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RESUMO

A brucelose é uma importante zoonose, causada pela bactéria brucella abortus, disseminada em todo
mundo que acomete bovinos e bubalinos provocando sérios prejuizos econdmicos decorrentes de
desordens reprodutivas e reducdo na producdo de carne e leite. Os fatores de risco para a
enfermidade variam com a regido e relacionam-se com a movimentacdo dos animais € manejo
inadequados. Foi realizado um estado transversal para andlise de fatores associados a brucelose em
trés municipios de estado do Maranhao, Brasil, utilizando um modelo de regressao logistica seguido
e andlise de curva ROC. A coleta de sangue foi realizada em propriedades rurais e abatedouros da
regido. Para diagnéstico sorolégico foi empregado teste de Antigeno acidificado tamponado. Os
resultados mostram que 5,1% dos animais e 31,25 % dos rebanhos estavam infectados por Brucella
Abortus. Os fatores de risco associados a brucelose foram: aquisi¢do de animais (RC=3,3); histérico
de aborto (RC=3,1) e tamanho do rebanho maior que 60 cabecas (RC=3,0). O modelo final
apresentou um bom ajuste (drea sob curva = 0,731, CI 0,627 -0,834) na previsdo de casos de

bruceloses bovina na populacao.



ABSTRACT
Brucellosis is an important zoonosis, caused by the bacterium brucella abortus, widespread in the
world that affects cattle and buffaloes, causing serious economic losses due to reproductive
disorders and reduced meat and milk production. Risk factors for the disease vary with the region
and are related to the movement of animals and inadequate handling. A cross-sectional state was
performed to analyze factors associated with brucellosis in three municipalities in the state of
Maranhio, Brazil, using a logistic regression model followed and ROC curve analysis. Blood was
collected from farms and slaughterhouses in the region. For serological diagnosis, a buffered
acidified Antigen test was used. The results show that 5.1% of the animals and 31.25% of the herds
were infected with Brucella Abortus. The risk factors associated with brucellosis were: acquisition
of animals (RC = 3.3); history of abortion (RC = 3.1) and herd size greater than 60 heads (RC = 3.0).
The final model showed a good fit (area under curve = 0.731, CI 0.627 -0.834) in the forecast of

cases of bovine brucellosis in the population
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GLOSSARIO
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Epidemiologia analitica - andlise de observagdes usando procedimentos estatisticos e de
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Fator de risco — varidvel que pode estar associada a um desfecho.

Graus de liberdade - nimero de desvios que estdo "livres" para variar, considerando que se conhece
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Modelo estatistico € a formula¢do matematica da relagdo entre variaveis.
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verdadeira.

Observacional estudo em que o investigador apenas mensura e observa os fendmenos sem intervir
no seu curso natural

Parametro estatistico - caracteristica numérica de um modelo como p.ex. média, desvio padrao.

Prevaléncia - probabilidade de ter a doenca no momento, independentemente da dura¢ao do tempo
em que a doenca € transmitida. Nimero de doentes (antigos € novos) em uma populacdo em um
determinado momento.

Prozona - efeito causado pela auséncia de aglutinacao em altas concentracdes de anticorpos devida
ao excesso de anticorpos resultando em complexos muito pequenos.

p-Valor probabilidade de se obter uma amostra tal qual a que foi obtida, quando a hipdtese da
nulidade € verdadeira.

Risco — probabilidade de ocorrer um desfecho em um determinado periodo de tempo

Sensibilidade - propor¢ao de verdadeiros positivos detectados por um método.

Tabelas de contingéncia - tabelas cujas linhas representam resultados e as colunas representa os
grupos . Cada uma das quatro células contem a frequéncia de individuos que apresenta o resultado
e pertencam a um determinado grupo.

Teste de independéncia - uma das aplicagdes do teste do y 2 para testar a hipétese de que duas
varidveis nominais sao independentes ou seja nao interagem mutualmente.

Varidvel — observacdo contendo potenciais incertezas devido a variabilidade natural, erros ou vieses.
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1 INTRODUCAO

A brucelose € uma antropozoonose de distribui¢do mundial e de notificacdo obrigatéria
4 Organizagdo Mundial de Satdde animal — OIE. E caracterizada por apresentar evoluc¢io cronica
causando prejuizos econdmicos vultosos. Nos bovinos e bubalinos, tem como agente etioldgico a
bactéria Brucella. Abortus.

Segundo Cardenas (2018) apenas 30 paises sdo considerados livres de brucelose bovina
em 156 filiados a OIE. Destes, 04 estdo na Africa, 02 na América, n a Asia, 04 na Ocedniae 17 na
Europa. A maioria dos paises endémicos carecem de informacdo sobre a prevaléncia, distribui¢ao
geografica e fatores de risco envolvidos na transmissao da brucelose e enfrentam problemas de
saide publica. A renda percapta esta associada a maiores prevaléncias. (McDERMOTT, 2002).

O controle da brucelose € desafiador devido a complexidade dos fatores de risco ligados
ao manejo do rebanho. A movimentacdo € o contato com outros animais em pastagens comuns ou
em fontes de dgua constituem um risco importante para a transmissao. Além disto, outros fatores,
como higiene precdria da propriedade, troca de animais infectados e contato com a vida silvestre
também podem contribuir. (McDERMOTT & ARIMI, 2002).

No Brasil a luta contra a brucelose € coordenada pelo Ministério de Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento- MAPA, que criou em 2001, o programa nacional de combate e
erradicacdo de brucelose e tuberculose- PNCEBT que adota estratégia tinica de combate a brucelose
em todo territrio brasileiro, exceto no Estado de Santa Catarina para se adequar aos organismos
internacionais, mas, segundo Poester (2009), € flexivel o bastante para se acomodar aos
heterogéneos estados da federacao.

Os avangos obtidos no campo do diagndsticos e das vacinas contra brucelose bovina
foram significantes, porém, os impactos que a enfermidade ainda provoca na sadde publica, na
produtividade pecudria e na conservagdo da vida selvagem torna vital a realizacdo de pesquisas no
campo de epidemiologia da doenca. (PLUMB, 2013). Segundo Gaurino et. al.. (2001) o sistema de
criagdo extensivo, as condi¢cdes ambientais das propriedades e a crenca equivocada de que os
bubalinos sdo imunes a doencas que acometem bovinos dificultam o controle da brucelose em
bufalos.

O ponto de partida para a andlise de problemas de doencas em populacdes, segundo
Afonso (2010), depende de uma caracterizagdo epidemioldgica bem definida da enfermidade a
pesquisar-se. Mas, para Poester (2009) a situacdo epidemioldgica da brucelose no Brasil ndo estd

adequadamente elucidada e esse conhecimento € necessdrio para escolha de melhores estratégias e



para o acompanhamento do programa visando possiveis correcdes para se evitar desperdicios de
tempo e recursos.

Os prejuizos econdmicos e 0s riscos sanitdrios que acarreta aos criadores e populagcao
torna urgente a busca por conhecimento sobre condi¢des ambientais e de manejo envolvidas no
processo de disseminagdo de doengas especialmente da brucelose em regides de reduzido indice de
desenvolvimento humano - IDH, como o Maranhao.

Esta pesquisa se propde a utilizar um modelo matematico de regressao logistica para
verificar fatores que podem estar associada a ocorréncia brucelose bovina em trés municipios do
pantanal maranhense. O modelo foi submetido ao teste da curva ROC para verificar sua acuraria na
previsao de focos de brucelose em bovinos e bubalinos.

Necessidade urgente de conhecer esses possiveis fatores que podem estar associados a
brucelose nos rebanhos submetidos as condi¢des ambientais encontrados na baixada maranhense
(4reas sujeitas a inundagdes periddicas e estiagem, habito de mudancga periddicas de pastos, baixo
nivel de vacinacido e de realizagdo de exames e reduzida assisténcia profissional veterindria) e
propor medidas estratégicas mais adequadas ao combate, controle e erradicacdo da bacteriose na
regido sao as justificativas para realiza¢do desta pesquisa.

Este texto estd divido em quatro partes: a primeira parte € a revisdo bibliogrifica que
contém as principais caracteristicas da brucelose, em seguida a Metodologia que descreve como a
pesquisa foi delineada e realizada; na terceira parte, encontram-se os resultados e a discussdo dos
dados obtidos e analisados com foco nos objetivos da pesquisa e, por ultimo, com a conclusdo

sobre a pesquisa.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1  IMPORTANCIA

A brucelose acarreta prejuizos econdmicos vultosos. Sendo uma zoonose disseminada
em todos mundo, mais de 500.000 novos casos de brucelose humana notificados por ano (PLUMB,
2013). Santos et al. (2013) estimaram os prejuizos anuais atribuidos a brucelose bovina no Brasil
em 448 milhdes, elevando em R$ 155 milhdes o custo da doenca a cada 1% de aumento na taxa de
prevaléncia de brucelose.

As perdas diretas provocadas pela brucelose bovina sdo decorrentes de abortamentos,
baixos indices reprodutivos, aumento do intervalo entre partos, diminuicdo da produgdo de carne e
de leite, morte de bezerros e interrup¢do de linhagens genéticas.

Estimativas mostram que a infec¢do € responsdvel pela diminui¢do de 20 a 25% da
producao de leite, 10 a 15% da produgdo de carne, 15% de perda de bezerros em decorréncia de

abortamentos, aumento de 30% da taxa de reposi¢ao de animais e aumento do intervalo entre partos



de 11,5 para 20 meses. Mostram ainda que, a cada cinco vacas infectadas, uma aborda ou se torna

permanentemente estéril (ACHA e SZYFRES, 2001).

2.2 ETIOLOGIA

A brucelose bovina € causada principalmente pela Brucella abortus, sendo o biétipo 1 o
responsavel por cerca de 85 % da infeccdo em bovinos. Menos frequentemente, a doengas tem
associacdo com B. militensis e raramente com B. Suis (ACHA & SZYFRES, 2011)

Segundo a OIE (2018) o género Brucella pertence a familia brucellacea, a ordem
Rhizobiales e a classe alphaproteobacteria, e compreende 6 espécies com suas biovariedades
reconhecidas: B. Abortus (1,2, 3,4,5, 6 ¢9), B. militensis (biovares 1, 2,3), B. suis (bvl, 2 e 3), B.
neotomae; B. Ovis e B. Canis.

O género Brucella tem forma de bacilos curtos que medem de 0,5 a 1,5 micrometros de
comprimento por 0,5 a 0,7 micrometro de largura. Aparecem isolados, aos pares ou grupos
pequenos. Bactéria imdvel, ndo produz esporos ou flagelos. Sao gran negativos corando-se de roxo
por método Zeihl Neelsen. As brucelas possuem lipopolissacarideos (LPS) em suas membranas
externas com trés partes: um glicofosfolipidio chamado lipidio A, um oligossacarideo central e, na
porcdo terminal, uma cadeia O, presente somente em brucelas lisas (CORBEL, 1997).

A cadeia O é o imunodominante da bactéria responsdvel pela resposta humoral nas
infec¢Oes naturais ou frente a vacina B19. Esta cadeia também estd relacionada com aderéncia da
bactéria as células do hospedeiro e pode permanecer viva dentro do fagdcito protegidas da acdo dos
anticorpos e complemento possibilitando sua viabilidade intracelular (PAULIN, 2003).

A brucela sobrevive bem em condi¢des naturais principalmente em ambientes imidos
ou ao abrigo de luz solar direta, PH neutro ou na presenca de matéria organica. Sdo bastante
sensiveis aos desinfetantes, a dessecacdo e a luz direta. Morrem com pasteurizacdo ou fervura

simples (CORREA E CORREA, 1992).

2.3  PATOGENIA

A principal via de entrada da bactéria em bovinos € a digestiva. A infec¢do pode ocorrer
também, na monta natural e na inseminacao artificial ou por via conjuntiva ocular e pele lesionada
(ACHA & SZYFRE, 2001).

