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TUDO EM SEU LUGAR

Navegue, descubra tesouros, mas nao os tire do fundo do mar, o lugar deles € la.
Admire a lua, sonhe com ela, mas néo queira trazé-la para a terra.

Curta o sol, se deixe acariciar por ele, mas lembre-se que o seu calor é para todos.
Sonhe com as estrelas, apenas sonhe, elas s6 podem brilhar no céu.

N&o tente deter o vento, ele precisa correr por toda parte, ele tem pressa de chegar
sabe-se |4 onde.

N&o pare a chuva, ela quer cair e molhar muitos rostos, ndo pode molhar s6 o seu.
Descubra-se todos os dias, deixe-se levar pelas vontades, mas n&o enlouquega por
elas.

Procure, sempre procure o fim de uma historia, seja ela como for.

Acelere seus pensamentos, mas nao permita que eles te consumam.

Abasteca seu coracédo de fé, ndo a perca nunca.

Mergulhe de cabeca em seus desejos e satisfaca-os.

Arrependa-se, volte atras, peca perdao.

N&o se acostume com o que néo o faz feliz, revolte-se quando julgar necessario.
Alague seu coracao de esperanca, mas nao deixe que ele se afogue nelas.

Se achar que precisa voltar, volte!

Se perceber que precisa seguir, siga!

Se estiver tudo errado, comece novamente.

Se estiver tudo certo, continue.

Se sentir saudades, mate-a.

Se perder um amor, ndo se perca! Se acha-lo, segure-o!

Fernando Pessoa



DIAGNOSTICO DE BRUCELOSE EM LEITE EM AMOSTRAS
COLETIVAS DE LEITE BOVINO

RESUMO

A dissertacdo foi dividida em trés estudos. O primeiro objetivou verificar a
existéncia de correlacdo entre altas contagens de células somaticas e reacdes
positivas no Teste do anel em leite (TAL). Foram coletadas 181 amostras de leite
oriundas de tanques de expansédo provenientes de diferentes propriedades rurais e
submetidas ao Teste de Anel em Leite (TAL). Também foi realizada a contagem de
células sométicas (CCS) através do método de citometria de fluxo. O TAL resultou
em 11 amostras positivas (6%), da quais, 5 (45,4%) encontravam-se na faixa de
6x10° cel/mL. Os resultados das anélises demonstraram ndo haver associacio
estatistica entre altas contagens de células somaticas e rea¢cfes positivas no Teste
de Anel em Leite. O segundo estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia de um kit
de teste imunoenzimatico indireto (ELISA) para diagnostico de brucelose em
amostras coletivas de leite. Amostras de leite in natura, totalizando 181, foram
submetidas ao teste ELISA indireto. O teste ELISA identificou 42 (23,2%) amostras
positivas, 11 (6%) suspeitas e 128 (70,7%) negativas. Para comparacéo foi utilizado
0 TAL. O ELISA apresentou sensibilidade de 72,7%, especificidade de 78,6% e um
indice de concordancia Kappa de 0,22. Posteriormente 9 rebanhos foram
selecionados para realizacdo de testes individuais de Antigeno Acidificado
Tamponado (AAT) e 2-Mercaptoetanol 2(ME), por meio de amostragem aleatéria dos
animais em lactacdo. Foram encontrados animais reagentes apenas em rebanhos
considerados positivos no TAL e no ELISA simultaneamente. Constatou-se que o
teste ELISA apresentou valores de sensibilidade e especificidade inferiores aos
relatados em outros paises onde o teste ELISA ja é utilizado, assim como foi
confirmada a existéncia de focos de brucelose em rebanhos leiteiros. No terceiro
estudo, a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) foi empregada para deteccgéo de
Brucella abortus em amostras de leite in natura. Foram selecionadas 90 amostras
para realizacdo da técnica de PCR, sendo 8 positivas no TAL, 37 positivas no
ELISA, 11 suspeitas no ELISA e 34 negativas em ambos 0s testes. A extracao foi

realizada por meio de lise enzimatica, seguida de amplificacdo utilizando primers



BAB e IS 711, que amplificam fragmentos de 498 pares de bases. A visualizagdo foi
realizada utilizando gel de agarose 1% em fotodocumentador Alpha Digi Doc. N&o
foi amplificado DNA de Brucella abortus, demonstrando a PCR nao se a melhor

técnica para o diagndéstico de brucelose em amostras coletivas de leite.

