais. Das 75 propriedades
fechadas, em 27 (36,0%) foi observada a presenca de
animais positivos.

A atencdo profilatica em 100% das propriedades
foi direcionada a febre aftosa. Quando questionados
sobre a vacinagao contra brucelose bovina, somente
2,1% a executaram mesmo fora da idade ideal.

Foi observada a ocorréncia de aborto, no terco
médio de gestacdo, em 8 (8,3%) das propriedades.
Cem por cento das propriedades jatinham o conheci-
mento da doenca, entretanto 87 (90,6%) nao davam
importancia ao aspecto zoonético da enfermidade.

Foram observados animais positivos em 41
propriedades, caracterizando 42,7% de rebanhos
infectados com prevaléncia intra-rebanho, com base
na RFC variando de 2,1% a 26,3%.

Aprevalénciadabrucelose bovinanamicrorregiao
daserradeBotucatu, noperiodode 199942000, foide
3,7% e 3,6 % se considerarmos, respectivamente, a
positividade no 2-ME e RFC.

DISCUSSAO

Quando comparada as provas de ATA, 2-ME e
RFC,aSAT apresentou, respectivamente, 90,3%, 89,6%
e 88,4% deresultados concordantes. Estes resultados
foram semelhantes aos encontrados por Acton et al.
(1975), Campero et al. (1990), Morean (1969) e NicoLeTTi
(1969).

Foram observados 97,3% de resultados concor-
dantes entre ATA e RFC, similares aos encontrados
por BercovicHet al. (1998), que afirmam ter encontrado
resultados semelhantes entre a RFC e ATA. Em
contrapartida, das 1.716 amostras negativasao ATA,
30(1,7%) e 6 (0,3%) foram, respectivamente, suspeitas
e positivas a RFC. Este fato justifica-se pelo menor
limiar de detec¢cdo da RFC em relagdo ao ATA (ALtoN
etal., 1975; NicoLetT, 1969), e é reforcado por SzuLowski
etal. (1996)queafirmaramasuperior sensibilidade da
RFC, quando comparadaa ATA, pois, ao testarem 87
sorossuinossuspeitos parabrucelose,observaram81l
(93,1%) positivos a RFC, enquanto que 78 (89,6%)
foram positivos a ATA.
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ABpeLRAHIM et al. (1990), avaliando a prevaléncia
da brucelose bovina por 2 anos consecutivos, referi-
ramaRFC como o método diagndstico mais confidvel
daenfermidadeeoindicaramcomoteste confirmatério
pararesultados positivos a ATA. A afirmacao destes
autores € corroborada pelo elevado percentual de
resultados negativosaRFC obtidosem sorosconside-
rados positivos ao ATA e inconclusivos ao 2-ME
observados neste experimento.

O presente estudo esta de acordo com Mecipet al.
(2000) e BrasiL(2001) quando preconizam a utilizagdo
do ATA como teste de triagem para rebanhos,
complementado pelo 2-ME e concordam com JAcQUEs
et al. (1998) que se referem ao ATA como teste de
triagem em rebanhos que necessita de um teste
soroldgico complementar mais sensivel e mais espe-
cifico, o que é confirmado por Uza et al. (1996), Saravi
et al. (1995), Jacqueset al. (1998), NicoLett (1969) e Mac
MiLan (1990), que consideram a FC como o mais
sensivel e 0 mais especifico dos testes.

Aanalise estatisticados resultados obtidos carac-
terizou moderada concordancia da SAT com a RFC,
enquanto que a ATA e 2-ME apresentaram concor-
dancia perfeita com a RFC.

A prevaléncia de 3,7 e 3,6% obtidas, respectiva-
mente, com 0 2-ME e RFC sdo discrepantes ao encon-
trado por Femosaet al. (1991), que relataram 63,4% de
animais positivos ao 2-ME, no Estado de Sdo Paulo,
em 10 anos de levantamento, porém podem ser justi-
ficados pelo delineamento experimental eamostragem
diferentes.

Neste trabalho, observou-se uma concordancia
entreo2-MEeaRFC de 97,0%, revelandosimilaridade
de especificidade do 2-ME com a RFC de acordo com
Carrascoet al. (1995), MariRo et al. (1991), NicoLeTTi et
al. (1969), porém, discordando de AniAL BeLLo et al.
(1976) e Saravi et al. (1995) que afirmaram ter encon-
trado maior sensibilidade e especificidade do 2-ME
frente a RFC em animais néo vacinados.