Apoés a infeccdo ocorre desenvolvimento nos tecidos ricos em células do sistema
mononuclear fagocitario como baco, figado e linfonodos. O agente etiologico tem afinidade
especial com o ttero gravidico, tecidos mamarios e osteo- articulares e 6rgao reprodutor masculino.
Em seguida, as bactérias migram para os linfonodos onde sdo fagocitadas principalmente por
macro6fagos, onde podem permanecer por meses. Multiplicam-se nestas células, em seguida migram

para a corrente sanguinea. ApOds esse estagio, alojam-se nos tecidos do baco, figado e linfonodos e



especialmente naqueles onde encontra as substincias que estimulam a sua multiplicacao: produtos
de degradacao do eritrol, hormonios esteroides (como a prostaglandina F2a, estradiol 17f) e outros
progestagenos (QUINN et al., 1994 apud PAULIN, 2008)

A disponibilidade de eritrol cresce, com a evolu¢do da gestac@o até os cinco meses de
prenhez. As brucelas metabolizam a eritrose, um agucar resultante do desdobramento da eritrulose,
um subproduto da eritritol. A quebra da eritrulose em eritrose e feita pela enzima da d-eritrulose-1-
fosfato-de-hidrogenase (d-ery) produzida pelas brucelas, exceto a estirpe B19 (SAMARTINO et
al.,1996).

A replicagdo, no endométrio e na placenta fetal, resulta na liberagdo de endotoxina e
consequente lesdo placentdria caracterizada por placentite necrética, responsavel pela ocorréncia de
abortos. A lesdo intrauterina progride lentamente podendo ocorrer um intervalo de meses entre a
infeccdo e o aborto ou nascimento normal (POESTER et al., 2013).

Samartine (1995) sugere que tecidos placentdrios gestacionais intermedidrios e tardios
facilitam o crescimento de B. Abortus e podem refletir a base para a suscetibilidade in vivo
frequentemente documentada da infeccdo gestacional tardia da placenta. Diferencas na capacidade
replicativa das bactérias no tecido placentdrio gestacional precoce e tardio podem ser devidas as
condi¢des metabdlicas alteradas do ambiente placentério, 2 medida que a gestacdo avanga

A multiplicacdo da B. Abortus nos tecidos uterinos provoca uma inflamacdo dos
placetomas que evolui para necrose, lise das vilosidades e subsequente deslocamento do cotilédone
e da carincula. Nas evolugdes agudas, tem como consequéncia o aborto. Quando menor for a
necrose maior é a deposicdo de fibrina entre as vilosidades e mais tardio serd o abortamento. O
excesso de deposicdo de fibrina leva a retencdo de placenta. As alteragdes circulatérias materno
fetal comprometem a respiracdo e alimentacdo do feto levando ao Obito. Fetos macerados ou
mumificados sao mais comum em biifalas (ACHA & SZYFRES, 2001).

Duas semanas apds a expulsdo fetal quando o utero entra em diestro as brucelas
migram para a glandula mamaria e linfonodos supramamdrios. Este quadro poderd causar
complicacdes como metrite ou endometrite cronicas com sub-infertilidade ou esterilidade,
geralmente com secrecdo vaginal. A brucela passa a ser eliminada pelas fémeas infectadas através
dos produtos do abortamento e pela secrecdo vaginal durante todo o puerpério, contaminando o
ambiente. A elimina¢do do microrganismo pelo leite pode persistir durante meses (ACHA &

SZYFRES, 2001).

2.4  TRANSMISSAO

Segundo Acha & Szifres (2001) trés elementos concorrem para difusdo da brucelose

bovina: (i) caracteristica do agente (biotipo e viruléncia); (ii) condi¢cdes do hospedeiro (estado



imunitdrio e reprodutivo, idade, resisténcia individual e sexo) e (iii) ambiente. Esses elementos se
traduzem em movimentacdo de animais entre rebanhos infectados e livres; proximidade com
rebanho infectado; presenga de dreas com acumulo de 4gua; nivel de vacinacdo do rebanho,
tamanho (rebanhos maiores apresentam maior movimentagdo e maiores problemas sanitdrios);
densidade (4reas com maior densidade apresentam maior intensidade de contatos entre 0s animais),
pratica de manejo intensivas como inseminagao artificial e auséncia de piquetes de pari¢ao.

A entrada do agente nas criacdes ocorre, principalmente, através de fémeas infectadas
com ou sem histérico anterior de abortamento (BEER, 1988). A principal fonte de infecdo para
bovinos, segundo Juffo (2010), € o ambiente contaminado com membranas, fluidos fetais, restos
placentdrios e descargas vaginais eliminadas apos aborto ou parto por de fémeas infectadas. Santos
et al. (2007) apontam os aerossdis como potencial meio de infec¢ao

Marques e Cardoso afirmam que a higiene precdria da propriedade, a troca de animais
infectados e o contato com animais silvestres também podem contribuir para disseminacido da
bactéria. O isolamento dos animais, remocdo dos produtos infectados, eliminacdo da matéria
organica, desinfecc¢io do local de abortamento, secagem de ambientes umidos e o vazio sanitario de,
no minimo, dois meses, sdo praticas suficientes para evitar a transmissdo da brucelose (USDA,
2000).

Existe grande variagdo entre os sistemas de criacdo de gado, desde os sistemas
intensivos (confinamento total) de gado leiteiro até a pecudria extensiva de pastagem de espécies
mistas com baixas concentragdes de animais. O sistema de producdo (intensivo e extensivo),

segundo a FOA (2003) afeta a taxa de dissemina¢do da infeccao dentro e entre rebanhos.

2.5  SINAIS CLINICOS NOS ANIMAIS

A brucelose é, geralmente, assintomatica em animais jovens e fémeas ndo gestantes,
porém em fémeas bovinas prenhes apresentam placentites que pode causar o aborto entre o quinto e
nono més de gestacdo. Mesmo na auséncia de aborto, liquidos fetais e secrecdes vaginais sao
intensamente contaminados pelo microrganismo. A glandula mamdria e ganglios relacionados,
assim como o leite podem estd infectados. Os bovinos machos podem desenvolver
orquites/epididimites. Causa infertilidade em ambos os sexos (OIE, 2018).

Para Bercovick (1998) quando o animal infectado aborta ou pare, a excrecao de brucelas
pode continuar por até 15 dias, quando as membranas fetais sdo totalmente expulsas. A fémea pode
tornar-se portadora e eliminar a brucela intermitentemente. Segundo Ficht (2003) isso ocorre
porque o micro-organismo sobrevive nas glandulas mamarias e ganglios linfaticos dos ruminantes,
realizando atividade metabdlica em ambiente intracelular.

Além do abortamento no ter¢o final da gestacdo podem ocorrer outros quadros clinicos

como febre, anorexia, apatia, secre¢do vaginal, infertilidade, repeticdo de cios, reducio na producao



de leite, mastite subclinica, eleva¢do do numero de células somaticas no leite (FIGUEREDO et al,
2015). Inflamagdes articulares e bursites tém baixa frequéncia, mesmo em rebanhos com altas
prevaléncias da doenga e sdo comuns a outras causas. Vdrios trabalhos objetivaram estabelecer
relacdo entre bursite e deteccdo direta ou indireta de Brucella sp em bovinos com essa lesdao
(VIANA, 2010; SOUSA, 2016). Para McDermott (2012) artrites e higromas resultam de infec¢des
de longa duracdo e podem ser um indicador util da brucelose no rebanho.

A percentagem de aborto na primeira gestacao de novilhas brucélicas nao vacinadas é
de aproximadamente 65 a 70%; ja na segunda gestacdo cai para 15 a 20%; apds duas gestacdes
dificilmente acontece o aborto. (ACHA & SZYFRES, 2001). Todos os casos de aborto ou orquite
em bovinos devem ser considerados suspeitos devendo ser investigados de acordo com os
antecedentes do rebanho. O quadro ndo é patognomodnico e o diagndstico se faz por isolamento e
identificacdo da Brucella ou através de teste soroldgicos. Os sinais clinicos de brucelose nos biifalo
doméstico (B. bubalis) e no bufalo africano (Syncerus caffer) sdo similares aos dos bovinos, ovinos

e caprinos (OIE, 2018)

2.6 BRUCELOSE EM HUMANOS
2.7

Os maiores riscos para a transmissdo da brucelose a populagdo humana € a ingestdo de
leite cru e derivados contaminados, o contato direto com animais infectados, fetos e membranas
fetais, sangue e outros tecidos contendo o agente. A identificacdo de casos de brucelose humana
fornece informacdes epidemioldgicas que justificam o desenvolvimento de um programa de
controle de brucelose em animais (FRANCO, 2007).

Doenca de cardter ocupacional que acomete médicos veterindrios, vaqueiros, peoes,
magarefes, agentes de inspecdo e laboratoristas, principalmente por acidentes no manuseio e
aplicagdo da vacina viva da B. Abortus cepa B19 (ALMEIDA et al., 2000). Realizacdo de
treinamentos continuos, testes diagndsticos e terapéutica favorecem a resposta a brucelose e
melhora o resultado do tratamento. Pode ser confundida com outras doengas infecciosas como
malaria e febre tifoide (SCHELLING, 2013)..

Radostits et al., (2002) informam que o principal fator de risco para brucelose humana é
a ocorréncia primdria da doenca nos animais, especialmente, bovinos. A infec¢do estd associada ao
manejo de rebanhos de risco como os leiteiros e aqueles com constantes renovagdes do plantel. O
MAPA (2004) alerta que o risco de transmissdo do agente de animais para pessoas € potencializado
pela inobservancia de normas adequadas no manejo sanitario do rebanho.

O sintoma mais comum nas pessoas € a osteoporose, ocorrendo em 20% a 60% dos
casos. A infeccdo por brucela no ser humano pode afetar os sistemas musculo-esquelético,

cardiovascular e nervoso central. Este tltimo quadro chamado de neuro-brucelose é o mais grave da



enfermidade. Apds a infeccdo, somente o diagndstico precoce e a antibioterapia adequada podem
prevenir sequelas graves. A mortalidade, que € baixa, resulta, geralmente, de miocardite provocada
pela bactéria (PLUMB, 2013).

As perdas econdmicas causadas pela doenga em humanos sdo consequéncias do custo
do tratamento hospitalar, do custo dos medicamentos e da perda de trabalho ou renda.

Portanto, a infeccdo da brucela ocorre por via oral, respiratdria e conjuntival. A ingestdao
de produtos lacteos crus € o principal risco para a populacdo de dreas endémicas. Possui elevado
risco ocupacional, acometendo principalmente veterindrios e outros trabalhadores envolvidos com

animais e seus produtos que devem sempre adotar medidas de precaugdo para prevenir a infecao.