Palavras-chave: Brucella. ELISA. PCR. Células somaticas. Teste anel em leite.



DIAGNOSIS OF BRUCELLOSIS IN MILK USING COLLECTIVE MILK SAMPLES

ABSTRACT

The dissertation was divided in three studies. Our first study determined the
correlation between high somatic cell counts and positive milk ring tests (MRT). The
milk ring test was performed on 181 milk samples from expansion tanks located at
various rural sites in the regions of Brazil. Somatic cell counts (SCC) via flow
cytometry were also performed. MRT identified 11 positive samples (6%) where the
majority were reactive and 5 (2.8%) were found in the 6x10° cel/mL range. The
results showed that there was no statistical relationship between high somatic cell
counts and positive milk ring tests. Our second study evaluated the efficiency of an
enzyme linked immunosorbent assay kit (ELISA) in diagnosing brucellosis in
collective milk samples. The indirect ELISA test was used on 181 samples of fresh
milk and identified 42 positive, 11 suspect and 128 negative samples. These results
were compared to the MR test, the only test approved for collective milk samples by
the Brazilian Ministry of Agriculture, Livestock and Supply (Ministério da Agricultura
Pecuéria e Abastecimento). The ELISA test had sensitivity of 72.7%, specificity of
78.6% and a Kappa concordance index of 0.22. Subsequently, random samples from
lactating animals in nine herds were tested individually by the rose Bengal test (RBT)
and the 2-mercaptoethanol 2(ME) tests. Positive animals were found only in herds
that tested positive in both ELISA and MRT. The ELISA test was neither as sensitive
nor as specific as reported in other countries where the ELISA test is used and where
brucellosis outbreaks have been confirmed in dairy herds. Our third study used the
Polymerase Chain Reaction (PCR) technique to detect Brucella abortus in samples
of fresh milk. Ninety samples were preselected for the PCR test including 45 that
tested positive in ELISA and/or MRT, 11 suspect in ELISA and 34 negative in both
tests. Extraction was carried out by enzymatic lysis followed by amplification using
BAB and IS 711 primers, which amplify fragments of 498 base pairs. Visualization
was accomplished with 1% agarose gel and an Alpha Digidoc Photo Documentation
system. Brucella abortus DNA was not amplified in any of the samples,

demonstrating that PCR is not the best screening technique for brucellosis in milk



samples at the herd level, given that these microorganisms do not always escape
into the milk.

Keywords: Brucella. ELISA. PCR. Somatic cells. Milk ring test.



LISTA DE ABREVIATURAS

Mg = micrograma

Mg/mL = Micrograma por mililitro

ML = microlitro

cm = centimetros

CCSs = contagem de células somaticas
CMT = California mastitis test

dATP = desoxi-adenosina trifosfato
dCTP = desoxi-citosina trifosfato

dGTP = desoxi-guanosina trifosfato

DNA = Acido desoxirribonucleico
dNTPs = desoxirribonucleotideos

dTTP = desoxi-timidina trifosfato

EDTA = Acido etileno-diamino-tetracético
ELISA enzyme-linked imunnosorbent assay
et al. = e colaboradores

g = gramas

HCI = 4cido cloridrico

KDa = kilodalton

L = litro

LPS = lipopolissacarideos

M = molar

MAPA Ministério da Agricultura Pecuaria e Abasteciimento
mg = miligrama

MgCIl2 = cloreto de magnésio

mL = mililitro

mM = milimolar

NaCl = cloreto de sodio

N° = numero

°C = Celsius

p/v = peso/volume

pb = pares de base



PCR = reacao em cadeia pela polimerase

pH = potencial hidrogenibnico

PK = proteinase K

pmol = picomoles

RNA = Aacido ribonucleico

rpm = rotagdes por minuto

SDS = dodecil sulfato de sodio

Taq = Thermus aquaticus

TBE = Tris-Borato-EDTA

TE = tampéo TRIS-EDTA

TRIS = Tris (hidroximetil) aminometano
ul = unidade internacional

V = volts

Xg = multiplos da gravidade terrestre (9,81m/s2)

X = vezes
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Brucelose Bovina

A brucelose bovina é uma doenca infecciosa de origem bacteriana que
possui como agente causador predominante a Brucella abortus, sendo responsavel
por abortos nos estagios finais da gestacao, assim como altas taxas de infertilidade
(ALTON; JONES; PIETZ, 1976). A doenca apresenta-se como uma enfermidade de
evolugdo crbnica, carater infeccioso, altamente transmissivel e com alto potencial
zoonotico, acometendo preferencialmente fémeas em idade de reproducdo e
eventualmente machos.