Os resultados demonstraram uma elevada con-
cordanciado 2-ME comparativamenteaRFC. Aprova
de 2-ME é considerada como um dos métodos diag-
nosticos mais especificos para brucelose bovina
(MariRioet al., 1991; NicoLerT, 1969; Saravi et al., 1995;
UzaL et al., 1996).

Neste estudo, a prevaléncia da brucelose bovina,
obtida na prova de RFC, foi de 3,7%, percentual bas-
tante inferior ao encontrado por MoLnARr et al. (2000)
que avaliando a ocorréncia da brucelose bovina no
Estadodo Pardem 3.338amostras de sorosanguiineo,
provenientes de 13 rebanhos encontraram 11,29% de
animais positivos.

Adicionalmente, este trabalho esta de acordo com
os dados de notificagBes oficiais que indicam uma
prevaléncia de animais soropositivos entre 4 e 5% no
periodo de 1989 a 1998 (Brasi, 2001), uma vez que a

prevaléncia da enfermidade com base na RFC foi de
3,6%.

Emboraaprevalénciadabrucelose tenhasituado-se
em 3,7%, com base na RFC, 42,7% das propriedades
avaliadas apresentaram, pelo menos, um animal
positivo em seus rebanhos, caracterizando elevado
percentual derebanhosinfectadosnaregidoestudada.

Os proprietarios demonstraram total desinfor-
macdo quanto a importancia e a idade da vacinacédo
e arealizavam na época do desmame, independente-
mente, da idade em que o desmame era realizado.
Umavez que aidade de desmame variou de 10 meses
a1l ano e 6 meses, observou-se a aplicacdo de forma
inadequada da vacinagao, considerando-se que a
idade méximaindicada paraimunizacdo dosanimais
€ 8 meses de idade (NicoLerTi, 1990).

Opercentual de proprietariosconscientesdaneces-
sidade de vacinagdo observado neste trabalho foi
bastantereduzido,aspectoquefavoreceadisseminacao
daenfermidade, umavez que o nivel vacinal diminui
asusceptibilidade em funcéo da reduc¢do do nUmero
de animais infectados e, conseqguentemente, na
prevaléncia intra-rebanho (NieLsen et al., 1990). Este
aspecto reforca as normas oficiais do PNCEBT, em
que a primeira medida, objetivando o controle da
enfermidade é avacinacéo do rebanho bovino (BrasiL,
2001).

O maior percentual (66,7%) de rebanhos
infectados foi observado em propriedades que reali-
zavam a compra e venda frequiente de animais, con-
sideradas propriedades abertas e este alto indice
esta, diretamente, relacionado com o desconheci-
mento dos proprietarios, no momento da aquisicdo
de animais, relativo a exigéncia do atestado de
brucelose, aspecto que possibilita a disseminacdo
da enfermidade intra-rebanhos e inter-rebanhos.
NieLsen et al. (1990) consideram que os fatores que
influenciam a transmisséo inter-rebanhos envol-
vemareposi¢cdo deanimais, afreqiiénciaeorigemda
compra, a proximidade com rebanhos infectados e,
ainda, o transporte de materiais infectados por aves
eanimaisque se alimentam de matériaem decompo-
si¢do, reforcando osdados obtidos neste experimento,
relacionados a auséncia de destino adequado dos
fetosabortados acampo, possibilitando o transporte
por aves com consequente contaminagdo de reba-
nhos vizinhos.

A maior positividade em rebanhos abertos foi
evidenciada neste estudo concordante com NieLsen et
al. (1990)

Embora os proprietarios tivessem conhecimento
da enfermidade, foi observada auséncia de medidas
de profilaxia especificas e inespecificas contra a
brucelose bovina. Adicionalmente,emborasoubessem
do carater zoono6tico, demonstraram descrenca na
possibilidade de adquirirem a doencga. As condi¢fes
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higiénicas da maioria das propriedades favoreciam,
ndosomente adisseminacao dabrucelose, comotam-
bém de outras enfermidades.

CONCLUSOES

a) A ATA apresentou perfeita concordanciacom o 2-
ME e a RFC, justificando sua utilizagcdo como método
de triagem.

b) A provade 2-ME apresentou concordanciaperfeita
comaRFC, reforcando asuarealizagdo como método
complementar.

c) A regido possui elevado percentual de rebanhos
infectados, caracterizado principalmente por pequenas
propriedades.

d) A prevaléncia microrregional de brucelose bovina
na Serra de Botucatu é de 3,7%.
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