2.8  DIAGNOSTICO DIRETO

Nenhuma prova, isoladamente, permite identificar definitivamente a B. Abortus que
deve se basear numa combinacdo de métodos soroldgicos, bacteriologicos e moleculares. O
isolamento da brucela € lento, caro e pouco sensivel, porém deve realizar-se sempre que possivel.
(OMS, 1986). Para o diagnéstico da infecc¢do por cultivo as amostras mais adequadas sdo secrecdes
vaginais, fetos abortados (membranas, conteddo géastrico, baco e pulmdes), leite, s€men, liquido
sinovial (nas artrites), Utero (préximo ao parto), uberes, baco e ganglios linféaticos (cervicais,
mamadrios e genitais) (OIE, 2018)

O método de PCR incluindo o qPCR (PCR qualitativo ou em tempo real) pode detectar
e identificar a brucella permitindo a diferenciacdo entre espécies e algumas biovariedades incluindo
identificacdo de cepas vacinais de B. Abortus b19, B. Abortus Rb51 e Brucela militensis revl. (OIE,
2018)

2.9 DIAGNOSTICO INDIRETO
2.10

Testes oficiais estabelecidos pelo programa nacional de controle e erradicacdo da
brucelose e tuberculose — PNCEBT — do Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento -
MAPA para diagnéstico da brucelose bovina e bubalina sdo: antigeno acidificado tamponado - AAT,
2-mercapto-etanol —2ME, polarizacdo fluorescente -FPA, fixa¢do de complemento-FC e teste do
anel do leite-TAL (BRASIL, 2006)

Os testes soroldgicos ndo diferenciam as espécies de Brucella pois nao podem
identificar as espécies que induziram a produgdo anticorpos. Segundo Plumb (2013) somente o
isolamento da Brucella ou deteccdo de seu DNA pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR),

permite a identificagdo da cepa infectante



Segundo Paulin (2008) os critérios de escolha dos testes sorolégicos de programas
oficiais de combate a brucelose sdo: custo, praticidade de execucdo e situacdo epidemioldgica da
doenca na regido. O autor chama atengcdo para importancia dos resultados destes testes. Um
diagnodstico falso positivo significa sacrificio do animal sadio, um falso negativo, representa
manutenc¢do de fontes de infec¢ao na propriedade.

Para Nielsen (1990) os melhores testes soroldgicos para o sorodiagndstico da brucelose
baseiam-se na deteccao de anticorpos anti IgGl, o mais prevalente em animais naturalmente
infectados. Os testes imunes enzimaticos, ELISA indireta e ELISA competitivo, e Fixacdo de
Complemento sdo os que apresentam menor limiar de detec¢do para esse grupo de anticorpos. O
diagnéstico clinico da brucelose bovina em matadouro ndo € seguro pois os sinais e lesdes sdo

pouco frequentes e dificeis de detectar nos exames ante e pés-morte (VIANA, 2010; SOUSA, 2016).

2.11 TESTE DE ANTIGENO ACIDIFICADO TAMPONADO
2.12

O teste de Antigeno acidificado tamponado AAT funciona, segundo Wright & Nielsen
(1990) devido a menor atividade da IgG; bovina em PH neutro, mudando seu comportamento
bioquimico em meio dcido. Desse modo, o PH 3,65 (mais ou menos 0,5) eleva a capacidade de
aglutinacdo da IgG; , reduz a atividade da IgM e destréi aglutininas inespecificas.

O AAT € um teste muito sensivel especialmente para a detec¢io de anticorpos induzidos
por vacina. Podem produzir resultados falsos negativos devido ao fendmeno prosona, que pode ser
contornado através de dilui¢io do soro. E um teste sorolégico rdpido, barato, de simples execugio e
possui Otima sensibilidade e especificidade sendo classificado pela OIE (2018) como a melhor

alternativa para o diagndstico em massa.

2.13 TESTE DE 2-MERCAPTO ETANOL
2.14

Este teste detecta tanto IgGl quanto IgG2. O teste tem boa sensibilidade e
especificidade relativa para bovinos e bubalinos (NIELSEN, 1990) e elevada concordincia em
relacdo ao FC — valores Kappa entre 91,9% e 88,5 (PAULIN, 1992). Como desvantagens do ME
aponta-se o tempo de realiza¢ao 48h, grandes volumes de reagentes e vidraria e toxidez de um dos
reagentes.

O teste de 2ME deve ser executado segundo Bercovich (1998) juntamente com teste de
soro aglutinacao lenta — SAL. Isso porque ndo é adequado para detectar infec¢des agudas ja que nao
detecta o IgM e pode apresentar resultados falsos negativos para estas imunoglobulinas. Outro
motivo é fendmeno prosona o qual, segundo Nicolete (1992), pode interferir no 2ME resultando em

falso negativo.



Os casos de reacdo falso positivo aos teste de AAT E 2ME sdo decorrentes
principalmente de vacinacdo de femeas acima de 8 meses de idade com vacina b19 ou reacdes com
anticorpos anti salmonela sp, escherichia coli O:157, pseudomonas sp e yersisnia enterocolitica

((BRASIL, 2006).

2.15 PROVA DE FIXACAO DE COMPLEMENTO
2.16

E o0 que apresenta melhor correlagio com o isolamento do agente em animais infectados
segundo Nielsen (1995). O FC detecta precocemente IgGl no soro, distinguindo-os dos casos
cronicos quando os anticorpos IgG1 encontram-se em pequenas concentracdes € ndo sao detectados
em testes de aglutinacdes. Alton (1978) afirma que o FC comparado com testes de aglutinagdo,
sofre menos influéncia dos anticorpos vacinais sobretudo apds o oitavo més pds vacinal.

O teste de FC tem como desvantagem a necessidade de equipamentos sofisticados e
pessoal técnico especializado. Apresenta alta especificidade, porém, menor sensibilidade que o AAT
e ELISA. Podem apresentar, raramente, resultados falsos positivos quando a predominincia de
anticorpo IgG2 impede a ligagao do IgG1 ao antigeno (OIE, 2018).

As possiveis causas deste fendmeno sdo: idade avancada do animal, sucessivas
exposicoes ao agente, estresse e transferéncia ativa pelo colostro. Neste caso, o anticorpo IgG ndo
fixa o complemento, mas reagem com o antigeno gerando resultado semelhante ao fendmeno
prosona (BRANDAN et al. 1971 apud PAULIN, 2008).

O FC ¢ teste de referéncia pelo c6digo zoossanitdria internacional para o comércio

internacional animais (OIE, 2006).

2.17  PROVA DE POLARIZACAO DE FLORESCENCIA
2.18

Este teste foi desenvolvido para diagndstico da brucelose em diversas espécies e se
baseia em diferencas rotacionais entes o antigeno solivel LPS e o complemento antigeno anticorpo.
E utilizado como antigeno um fragmento de baixo peso molecular do OPS do sLPS da cepa 1119-3
de B. Abortus marcado com isotiocianato de fluoresceina (SAMARTINO er al.,. 1999).

E uma prova sorolégica muito sensivel. A técnica permite reduzir as reacdes contra
anticorpos residuais de vacinagdo. As vantagens do método sdo realizacio em dois minutos, ndao
requer lavagens para remoc¢do de reagentes e, sendo realizado por aparelho portatil, pode ser

executado em laboratério simples. O teste é barato, necessita de pequeno volume de soro e nao é

afetado pela hemdlise (NIELSON, 1996).

2.19  PROVA DE ANEL DO LEITE



Prova usada em leite colhido em tanque de triagem em rebanhos pequenos. Quando ha
mais de 100 animais lactentes deve ser ajustada para compensar a diluicdo de leite de tanque. Pode
apresentar resultados falsos positivos em animais que foram vacinados até 4 meses antes do exame,

em leite com presenca colostro ou em casos de mamites.

2.20 TESTE DE ELISA
2.21

Método de diagnéstico indireto da brucelose indicado pela OIE com utilizacdo de
diferentes preparagcdes antigénicas, kits de antiglobulinas com variados substratos € cromogénicos.
O i-Elisa € muito sensivel para deteccao de anticorpos anti-brucela em bovinos mas nao resolve o
problema da interferéncia de anticorpos de origem vacinal b19 da B. Abortus. Alguns protocolos
comercializados apresentam variacdes de sensibilidade e especificidade, portanto nem sempre se
pode comparar os resultados. O c-ELISA € um teste imune enzimético utilizado no diagnéstico da
brucelose que tem apresentado melhor resultado com elevada sensibilidade e especificidade relativa.

Nao apresenta efeito prosona como no FC podendo ser automatizado (NIELSEN, 1995)

2.22 COMPARACAO DOS TESTES
2.23

O coeficiente de KAPPA de Cohen é a medida mais comum de comparacdo de valores
da varidvel categérica quando tais valores sdo obtidos a partir de dois métodos de mensuragdes
(PETRIE & WATSON, 2009). Segundo Nielsen (1995) a reacdo de fixacdo de complemento (FC) é
a melhor prova de sorodiagnéstico para a confirmacdo da brucelose, apresentando a melhor
correlacdo com os isolamentos em animais natural ou experimentalmente infectados.

Para comparar diferentes teste para diagndstico de brucelose em fémeas bubalinas,
Molnar et al. (2002) examinaram 440 animais sem histérico de vacina¢do e encontraram oS
seguintes resultados: sensibilidade relativa de AAT, SRP, i-ELISA e c-ELISA foram
respectivamente 93%, 79,3%, 98,6% e 97,1 e os valores Kappa foram 0,99, 0,54, 0,93 e 0,91,
respectivamente.

Pinto et al. (2005) testaram 90 fémeas bubalinas ndo vacinadas de propriedades
infectadas com B. Abortus para comparacdo dos testes AAT, ME e FC e constaram uma
sensibilidade relativa de 93% e valor Kappa de 0,93% para AAT em relag@o aos outros exames.

Paulin (2006) examinou 696 fémeas bubalinas oriundas de propriedades com histérico
de falhas reprodutivas e concluiu que as melhores combinagdes de sensibilidade relativa Sr e
Especificidade relativas Er foram alcancadas pelo c-ELISA, PE BPA e AAT; os melhores valores de
Kappa foram alcancados pelo c-ELISA(0,93), PF (0,84), BPA(0,82) e AAT(0,7); os melhores testes



de triagem em bubalinos foram BPA e AAT; e os melhores testes confirmatorios foram o c-ELISA e
BPA.

Este dltimo autor relata que houve baixa sensibilidade relativa do i-ELISA resultado que
atribui ao uso de anticorpos policromais anti-bovina. Explica que estes anticorpos IgG1 apresentam
algumas variagOes em relacdo aos anticorpos IgG1 da espécie bubalina. Guarino (2001) utilizando
conjugados anti-IgG1 bubalino encontrou valores de Sr e Er de 100% e 98,6%

Paulin & Ferreira Neto (2008) afirmam que pesquisas envolvendo métodos
diagndsticos em brucelose estdo mais voltadas para a espécie bovina, em detrimento da bubalina e
isso se deve ao paradigma de que resultados em bovinos pode ser inferidos a ambas. O autor chama

atencao para a necessidade de trabalhos voltados, especificamente, para bufalos.

2.24 CONTROLE, ERRADICACAO E VIGILANCIA
2.25

Para McDermott (2013) erradicacao da brucelose compreende adocao de medidas como
capacidade de rastrear, testar, identificar, isolar e remover animais e rebanhos infectados com
compensac¢dao dos produtores pelos animais eliminados e aplicagdo rigorosa das restricdes de
movimentagdo e comércio.

Vacinacdo em massa € a base do controle da brucelose na pecudria, mas deve ser
combinada com outras medidas que limitem a dissemina¢do do patdgeno, permitam a identificacdo
de animais e rebanhos e aumentem a participacdo da comunidade. O objetivo da vacinagdo ¢é
alcancar um alto nivel de protecdo para todos os animais adultos e jovens em um curto periodo de
tempo. Em taxas de prevaléncia mais baixas, ou quando uma parcela significativa da populagdo de
animais foi vacinada e protegida, a introducao do teste e do abate € recomendada (SMITH, 2013).

O controle da brucelose tem sido alicercado em diagndstico e estimativa de prevaléncia
associado a um sistema de vigilincia. As medidas de controle sio conduzidas para reduzir
prevaléncia inicial, seguida McDermott (2012) recomenda quarentena e abate sanitirio com
indenizacdo. Mas alerta que os estdgios finais da erradicacdo da brucelose, sdo dificeis quando as
taxas estdo baixas e o custo de encontrar 0os animais positivos tornam-se elevados. Existéncia de
reservatorios de fauna silvestre também constituem complicacdes aos programas de erradicacao de
brucelose

O controle e a erradicacdo da doenga provavelmente ndo sido vidveis em paises com
recursos veterindrios inadequados, incapacidade de controlar o movimento dos animais, alta
prevaléncia em animais selvagens e auséncia de comprometimento de produtores rurais. Além disso,
o controle ao longo prazo sem erradicacdo € muito dificil de manter. O desafio € planejar e avaliar

os esforcos de controle que possam ser vidveis e economicamente benéficos (McDERMOTT, 2012).



O abate sanitario ou eutanasia dos bovideos, no Brasil, acometidos de brucelose é
obrigatdrio sem indenizacdo do produtor, que também deverd arcar com despesas administrativas,
conforme Decreto n° 24.548 de 3 de julho de 1934 (Brasil,1934). A Instru¢ao Normativa SDA n° 10,
de 03 -03-2017 que modificou o PNCEBT, porém, libera ao consumo as carcacas de animais
positivos para brucelose desde que ndo haja lesdes indicativas da doenga ou estado febril no exame
ante mortem e que sejam abatidos em estabelecimento com servigo de inspecao oficial.

Um alto grau de participagao popular é um fator importante para o sucesso no controle
da brucelose bovina. A transmissdo de informacdes sobre a brucelose e a educacdo do publico
aumenta a participacdo da comunidade e promove a aceitacdo de medidas preventivas e de controle.
(SMITS, 2013). Agricultores que ndo sabem que a brucelose € uma doenca infecciosa e que nao
entendem as consequéncias da infec¢ao, podem nao saber como a enfermidade pode ser evitada e
nao aceitar de bom grado as medidas de controle.

Smits (2013) recomenda que as informacdes sejam transmitidas de forma simples em
reunides planejadas para ajudar a populacdo a entender, aceitar e seguir medidas preventivas. O
autor acrescenta que a educacdo € crucial para desconstruir praticas e crengas tradicionais que
colidem com as estratégias de intervencao e eleva os niveis de compreensao, cooperagdo e adesao
aos programas de saude publica. Um sistema de vigilancia adequado e em bom funcionamento é
ferramenta importante no controle da brucelose e necessario para determinar as medidas de controle,
monitoramento do progresso e garantia da eficdcia da vacinagdo .

Portanto, medida cruciais para um programa de controle sdo: a localizacdo de animais
seropositivos, rastreamento de animais transportados ou vendidos ilegalmente, controle da

qualidade de vacinas, cobertura vacinal e o uso de norma padronizada.

2.25.1 VACINA B19

Para prevencdo de brucelose em bovinos e bubalinos a vacina de referéncia da OIE ¢é
aquela preparada com cepa bl9 de B. Abortus. Trata-se de uma vacina viva administrada em
bezerras de 3 a 8 meses de idade em uma tnica dose subcutinea contendo 5 a 8 x10'"
microrganismos vidveis. A vacina B19 de B. Abortus confere uma boa imunidade diante da
exposicao a B. Abortus ou brucella militensis virulentas (OIE, 2018).

Esta vacina tem sido usada, juntamente, com provas soroldgicas e sacrificio para
erradicar a bruceloses em muitos paises. Pode causar provocar infec¢ao no trato genital do macho
por isso € contra indicada para esses animais, sendo segura em bezerras de 3 a 6 meses, produzindo
imunidade duradoura (OIE, 2018)

Nesse ponto, Smith (2013) aponta algumas limitacdes das vacinas como: interferéncia

com sorologia, efeito abortivo quando usado durante a gravidez, viruléncia para humanos com risco



de infeccdo pelo leite ndo pasteurizado. Além disso, essas vacinas sdo termicamente instiveis e,
portanto, requerem precaucdes especificas de logistica, armazenamento e controle de qualidade
quando usadas em dreas remotas (.

Segundo Corbel (1997) a atenuacdo e a baixa patogenicidade devem-se a perda de 72
pares de base eritrulose-1-fosfato de hidrogenase-ERY durante a mutacio espontanea da estirpe B19
e por isso, ndo hd producdo de enzima D-Ery, inibindo sua multiplicacdo além da acumulagdo de
produto téxico intermedidrio D-reitrose-1-fosfato. Segundo Paulin & Ferreira Neto (2008) a vacina
com cepa B19 protege contra a infeccdo e o abortamento em cerca de 60 a 75% conforme a

prevaléncia da brucelose no rebanho.

2.25.2 VACINA RB51

A Rb51 é um vacina desenvolvida para bovinos contento uma mutante rugosa com
caracteristicas semelhantes a B19. Porém, por ndo possuir a cadeia O ndo induz a formagdo de
anticorpos detectdveis pelos testes de sorologicos da B. Abortus e tem baixa viruléncia. Apresenta
as mesmas propriedades da cepa bv 1 de B. Abortus porém apresenta-se totalmente em fase rugosa e
cresce em presenca de ranfipicina a 250 ug/ml. A cepa rb51 da B. Abortus contem um OPS que em
animais vacinados ndo apresentam seroconversdo nos testes de rosa bengala ou fixacdo de
complemento (USDA, 2006).

Paulin, Ferreira Neto (2008) sugerem a utilizagdo da Rb51 em fémeas adultas ndo
reatoras visando aumento de cobertura vacinal em situacdo de altos riscos de infec¢do, em fémeas
nao vacinadas com B19 devida a idade avancgada e a falhas na vacinagdo.

Muitos paises utilizam esta vacina desde 1996 em seus programas oficiais de prevengao
de brucelose bovina. Porém, segunda a OIE (2018), a eficicia da cepa Rb5] em comparagdo com a
protecdo induzida pela S79 em bovinos € controversa. Administrada por via endovenosa, pode
provocar infeccdes placentdrias graves na maioria do rebanho e excrecdo no leite de animais
vacinados, além de induzir abortos e mortalidade perinatal se administrado em fémeas gestantes.
Protege contra desafio moderado contra B. Abortus virulenta. A duracdo da protecdo € ainda
desconhecida.

A brucelose constitui-se em uma das infec¢des mais faceis de contrair em laboratério,
por isso, o cultivo celular deve ser realizado em condi¢des ideias de biosseguranca. Portanto, sendo
a vacina, considerada um patégeno para os responsdveis pela administracdo a campo, sua
reconstituicdo e manipulacdo devem ser realizada com cuidado para evitar injecdo acidental ou
contaminagdo da pele ou mucosa. A eficicia de antibioticoterapia, em humanos, contra b/9, Rb51

revl se desconhece. (OIE, 2018). Nao ha vacinas desenvolvidas para seres humanos.



2.25.3 FATORES DE RISCO

A expressdo fator de risco é geralmente usada para descrever fatores que estdo
associados ao risco de desenvolvimento de uma doenga, mas ndo sao suficientes para causi-la. A
andlise de fatores de risco pode revelar tanto a contribuicdo relativa de cada fator para a ocorréncia
da doenga, como também, o potencial de redu¢do na incidéncia da doenca. Alguns fatores estdo
associados com inimeras doencas e algumas doengas estdo associadas com varios fatores de risco.

Os principais fatores de risco mencionados na literatura estdo relacionados a entrada de
animais na propriedade por migra¢do ou comércio. Outros fatores citados sdo baixa taxa de
vacinacdo, alta densidade nos rebanhos, demora na identificacdo e eliminacdo dos animais
infectados, ocorréncia de abortamentos, inseminacdo artificial, presenca de outras espécies na
propriedade, acesso a dreas alagadas, tipo de exploracao etc, conforme mostrado na tabela 1.

Tabela 1 Alguns fatores associados a brucelose bovina, no Brasil, no periodo de 2001 a 2019

Fator de risco Razao de Local Referéncia
Chances
Aquisi¢ao 5,25 PB De Oliveira et al, 2013
1,94 MA Prazeres, 2014
1,56 SP Dias et al., 2001
Tamanho de rebanho 2,65 PE Almeida, 2016
7,82 MG Oliveira, 2016
2,25 SP Dias et al., 2001
4,08 MA Borba, 2012
1,87 RR Souza, 2012
Aborto 9,06 MA Santana, 2012
11,36 MA Sousa, 2019
Aluguel de pasto 2,2 RR Souza, 2012
1,83 MA Borba, 2012
Confinamento 2,98 ES Azevedo, 2006
Consumo de lacteos por 4,32 MA Alencar, 2016

outros animais

Pastos alagados 1,66 MA Borba, 2012

2,86 PE Almeida, 2016




Transito 9,5 MA Prazeres, 2014

Inseminacdo artificial 7,05 ES Azevedo, 2006
Pastagens comuns 17,33 MA Prazeres, 2014
Idade 64 meses 5,47 MA Prazeres, 2014
Residuos de aborto 5.4 MA Prazeres, 2014
Presenca de ovinos 6,66 MA Carvalho, 2016
Finalidade leite 2,04 PA Batista, 2019

2.26 ESTATISTICA INFERENCIAL
2.26.1 TESTE DO QUI-QUADRADO (X?) DE PEARSON

Serve para testar hipdteses de associacdo entre duas varidveis nominais em tabela de

contingéncia conhecido como teste de independéncia. O valor do  é dado pela seguinte formula:

Z( }z)

Onde =l B 0; (=1 ....r) sdo as frequéncias observadas e E;
sdo as frequéncias esperadas; r sdo as categorias da varidvel em andlise.

O valor calculado de qui-quadrado € comparado com o valor tabelado ao nivel de
significancia estabelecido com (r — 1).(i-1) graus de liberdade. Quando o valor calculado da
estatistica for menor do que o valor critico da tabela, ndo se rejeite a hipétese da nulidade (HO) ao
nivel estabelecido de significancia, caso contrario, rejeita-se a hipotese da nulidade (HO) em favor

da alternativa (H1).
2.26.2 TESTE EXATO DE FISCHER

E uma distribui¢iio hipergeométrica que se baseia em célculo de probabilidade exata
para as tabelas 2x2 possiveis com os mesmos totais marginais que a tabela observada. Pode ser
usado em substituicao ao teste de x2 quando for inadequado considerando dados obtidos (tamanho

da amostra, frequéncia de casos etc). E calculado pela seguinte formula:

Tabela 2 - Valores literais em tabela 2 X 2

Varidvel X Varidvel Y
Y; Y, Total
X1 a b a+b
X2 c d c+d




total a+c b+d n

a+by fc+d
Py= PIX —a) = a e J_ {a+ble+d)l{atc)l(b+d)!

7 albleld!n! .
ate Para a hipétese

alternativa, o p-valor € interpretado como a probabilidade de obter uma tabela tdo extrema quanto

ou mais extrema que a tabela de frequéncias observadas.
2.26.3 REGRESSAO LOGISTICA

E utilizada em estudos epidemiolégicos com varidveis nominais quando se quer
modelar relagdo entre uma ou mais varidveis preditivas e uma varidvel dependente. E o método de
escolha para analisar resultados bindrios servindo também para prever resultado de interesse
(PETRIE & WATSON, 2009)

A regressdo logistica deriva de regressao linear multipla dado pelo modelo p = a+p;x;
+....+pk xk onde p = probabilidade de doenga. Realiza-se transformacdo logistica (de p para
varidvel dependente) chamada logit (p) = In[p/(1-p] para corrigir o problema da impossibilidade de
se obter probabilidades previstas menores que 0 ou maiores que 1. O logit € o logaritmo natural de
uma razdo de chances -RC.

Quando o logit (p) for modelado como uma funcdo linear das varidveis independentes
xl. . ., xk, obtém-se o seguinte  modelo de

regressao logistica.

p

=0+ Byxg +- o Prx
1*1’} B1x: BrXx

logit(p) = [n(

Neste modelo, o p estd sempre entre O e 1, independentemente dos valores de xI. . .,
xk. . De acordo com Demaris (1995) a fun¢do logistica € uma curva em forma de S ou sigmoide:
aproximadamente linear no meio e curvada nas extremidades, quando x se aproxima de valores
muito pequenos ou muito grandes.

Para interpretar os parametros da regressao a varidvel de exposi¢do dicotdmica (xj), que
foi codificada como 1 se presente e 0 se ausente. Para o modelo de regressdo logistica a razdo de
chances (RC) relaciona essa varidvel de exposicdo a varidvel dependente (saida) é estimado por RC
= ¢ Essa relacdo expressa as probabilidades a favor do sucesso se xj = 1 dividido pelas
probabilidades a favor do sucesso se xj = 0, apOs controlar todas as outras varidveis no modelo.

Dessa forma, se Pj representa o coeficiente de regressdo para a variavel xj, a
exponenciacao de Bj produz a razdo de chances que significa a mudanga nas chances de Y, dada
uma mudanca unitdria em xj, quando todos os outros preditores sdo mantidos constantes. Bonita

(2010) explica que o modelo de regressdo é baseado na varidvel dependente y=In(RC)



representando o logaritmo natural na base “e” (2.7182818...). RC ¢ a probabilidade p de um evento
ocorrer dividida pela probabilidade de ele ndo ocorrer: RC = p/(1-p).

Objetivo, portanto, de uma Regressdao Logistica € obter um modelo matematico que
possa prever com certo nivel de confianga, a partir de um conjunto de caracteristica, condi¢des ou
fatores, um determinado desfecho ou resposta. A regressdo logistica, portanto, considera a
influéncia conjunta das varidveis independentes sobre a varidvel resposta, de modo que cada
variavel inserida pode potencializar ou reduzir o efeito das outras.

A RC ¢ igual a base natural do logaritmo (e) elevada ao expoente de inclinagdo 3 (eB).
A interpretacdo dos resultados € feita usando a RC de acordo com os seguintes critérios: associagdo
positiva quando RC>1 (fator de risco); inexistente, quando RC =1 e, negativa quando RC < 1 (fator
de protecdo).

As varidveis explicativas possuem coeficientes na equacdo logistica que sdo testados
para avaliar se cada uma dessas varidveis contribui significativamente para um efeito, apos o ajuste
dos possiveis efeitos de confusdo de outras varidveis. Nestes termos, Petrie & Watson (2009)
explicam que o exponencial de cada coeficiente logistico € a proporcao de probabilidade de um
resultado determinado para o aumento de uma unidade na varidvel previsora (independente)

Para uma correta interpretacdo da RC € necessdrio, segundo Peng (2002), que trés
condi¢des sejam atendidas: (a) a varidvel xj ndo deve interagir com outra varidvel; (b) a varidvel xj
deve ser representado por um unico termo no modelo; e (c) uma alteracdo de uma unidade na
varidvel xj deve ser significativa e relevante. Em outras palavras as varidveis preditivas devem ser
independentes e sem elevada correlagdo entre si.

Nesse contexto, Demaris (1995) alerta que a multicolinearidade entre as varidveis
explicativas € um problema na regressdo logistica e recomenda realizar-se teste diagndstico nos
casos suspeitos e substitui¢do por outro previsor igualmente importante sem colinearidade forte.
Fiel (2011) classifica uma correlacio como elevada quando apresenta valor acima de 0,80 e aponta
o Fator de Inflacdao da Variancia (FIV) como método de diagndsticos de colinearidade: valores de
FIV acima de 10 indicam correlagdo alta entre as varidveis.

O método ¢ utilizado para estimar os pardmetros (o0 € fs) do modelo de regressao
logistica € o da maxima verossimilhanca, uma técnica destinada a maximizar a probabilidade de
prever os dados, com base em estimativas (Hosmer e Lemeshow, 1989). Porém, é inadequado nos
casos em que a varidvel dependente € rara ou a amostra € pequena, segundo Coster (2012), por
apresentar resultados viciados.

Outro método de avaliagdo do desempenho do modelo da regressdo logistica foi
proposto por Hosmer e Lemeshow (2000) utilizando uma técnica chamada curva ROC (receiver
operating caracteristic). Esta verifica a capacidade do modelo de regressdo logistica em prever

corretamente resultados negativos e positivos.



2.26.4 DESEMPENHO DA PREDICAO CURVA ROC

Ap6s o ajuste de um modelo e a determinacao do ponto de corte, € importante avaliar o
seu poder de discriminacdo. A curva ROC € um teste representado por um grafico que mostra no
eixo das ordenadas (eixo y) os verdadeiros positivos (sensibilidade) e, no eixo da abscissa (eixo X),
os falsos positivos (1-especificidade).

A é4rea sob a curva ROC (AUC) mede o poder discriminatério de um teste diagndstico e
varia de 0,5 a 1,0. Um valor de AUC de 0,5 indica auséncia de poder ou contribui¢io do método
(isto €, 50% sensivel e 50% especifico) e € representado por uma linha reta em diagonal que se
estende do canto inferior esquerdo ao canto superior direito, sendo uma diagonal que divide a drea
pela metade. O valor 1,0 indica um teste (teoricamente) perfeito (ou seja, 100% sensivel e 100%
especifico) e corresponde a toda a drea da curva.

Figura 1 exemplo de curva ROC mostrando area sob a curva igual a 0,5
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Landeira-Fernandez (2012) o ponto de corte ideal € aquele que busca o equilibrio entre
sensibilidade e especificidade de um procedimento diagndstico. Quanto mais préximo do dpice da
curva em dire¢@o ao canto superior esquerdo, maior a capacidade discriminatdria do teste (ou seja, a
taxa de verdadeiro positivo € alta e a de falso positivo [1 - Especificidade] é baixa). O pesquisador
pode optar por uma sensibilidade mais alta em detrimento da especificidade, mas € preciso
considerar o risco de classificar o individuo como evento sendo ele ndo evento (falso positivo) e
classificar o individuo como ndo evento sendo ele evento (falso negativo) traz prejuizos
equivalentes: abate ou eutandsia de um animal sadio ou manutencdo de um animal doente na

propriedade.



Segundo Borba (2012) a curva ROC pode ser empregada em estudos transversais na
avaliacdo de modelo de regressao logistica. Neste caso, as proporcdes de varidveis-respostas correta

e incorretamente previstas no modelo s@o a sensibilidade e (1 — especificidade).

3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Verificar existéncia de associacdo entre fatores de risco e a infeccdo por B. Abortus em
bovinos e bubalinos submetidos a sistema de criagdo extensiva na drea de estudo e contribuir para

reducdo da incidéncia e prevaléncia da doenga na regido.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a prevaléncia de infec¢do por B. Abortus na populacdo estudada.

[10) Utilizar um modelo regressdo logistica na anélise de fatores de risco para brucelose bovina
1) Testar a qualidade do modelo utilizando curva ROC.

© Compartilhar resultados com 6rgdos de defesa e comunidade

[10) Propor aperfeicoamento nas estratégias de combate a brucelose bovina.

[10) Colaborar para o PNCEBT orientando produtores rurais sobre a doenca

4  MATERIAIS E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

Trata-se de estudo epidemioldgico analitico do tipo observacional transversal que se
propde a analisar fatores ambientais € manejo associados a brucelose bovina. Os trabalhos de
campo foram realizados no periodo de novembro 2019 a junho de 2020. Os dados de propriedade e
produtores foram fornecidas pela Agencia de Defesa Agropecudria do Maranhdao AGED. O editor de
texto utilizado foi o LibreOffice Writer e no método de amostragem usou-se LibreOffice Calc

versio 6.2 ambos os softwares livres.

42  CARACTERIZACAO DA AREA

O Maranhio localiza-se na regido nordeste do pais, limitando-se ao norte com o oceano
atlantico, ao leste com o estado do Piaui, ao sudoeste com o Tocantins e a oeste com o estado do
Para. Possui uma drea de 331.935,507 quilometros quadrados e uma populagdo estimada em 2018
de 7.035.055 de pessoas segundo Instituto brasileiro de Geografia e estatistica — IBGE.

O estado possuia, em 2017, um PIB de R$ 89,5 bilhdes com renda per capta de
R$ 636,00 e indice de desenvolvimento humano (IDH) de 0,687 ocupa as tltimas posi¢des (26 * €

27*) entre as 27 unidades da Reptblica Federativa do Brasil.



A Baixada Maranhense localiza-se na mesorregido Norte, entre as coordenadas1® 00' —
4°00'S e 44° 21' 45°21W, com uma érea total de 17.579,366 km?, abrangendo 21 municipios,
estende-se por 20.000 km2. E banhada pelos rios Mearim, Pindaré e Pericumi. Sua vegetacdo é rica
e variada com manguezais, campos aluviais efldvios marinhos, lagos, florestas de galeria e
babaguais. Possui tesos pouco atingidas pelas enchentes. Na estagdo chuvosa, quando os rios e lagos
transbordam, os campos sao inundados e transformados em extensos lagos rasos. (MUNIZ, 2007).

Os municipios de Pinheiro, Santa Helena e Turilandia estdao localizados na Baixada
Maranhense ocupando uma édrea de 5.214 km? e com uma populacdo 151.136 habitantes de acordo

com o IBGE.

Figura 3 Mapa do Maranhdo com destaque para os municipios de Pinheiro, Santa Helena e

Turilandia.

Fontte:

wikipedia. Adaptado.

Tabela 3 Dados censitarios dos Municipios Pinheiro, Santa Helena e Turilandia

Municipios Area (km®) Populacao PIB per capta IDH**
(2019)* anual (R$)
Pinheiro 1.513 83.387 10.081 0,637

Santa Helena 2.189 42.130 6.678 0,571



Turilandia 1.512 25.619 6.150 0,536

Fonte IBGE, 2020 * populac¢do estimada para 2019 - ** IDH correspondente a 2010.

43  HIPOTESES

As hipéteses nula e alternativa consideradas neste trabalhos foram: HO: ndo existe
associacdo entre a varidvel dependente ( resposta) e as varidveis independentes (provisoras),
correspondentes aos fatores de exposicdo, isto é, a equacdo de regressao nio explica a variagao na
varidvel resposta.

HO: B; =Bo=...px=0

HI: pelo menos um Bj #0

Figura 4 Regides de aceitagdo e rejeicao para o teste do qui-quadrado.
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HO: Bj = 0, todos os outros Bl #0, vs. H1: todos fj # 0 em regressdo logistica

Assim, na hipdtese nula a j-€sima varidvel independente ndo apresenta associagdo com a
varidvel dependente apds controle das outras varidveis, portanto, rejeita-se a hipdtese nula quando
pelo menos um [ ¢ diferente de zero na populacdo, ao nivel de significancia de 5 %. Considerou-se
significativa a associacdo entre cada xj (j-ésima varidvel independente) e a varidvel dependente (Yj)

quando o valor do intervalo de confianga da Razao de Chances nao incluiu o valor 1.

44  CARACTERIZACAO DO REBANHO E AMOSTRAGEM

A populacao estudada construiu-se de fémeas bovinas e bubalinas com idade superior
a 24 meses, provenientes de propriedades localizadas na drea de abrangéncia da pesquisa, sem
sinais de parto recente, gestacdo avancada ou lesdes sugestivos de brucelose. Desconsiderou-se as
caracteristicas raciais. Os machos foram excluidos para uniformizacdo dos grupos.

A populagdo foi dividida em dois grupos exclusivos: O grupo 01 (G1) foi constituido de
animais cujas as coletas foram realizadas nas propriedades rurais. A escolha dos animais dentro de
cada propriedade foi casual sistemdtica. As propriedades que possuiam bovinos e bubalinos foram
coletadas amostra de ambas e naquelas onde, por qualquer motivo, a coleta ndo foi possivel, foram
substituidas por outras com as mesmas caracteristicas e localizadas nas proximidades. Para manter a
representatividade de cada municipio considerou-se o nimero de propriedades cadastradas no 6rgdo
de defesa agropecuario.

O grupo 02 (G2) foi formado de animais levados ao abate cujas as coletas foram
realizadas nos abatedouros de Santa Helena (ptblico) e de Pinheiro (privado) com frequéncia média
de abate de 17 e 40 cabecas/dia, 3 e 4 dias por semana, respectivamente, ambos sem servigo de
inspecao sanitdria. A amostragem neste grupo foi do tipo ndo probabilistica por conveniéncia. Apds
selecdo, as propriedades de origem dos animais, foram localizadas a partir das guias de transito

animal GTA aprestadas pelos proprietdrios.



4.4.1 TAMANHO DA AMOSTRA

O tamanho minimo da amostra foi calculada segundo WHO (1991) e Fontelles (2010)
pela férmula:

n=(pl.ql+p2.q2). (Za/2 + ZB)* /(p1-p2)*

Onde n ¢ o nimero de animais; a =0,05 ¢ o erro tipo I (1,96); =20 ¢ o erro tipo II, para
poder do teste (1- B) de 80% (0,84). Z obtido da tabela de distribuicdo normal para o nivel de
confianca de 95% . pl e p2 sdo as prevaléncias brucelose na baixada maranhense segundo Chaves
et al. (2012) 5 % e prevaléncia esperada para os animais expostos, 10%, respectivamente. Assim o
tamanho amostral calculado foi 432, porém foi possivel coletar 491 amostras.

n = (0,05x0,95+0,10x0,90) x (1,96x0,84)*/ (0,05-0,10)°

O nimero de amostras em cada propriedade foi calculado segundo Borba (2012)
considerando especificidade do teste em 99,5 e sensibilidade em 95% e prevaléncia estimada para o
rebanho de 20%. Dessa forma rebanhos com 1 a 10 fémeas maiores de 24 meses, coletou-se todas;

rebanhos com 11 a 99, coletou-se 10 amostras e rebanhos com mais de 99 femeas, 15 amostras.

44.2 COLETA DE MATERIAL

ApOs a defini¢do das propriedades entre aquelas que atendiam aos critérios de selegdo,
realizou-se uma primeira visita para obtencdo de consentimento do produtor e agendamento de data
e horério da coleta. Sempre que possivel as coletas foram realizadas em horarios de temperaturas
amenas de modo a evitar estresse aos animais.

No G1 as amostras foram obtidas por puncao das veias jugular ou caudal, com auxilio
de seringas de 10 ml e agulhas descartdveis calibre 40X12 mm, depois de adequada contencao dos
animais. No G2 as coletas foram colhidos no momento da sangria diretamento dos vasos
seccionados. O material era, em seguida, transferido para tubos plasticos identificados com nome do
animal e nimero da propriedade. Depois, acomodados inclinadamente para favorecer a retracao do
coagulo e consequente decantacdo, a temperatura ambiente e transportados ao laboratério. Em
seguida, centrifugadas, por 15 minutos, a 2000G para obtencdo dos soros os quais foram
armazenados em micro tubos a temperatura de -20°C (vinte graus negativos) até a realizacdo dos

testes.

443 TESTES SOROLOGICOS E LABORATORIO

Os testes sorologicos foram realizados no Laboratério Diagnéstico de Doengas

Infecciosas do Curso de Medicina Veterindrio da Universidade Estadual do Maranhdao (UEMA). O



diagnéstico laboratorial seguira os testes e critérios estabelecidos pelo Programa Nacional de
Controle e Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose Animal (PNCEBT), pelo método de antigeno
acidificado tamponado AAT

Nao foram realizados os testes 2—Mercaptoetanol (2-ME) associado ao teste de soro

aglutinacdo lento (SAL) por faltar no mercado o material de exame.

4.4.4 ENTREVISTA EPIDEMIOLOGICA

As entrevistas com proprietdrios ou responsdveis pelos animais foram feitas apds a
realizacdo das coletas. Nos casos em que a coleta foi realizada nos abatedouros a identificacdo dos
proprietérios foi realizada a partir das guias de transito animal (GTA) ou registro fornecidos pelos
estabelecimentos. Utilizou-se formuldrio epidemioldgico estruturado com perguntas do tipo
semiaberta sobre priticas de manejo e condi¢des ambientais referentes aos ultimos 12 meses e
observacdo direta (Apéndice I.). O critério de escolha das varidveis teve como referéncia a

bibliografia consultada.

445 VARIAVEIS

Para andlise estatistica dos dados as varidveis foram codificadas com 00 para auséncia
de evento e 01 para presenga. A varidvel dependente ou de saida corresponde ao resultado do teste

soroldgico e as varidveis independentes ou previsoras correspondem aos seguintes fatores de risco.:

o Aquisi¢do de bovideos nos dltimos 12 meses

o Compartilhamento de touros

o Movimentagao entre propriedade (saida com retorno)
o Aluguel de pastos de /para terceiros

J Acesso a campos comuns

o Acesso as areas alagadas

o Contato com animais do vizinho

o Contato com outras espécies de mamiferos

o Fornecimento de ragdo ou sal

o Recolhimento didrio do rebanho (pernoite agrupado)
o Abate na propriedade

o Vacinagdo brucelose

. Realizacdo de exames periddicos de brucelose

. Ocorréncia de aborto

o Tratamento de placenta e restos fetais



o Histoérico de brucelose na propriedade
o Tamanho do rebanho

A varidvel numérica indicativa da quantidade de animais nos rebanhos foi categorizada
(criacdo de varidveis dummy), transformando-a em uma varidvel nominal dicotdmica. Receberam
codigo 00 as propriedades com menos 60 cabecas e as demais receberam codigo 1,0. Este ponto de
corte foi obtido a partir da mediana acrescentando-se ou reduzindo valores até obter-se maior y.”
Considerou-se a totalidade dos bovideos existentes na propriedade, mesmo que de mais de um

criador. Nao houve casos de conflito de autorizagdo para realizacdo das coletas, nesses casos
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A verificagdo da hipdtese nula foi realizada em duas etapas. Inicialmente uma anélise
univariada, na qual cada varidvel provisora foi cruzada com a varidvel dependente, com utilizacao
do teste do qui-quadrado (x?) ou exato de Fischer (quando mais adequado) ao com nivel de
significancia de 20%. ( a =0,2) com (r — 1).(i-1) graus de liberdade. Em seguida, procedeu-se
andlise multivariada, utilizando-se um modelo de regressdo logistica. Nesta etapa, somente as
variavas selecionadas na andlise univariada foram incluidas.

O Fator de Inflacdo da Variancia (FIV) foi utilizado como método de diagnosticos de
colinearidade entre as varidveis independentes. Nos casos de multicolinearidade optou-se por
excluiu-se as varidveis com menores contribui¢cdes ao modelo.

O exame da drea sob curva ROC foi utilizado para verificar, quantitativamente, a
acuridcia do modelo final de regressdo logistica na previsdo de casos de brucelose bovina na

populacdo em estudo.

4.6  ASPECTOS ETICOS
4.7

Esta pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa, da
Universidade Estadual do Maranhao (CEP/UEMA) em atendimento as exigéncias da Resolucdo n°.
466, de 12 de dezembro de 2012, do Conselho Nacional de Saude/Ministério da Satde. Aos
participantes da pesquisa foi apresentado e solicitado assinatura do termo de consentimento livre e

esclarecido (TCLE) conforme modelo apéndice .
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o diagnéstico soroldgico de brucelose foi realizado o teste antigeno acidificado

tamponado adotando-se critérios da leitura preconizados pelo PNCEBT. Considera-se que os



resultados obtidos por derivar um trabalho estruturado e bem conduzido fornecem uma correta
descri¢do da situacdo epidemioldgica da brucelose bovina nos municipios estudados.

De uma populagdo de 39576 fémeas bovinas e bubalinas adultas foram coletas 491
amostras de 64 propriedades, sendo 28 localizadas em Pinheiro, 15 em Santa Helena e 18 em
Turilandia. Os dados foram agrupados quanto a procedéncia, espécies e finalidade conforme tabelas

4eb.

Tabela 4 efetivo de fémeas com mais 24 meses segundo espécies e procedéncias

Municipios Vacas Bufalas
Existentes Amostradas Existentes Amostradas
Pinheiro 13440 163 2208 71
Santa Helena 6289 96 7 0
Turilandia 15780 161 20 0
Totais 35509 420 2235 71
Fonte: AGED

Tabela 5 Distribuicao de animais examinados por finalidades e municipios de procedéncia

Municipio de procedéncia Total
Finalidade principal Pinheiro Santa Helena Turilandia
Leite 28 0 10 38
Carne 206 96 151 453
Total 234 96 161 491

O resultado dos exames laboratoriais para brucelose é apresentado nas tabelas 6 e 7

Tabela 6 Resultado dos exames sorolégicos por municipios de procedéncia.

Municipio de procedéncia Total
Teste AAT Pinheiro Santa Helena Turilandia
Negativo 221 93 152 466

Positivo 13 3 9 25



Total 234 96 161 491
Prevaléncia (%) 5,5 3,1 5,6 5,1

Tabela 7 Resultado dos exames soroldgicos quanto a espécie e finalidade da exploracao.

Teste AAT
Categorias Negativo Positivo Prevaléncia
Bubalina 68 3 4,2
Espécie
Bovina 398 22 5,2
Leite 38 0 0
Finalidade principal Carne 428 25 5,5

O cdélculo da prevaléncia foi realizado segundo Hosner (2015) dividindo o nimero de
amostras reagentes ao teste soroldgico pelo nimero de amostras examinadas. Assim, obteve-se
prevaléncia animal de brucelose de 5,1% e a prevaléncia nos rebanhos (focos) foi de 31,25%
(20/64).

Nao houve diferenga significativa de prevaléncia entre as espécies (3> 0,129, gl =1,
p=0,72), nem entre propriedades com duas espécies (bovinos e bubalinos) no mesmo ambiente (y*
= 1,75, p=0,186). O ambiente de varzea em que, principalmente, os bufalos permanecem durante
um periodo do ano na baixada maranhense ndo apresentou efeito significativo na prevaléncia de
brucelose (x> = 1,4(1) p=0,23). Segundo Marques e Cardoso (1997) este ambiente oferece
adequadas condi¢des para sobrevivéncia das brucelas, expondo os bubalinos, que possuem habito
de banhar-se e pastejar nessas dguas, a elevado risco de infeccdo. Fosgate et al (2002) acrescenta
que bovinos e bubalinos apresentam caracteristicas epidemioldgicas distintas. Os resultados,
portanto, ndo detectaram os fendmenos apontados pelos autores.

Nao foi possivel confirmar a associa¢do entre seroprevaléncia e tipo exploragdo (carne e
leite) pois nenhuma soro proveniente de vacas leiteiras reagiu ao teste, possivelmente, devido ao
reduzido nimero de amostras coletada na categoria. Borba et al (2013) encontrou baixa frequéncia
de propriedade de leite na baixada maranhense. Neste assunto, Radostits et. al. (2002) afirmam que
rebanhos leiteiros por serem submetidos a constantes renovagdes do plantel apresentam maior risco
de infeccdo e, Batista (2019) aponta finalidade leiteira como fator de risco para brucelose, em
bufalos.

A frequéncia de infec¢do brucélica nos trés municipios estudados foi estatisticamente
semelhante apresentando os seguintes valores comparativos no teste de independéncia: Pinheiro

contra Santa Helena e Turilandia ( X2 =0,917(1) p=0,408; Santa Helena contra Pinheiro e Turilandia



()(2 = 0,705 (1) p=0,45 ) e Turilandia contra Pinheiro e Santa Helena ( XZ = 0,093 (1) p=0,836). Isto
sugere homogeneidade na distribuicdo da brucelose nos trés municipios.
As prevaléncias de brucelose nos grupos 1 (coletado nas propriedades rurais) e 2
(coleta nos abatedouros) foram de 4,8 e 5,4 (respectivamente), estatisticamente iguais (x2:0,095 (1)
p=0,758). Embora estes dois grupos populacionais tenham caracteristicas diferentes, os resultados
sugerem que ambos os processos de amostragem podem ser usados, indistintamente, na baixada
maranhense, em estudos epidemiolégicos. A FAO (2003) recomenda realizacdo de coletas nas
propriedades quando os niveis de prevaléncia na populacdo sejam altos, caso contrario, pode-se
coletar nos mercados ou abatedouros, desde que os dados da origem dos animais sejam preservados.
No presente estudo, a prevaléncia de brucelose alcancou um valor intermedidria aos
relatados por outros autores, no estado do Maranhao: Chaves et al.,(2015), 18% em bufalas. Sousa
(2016) 1.19%, em bovinos abatidos em matadouros da Regido de Imperatriz e Acailandia; Prazeres
(2009) 3,94; Borba (2012) 2,52%; Carvalho (2014) 4,95; Dutra (2015) 2,21%; Lima (2015) 8,4% ¢
Rocha (2016) 9, 27%; e em outros Estados: 6,2% no RN (de FREITAS et al., 2008), 8,54 % em TO
(OGATA, 2009); e no PA, 4,18 em bovino (SILVA et al. 2014) e 6,8 em bufalos (BATISTA et al.
2019)
E necessdrio considerar a prevaléncia de brucelose mais elevada em fémeas, observado
por Freitas e Oliveira (2005) e Santos (2007). Isso ocorre segundo os autores, porque, 0os machos
sdo levados ao abate mais jovens, permanecendo, portando, por menor tempo expostos a situacoes

de risco sanitario.

5.1 ANALISE UNI VARIADA

A escolha dos fatores de exposi¢do inseridos na &dnalise teve como referéncia as
condi¢des ambientais € manejos comumente encontrados na regido e a literatura (Santana, (2010);
Alencar, (2016); Almeida (2016); Batista (2019); Borba (2012); Sousa, (2019), Prazeres, (2014);
Silva, (2018). Na andlise uni variada, cada varidvel independente foi confrontada com a varidvel
resposta (resultado dos exames soroldgico) para verificar existéncia de associacdo. O teste
estatistico utilizado foi o qui-quadrado ou teste exato de Fisher, nos casos de frequéncia esperada

menor que 5.

Tabela 8 andlise univariada de fatores de risco para brucelose em rebanhos bovideos nos

municipios de Pinheiro, Santa Helena e Turilandia.

Varidveis Resultado ao teste AAT p Valor




Negativo Positivo X

Aquisi¢do de bovinos Nao 333 13 4,317 0,038
nos ultimos 12 meses  Sim 133 12
Compartilhamento de ~ Nao 347 20 0,385 0,535
reprodutores Sim 119 5
Movimentagdo entre Nao 319 15 0,780 0,377
propriedades do mesmo Sim 147 10
proprietdrio
Aluguel de pasto para  Nao 400 18 3,589 0,058
terceiros Sim 66 7
Acesso a pastos comuns Nao 353 20 0,235 0,628

Sim 113 5
Acesso a areas Niao 341 21 1,435 0,231
alagadicas - varzeas Sim 125 4
Contato com animais da Nao 250 14 0,053 0,818
propriedade vizinha Sim 216 11
Contato com mamiferos Nio 32 1 0,311 0,577b
domésticos ou Sim 434 24
selvagens
Oferecimento de racio Nao 191 12 0,481 0, 488
ou sal mineral Sim 275 13
Recolhimento dos Niao 119 7 0,075 0, 784
animais a noite SIM 347 18
Abate de na NAO 401 19 1,938 0,164
propriedade SIM 65 6
Vacinacdo regular Nao 365 17 1,465 0,226
contra brucelose Sim 101 8
Exames periddicos de  Nao 411 20 1,486 0,223
brucelose Sim 55 5
Aborto na propriedade  Nao 274 9 5,005 0,025
nos ultimos 12 meses  Sim 192 16
Destruicdo de placenta Nao 449 23 1,208 0,272°
e tecidos fetais Sim 17 2
Historio de brucelose na Nao 417 20 2,181 0,140
propriedade Sim 49 5



Tamanho do rebanho Menor 60 210 5 6,056 ,014
(60 cab.). cab.

= Oou mais 256 20

60cab

*. A estatistica qui-quadrado € significativa no nivel 0 ,2.

Os resultados da anélise uni variada mostram que as varidveis aquisicdo de bovideos,
compartilhamento de touros, aluguel de pasto, ocorréncia de aborto nos dltimos 12 meses, historico
de brucelose e tamanho do rebanho maior que 60 cabecas obtiveram nivel de significancia

estatistica inferior a 0,20 (p <0,2) e seguiram para a andlise multivariada.

52  ANALISE MULTIVARIADA

As varidveis previsoras selecionadas na etapa anterior foram inseridas no modelo de

regressao legista obtendo os seguintes resultados:

Tabela 9 andlises multivariada de fatores de risco para brucelose em rebanhos bovideos nos

municipios de Pinheiro, Santa Helena e Turilandia

95% C.1. para

EXP(B)

Variaveis B p_valor RC Inferior ~ Superior
Aquisi¢c@o bovinos nos 1,197 0,006 3,310 1,407 7,786
dltimos 12 meses(1)

Aborto na propriedade 1,152 0,011 3,164 1,306 7,665
nos ultimos 12 meses(1)

Tamanho do rebanho (60 1,123 0,030 3,075 1,116 8,470
cab.)(1)

Constante -4,736 0,000 ,009

B — coeficiente de X
SE — Erro padrao

gl — graus de liberdade

Sig — significancia valor de p
Exp(B) — Razdo de chances (OR)

CI - intervalo de confianga para a=95%



Os valores encontrados (tabela 9) na analise de regressdo logistica indicaram que as
variaveis V1, v16 e V17 apresentam significincia estatistica ao nivel de confianca de 95% com p
0,05 e foram consideradas previsoras de infeccao por brucela abortus nos rebanhos examinados. As
demais varidveis por apresentar valores de B (coeficiente de X) ndo diferentes estatisticamente de
0,0 foram excluidas do modelo final. Ndo houve fatores de protecdo.

Valores de Razdo de Chances maiores que 01 representam risco de individuos
pertencentes a categoria de rebanhos expostos testarem positivo para brucelose em relacdo aos
individuos pertencente a categoria de rebanhos nao expostos.

A associagdo entre aquisicdo de animais e positividade para brucelose, notadamente
quando se desconhece a condi¢do sanitdria do rebanho de origem foi constatada por Dias et al
(2009). Para ele o risco encontra-se na introdu¢do de animais sem realizacdo de testes diagndsticos.
De Oliveira (2013) constatou associa¢do de brucelose e compra de bovinos (RC= 5,25). Segundo
Crawford, Huber & Adans (1990), fatores determinantes dessa associacdo sdo a frequéncia de
compras, a origem dos animais € nimero de testes soroldgicos.

Compartilhamento de touros, aluguel de pastos e uso de dreas comuns (ndo cercadas)
sao préaticas adotados na regido em estudo que ndo mostraram associacdo com brucelose, ratificando
a importancia da aquisicdo de animais como fator de risco para esta enfermidade. Todos os animais
testados eram provenientes de propriedades localizadas no Maranhdo, mas ndo foi averiguada a
origem dos mesmos. Santos et al. (2007), perceberam que animais provenientes de outros estados
apresentaram maiores propor¢des de reagentes (7,5% contra 3,23 autdctones) .

A varidvel aluguel de pasto apresentou associagcdo estatistica apenas na andlise inicial
(uni variada). O perigo de infeccdo, segundo Crawford, Huber & Adans, (1990). provém de
contamina¢do de ambiente por liquidos e tecidos eliminados durante o aborto e parto de fémeas
infectadas pois o agente causador pode permanecer vidvel por um periodo de ate 6 meses. Borba
(2013) relatou associacdo de aluguel de pastagem com ocorréncia de brucelose (RC=1,8) e
acrescenta que essa pratica possibilita contato entre rebanhos livres e infectados. Souza (2012)
verificou relacdo deste manejo com brucelose bovina no estado de Roraima (RC=2,2)

A variavel historico de abortamentos na propriedade tem sido constata por outros
autores. O aborto de fémeas brucélicas constitui-se em um dos principais meios de contaminagao do
ambiente e portanto de disseminacdo da bactéria dentro e entre propriedades vizinhas, pois o agente
pode ser transportada por diversos meios, como dguas, animais € veiculos. Santana (2010) e Sousa
(2019) no Maranhao, demonstraram associa¢do de ocorréncia de aborto e brucelose bovina com
RC=9,06 e RC= 11,4 respectivamente.

Por outro lado, hd que se considerar que o aborto possui diversas causas conhecidas. O
modelo estatistico ndo apenas considera os casos positivos entre rebanhos que tem histdrico recente

de aborto, mas, também, aqueles que testaram negativos mesmo possuindo fémeas que abortaram



nos ultimos 12 meses. Assim, outras causas de aborto ndo foram desconsideradas no calculo
estatistico, confirmando a rejei¢do da hipétese nula, quanta a esta varidvel.

Nesse contexto, Vasconcelos (1987) ensina que os canideos sdo capazes de transportar
produtos de aborto pelas pastagens e, até, entre propriedades vizinhas. Acrescenta-se uma reduzida
frequéncia de produtores (2/64) que afirmaram realizar destruicdo de placentas e tecidos de aborto e
parto, corroborando com dados encontrado por de Santana (2010).

Quanto a variavel “tamanho do rebanho” verificou-se que individuos pertencentes a
rebanhos com mais de 60 cabegas expdem-se a um risco 3 vezes maior de serem infectados quando
comparados aos rebanhos menores. Este fator de risco foi percebido por outros pesquisadores. Dias
(2009) et al. constataram associa¢do em rebanhos com mais de 87 cabecas no estado de Sdo Paulo.
Borba (2012), no Maranhao, verificou que propriedade com mais de 54 fémeas tinham maior risco.
Almeida (2016) relata associagdo de rebanhos com mais de 13 fémeas e brucelose bovina, no
estado de Pernambuco (RC 2,65) e, Oliveira (2016), em Minas Gerais, percebeu que rebanhos com
mais de 30 animais apresentavam maior risco de contrair brucelose

Algumas possiveis explicacOes para este fendmeno sdo: (1) associagdo positiva com
aquisic@o de animais de reposi¢ao; (ii) problemas no controle sanitario de grandes rebanhos e, (iii)
maior possibilidade de interagdes entre os individuos dos rebanhos maiores ( CRAWFORD,
HUBER, ADANS, 1990)

Rebanhos maiores t€m mais movimentacdo com entradas mais frequentes, ndo
raramente, provenientes de outros estados para reprodugdo ou terminagcdo. Rebanhos pequenos tém
mais contatos entre si (compartilhamento de touros, acesso a campos comuns e aluguel de pastos).
Portanto, os dados sugerem que a movimentacao entre propriedades distantes pode representar um

risco maior que o deslocamento dos animais entre propriedades vizinhas.

5.3 QUALIDADE DO MODELO

A regressdo logistica tem sido amplamente utilizada na drea da satide para testar
fatores de risco de enfermidades. Na bibliografia consultada, todos os trabalhos envolvendo fatores
de risco para brucelose utilizaram este modelo matematico. Para que os dados sejam analisados
corretamente e que a saida do modelo seja confidvel € necessario que, além da qualidade dos dados
epidemioldgicos, haja um cuidado na avaliacdo da qualidade do modelo.

Para isso, foi realizados exame de colinearidade entre as varidveis independentes pelo
método FIV e os testes de Hosmer e Lemeshow e andlise de curva ROC. Destaca-se que a
determinacdo de fatores de risco objetiva caracterizar doengas e suas formas de transmissdao
favorecendo a eficicia dos programas de controle e erradicagdo pois possibilita atuacdo e

direcionamento de recursos aos pontos mais sensiveis da cadeia de transmissao.



5.3.1 COLINEARIDADE

O teste de multicolinearidade entre as varidveis independentes que permaneceram no

modelo final de regressao logistica apresentou os seguintes resultados.

Tabela 10 teste de colinearidade entre as varidveis independentes do modelo final de regressao

logistica

Coeficientes
Modelo Beta Sig. VIF
(Constante) 0,210
Aquisi¢@o bovinos nos 0,141 0,002 1,089
ultimos 12 meses
Aborto na propriedade nos 0,136 0,003 1,082
dltimos 12 meses
Tamanho do rebanho (60 0,119 0,008 1,007

cab.)

a. Varidvel Dependente: Resultado ao teste AAT

Os nuameros demonstram que ndo houve de correlacdo elevada entre varidveis
independentes incluidas no modelo utilizado pois os valores de FIV de todas as varidveis foram
inferiores a 10. De acordo com Fiel (2011) estes valores indicam auséncia de multicolinearidade
entre varidveis.

O teste Hosmer ¢ Lemeshow apresentou valor de y* = 0,901 p=0,97 indicando
adequacdo do modelo estatistico utilizado na previsao de casos de brucelose na populacdo estudada.
Este teste tem como hipdtese nula que numero de casos observados é, estatisticamente, igual ao

NUMero casos previstos.
5.3.2 ANALISE DA CURVA ROC
Testar a acurdcia do modelo de regressao logistica foi tragada a curva ROC comparando-se

a proporcao de casos corretamente previstos (eixo X) com a propor¢cdo de casos incorretamente

previstos (eixo Y). a curva ROC apresentou a seguinte configuracao:

Figura 7 Curva ROC do modelo final de regressdo logistica.
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Tabela 11 valores da drea sob a curva ROC - teste de probabilidade.

Intervalo de Confianga 95% Assintotico
Area Erro padrdo®  Sig. assintético” Limite inferior Limite superior

0,731 0,053 0,000 0,627 0,834

a. Sob a suposicdo ndo paramétrica

b. Hipdtese nula: drea verdadeira = 0,5

O valor da érea sob curva (0,731 CI 0,627 -0,834) indica uma capacidade razoédvel do
modelo na previsdo de casos de bruceloses bovina nesta populagdo. Isso significa que um animal
selecionado ao acaso entre aqueles pertencentes ao grupo dos positivos tem maior probabilidade de
estd infectado do que outro individuo escolhido aleatoriamente no grupo negativo em 73,3% das
vezes. O resultado demonstra o acerto do modelo em prever corretamente rebanhos positivas e
negativas para brucelose.

Assim, as varidveis que compdem o modelo final de regressdao logistica juntas
contribuem em 73,1% para a infec¢do de rebanhos bovinos e bubalinos nos municipios restando
quase 27% atribuiveis a outros fatores ndo incluidos na andlise.

Como limitagdo desta pesquisa a que se considerar que em muitos casos ndo ha como se

verificar a exatiddao das informagdes fornecidas pelos produtores rurais como ocorréncia de aborto,



vacinagdes contra brucelose e realizacdo de exames, tempo e nimero de aquisi¢cdo de animais e até
numero de animais nas propriedades. Assim, novas pesquisas deverdo ser realizadas para elucidar

fatores envolvidos na ocorréncia de brucelose bovina na regido da baixada maranhense.



6 CONCLUSAO

Conclui-se que a brucelose esta presente nos municipios de pinheiro, santa helena e
Turildndia, acometendo indistintamente bovinos e bubalinos. A prevaléncia encontrada em fémeas
com mais de 24 meses de idade foi 5,1% e nas propriedades examinadas foi de 30,25%.

Os fatores risco associados a brucelose na populagdo estudada foram aquisicdo de
bovinos tanto para engorda quanto para reproducdo, histérico de abortamentos recentes nas
propriedades e rebanhos grandes (com mais de 60 cabecas).

O risco de infec¢do por brucella abortus associado a aquisicdo de animais pode ser
influenciado pela auséncia de realizacao prévia de exames laboratoriais de brucelose e consequente
desconhecimento das condi¢des sanitdrias dos rebanhos de origem, pois constatou-se baixo indice
vacinal e reduzida frequéncia de realizacdo exames de brucelose.

A existéncia de casos anteriores de aborto associada a presenca de brucelose e
acompanhada de baixa frequéncia de criadores que realizam destruicdo de residuos de abortos e
partos sugere que ha desconhecimento do produtor rural quanto as formas de transmissdo da doenga
e a necessidade de melhor orientacdo.

O modelo de regressdo logistica se mostrou com moderada capacidade de prever novos
casos de brucelose bovina. O valor da 4rea sob a curva ROC= 0,73 indica que em 27% dos casos, as
varidveis testadas nao explicam a ocorréncia de brucelose bovina nos rebanhos estudados. Assim, a
ocorréncia de infec¢do por brucella abortus na drea em estudo pode ser influenciada por outros de
fatores de risco ndo incluidos nesta proposta de modelo. E necessério testar outras varidveis.

Ressalta-se, a contribuicao do emprego da curva ROC para o aperfeicoamento do modelo
logistico utilizado na verificacdo fatores risco para brucelose. Esta ferramenta permite melhor
compreensdo dos fendmenos ambientais e de manejo envolvidos na transmissdo da enfermidade
sendo util aos programas sanitarios na definicdo de prioridades no direcionamento de recursos as
propriedades de maiores risco como aquelas com maior frequéncia de entrada de animais, com
histérico de abortamentos € com maiores rebanhos.

Desse modo, recomenda-se para o controle, erradicagdo e prevencdo da brucelose no
Estado do Maranhdo énfase na adocdo de medidas de educagdo sanitdria voltadas para orientacdo
de produtores quanto a compra e venda de animais acompanhados de documento sanitdrio e
precedidas de exames laboratoriais de brucelose e sobre a importancia da destruicdo residuos fetais
e placentdrios oriundo de parto e aborto para evitar a disseminagdo do agente causador da doenca.

A cobertura vacinal , € essencial aumentar a cobertura vacinal contra brucelose

principalmente nas propriedades e rebanhos de maior risco.



Ha necessidade urgente de adequacdo de abatedouros de bovinos e bubalinos e
implantacdo de servico de inspecdo sanitdria nos municipios pois a elevada prevaléncia de
brucelose entre os animais abatidos nesses estabelecimentos representa risco 4 saude do

consumidor.
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO
FORMULARIO EPIDEMIOLOGIA

Municipio Data da visita
Prop (nome) Coordenadas Caodigo
Rebanho por Faixa etdria (em meses)
Faixa etdria Menor 24meses Maior 24 meses Finalidade principal

Especie | Bovina

Leite () carne ()

Bubulina Leite () carne ()
Perguntas Respostas
Nao 0 observacoes
Sim 1
1. Foram adquiridos animais nos ultimos 12 meses?
2. Houve compartilhamento touros?
3. Ocorreu saida e retorno a propriedade?




Houve aluguel de pastos de /para terceiros?

Acesso a campos comuns?

Ha contato com animais do vizinho?

Tem contato com outras espécies de mamiferos?

4
5
6. Acesso as dreas alagadas?
7
8
9

Fornece ragao ou sal a cocho?

10. O rebanho € recolhido a noite?

11.  Abate na propriedade?

12.  Realiza vacinacao brucelose?

13.  Realiza exames periodicos?

14. Houve Ocorréncia de aborto nos altimos 12?

15.  Realiza destrui¢do de placenta e restos fetais?
16. Ha histérico de brucelose na propriedade?
Local e data , / /

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIA AGRARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUCAO PROFISSIONAL EM DEFESA SANITARIA ANIMAL

Formulério de coleta e acompanhamento de amostras

Propriedade cédigo

Num. Animal cod. Nome Resultado ATT Resultado 2ME

S e N B Bl B ol B




10.

11.

12.

13.

14.

15.

Local e data

Responsével pela coleta CRM

Assinatura:




APENDICE III

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TECLE)

O(A) senhor(a) estd sendo convidado(a) a participar como voluntdrio(a) do estudo intitulado
“CRIACAO EXTENSIVA DE BOVINOS E BUFALOS NA BAIXADA MARANHENSE: analise
de fatores de riscos para infeccdo por Brucella abortus nos municipios de Pinheiro e Santa Helena,
Ma.”, que sera realizada nos municipios de Pinheiro e Santa Helena, no estado do Maranhao, cujo
pesquisador responsavel é o Sr(a) dr. Hamilton Pereira Santos (orientador), médico Veterinério,
professor do Programa de Pds-graduagdo em Defesa Sanitaria Animal da Universidade Estadual do
Maranhio.

Os pesquisadores adotardo as seguintes medidas para minimizar os riscos: contencdo adequada dos
animais; coleta em horérios de boas condicdes de tempo evitando-se os periodos de chuva e calor
intenso; as visitas serdo, preferencialmente, agendadas para as datas coincidentes com maneja
sanitario habitual do rebanho (vacinag¢ao, vermifugagao, marcagao etc).

O participante poderd contar com assisténcia de médico-hospitalar das cidades de Pinheiro e Santa
Helena-MA.

O participante poderd ser ressarcido(a) por qualquer despesa que venha a ter com a sua participagao

e, também, indenizado por todos os danos que venha a sofrer pela mesma razao.

Tendo o(a) participante compreendido perfeitamente tudo o que lhe foi informado sobre a sua
participacdo no mencionado estudo e, estando consciente dos seus direitos, das suas
responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a sua participagdo implica, o(a) mesmo(a)
concorda em dela participar e, para tanto eu DOU O MEU CONSENTIMENTO SEM QUE PARA
ISSO O(A) MESMO TENHA SIDO FORCADO OU OBRIGADO.

Endereco do participante voluntario(a):
Cidade: .....ooovevieiiiiiicie, Telefone: .

Ponto de referéncia:

Institui¢do:

Universidade Estadual do Maranhio

Assinatura ou impressao datiloscopica do(a) Participante da pesquisa



HAMILTON PEREIRA SANTOS

RG: Conselho de Classe

JOSE WENDEL ARAUJO SOARES RG: 521687969



10 ANEXOS

Tabelas de tamanho de amostra minimo, segundo WHO ,1991

Table 3. Hypothesis tests for a population proportion
For 8 one-sided test
n= {7/ [Poll = Po) 142, -/ TP = LY PPy = P
For a two-sided test
1= {71/ [Po(1 = Po) 121 g/ LR =PI AP = Po)

(a) Level of significance 5%, power 30%, one-sided test

S T W N——
F| €05 010 016 0.20 0.25 0.30 0.36 0.40 0.45 0.60 066 0.60 .66 .70 0.75 0.80 0.86 0.80 095

Py
0.05 239 78 40 2% 1B 13 10 8 & 5 i . . ' . . ¥ »
010 | 22 378 109 54 a3 2 16 12 10 8 6 5 ) v : J w ¥
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020 34 102 485 601 161 75 44 29 20 15 11 9 7 5 . . : *
025 | 21 589 686 180 B3 48 31 21 16 12 ] 7 5 . : .
030| 15 156 676 754 195 88 50 32 22 186 12 9 7 5 .
035 | 11 72 176 746 S B0 205 92 52 33 22 16 11 8 6 5
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- 8 11 6 2 33 B2 92 205 804 746 176 72 36
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§o 6 8 1° 12 18 22 33 B4 109 378
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*Sample gi2a less than 5,

[B) Level of significance 6%, power BD%, one-sided test
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