As bactérias do género Brucella sdo parasitas intracelulares facultativos
capazes de sobreviver e se multiplicar dentro de macréfagos devido a sua habilidade
em escapar do sistema imune do hospedeiro (PAULIM; FERREIRA NETO, 2003). A
bactéria tem predilecdo por tecidos com alta disponibilidade de alguns elementos
como o eritritrol, um hidrato de carbono que desempenha importantes funcées no
metabolismo da Brucella, sendo encontrado em alta concentracdo no Utero
gravidico, nos tecidos mamarios, osteoarticulares e nos 6rgao do sistema reprodutor
masculino (CARTER; CHENGAPPA, 1991).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude Animal, OIE (2003), as
enfermidades infecciosas, entre elas a brucelose, representam um grande empecilho
ao comércio internacional de produtos de origem animal, constituindo-se em um
fator limitante a bovinocultura e privando muitos pecuaristas de atingir mercados
internacionais.

Essa enfermidade apresenta grande impacto econdmico devido a reducéo de
indices zootécnicos, queda na producdo e descarte precoce de animais em pleno
periodo produtivo. Porém os custos relativos da brucelose néo se limitam a perdas
nos indices reprodutivos e nos descarte precoce de animais, mas também devido a
sérias restricdes comerciais de paises potencialmente consumidores.

As perdas econdmicas causadas pela brucelose sdo grandes, mas o real
impacto financeiro é dificil de estimar. Embora na maioria dos paises onde a doenca
se encontra presente existam programas de controle e erradicacdo que obrigam a

notificar as autoridades de saude animal, esses numeros oficiais podem representar
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apenas fracdes da verdadeira ocorréncia da enfermidade (SELENN; BOYLE;
SRIRANGANATHAN, 2010).

A brucelose assume também importancia em saude publica, devido aos riscos
que representa para os trabalhadores que compfdem determinados grupos
ocupacionais como tratadores, veterinarios, margarefes e laboratoristas (RAMOS et
al., 2008).

O contato direto e indireto com animais infectados, a exposicéo acidental em
laboratorios em que se trabalha com o agente e o consumo de alimentos lacteos
contaminados constituem as principais formas de contagio da doenca em humanos
(MARIANELLI et al., 2007). Desta forma, o risco de contagio por alimentos como
leite ndo pasteurizado e a carne ndo deve ser negligenciado, haja vista a capacidade
da Brucella spp de manter-se viavel durante meses, sendo pouco afetada pela
acidificacdo muscular, refrigeracao ou congelamento. Além do calor, a eliminacéo do
agente s6 ocorre em situacbes de pH inferior a 4 (PESSEGUEIRO; BARATA,
CORREIA, 2003).

A OIE demonstra preocupacéo com a brucelose, pois a severidade da doenca,
com efeito altamente debilitante quando acomete o homem, certamente justifica sua
erradicacdo (CARVALHO-NETA et al., 2010; GODFROID et al., 2005). Em virtude
desse fato, nos paises onde a doenca ainda ocorre, existe a necessidade de se
estabelecerem programas com o intuito de seu controle e posterior erradicacao.

O processo de erradicacdo da brucelose € complexo, estando sujeito a
alteracdes devido a focos emergentes ou reemergentes, influenciados pelo aumento
dos movimentos migratorios e pela crescente importacdo de produtos de origem
animal (SELEEM; BOYLE; SRIRANGANATHAN, 2010). Deve-se levar em
consideracao o fato de que a prevaléncia da brucelose nos animais domeésticos esta
intimamente relacionada com o0s animais selvagens, importantes reservatorios da
doenca (HERRERA et al., 2010). Poucos paises como Austria, Finlandia,
Dinamarca, Alemanha e Holanda conseguiram efetivamente se livrar da doenca, e
ainda demandam grandes investimentos para que seja mantido este status
(CUTLER; WHATMORE; COMMANDER, 2005; GODFROID 2002; LOPES et al.,
2010)

O carater intracelular da bactéria dificulta as medidas terapéuticas e
consequentemente compromete o tratamento de animais infectados. Desta forma,

as medidas preventivas, como a vacinagdo das fémeas e o controle no transito de
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animais, tém importancia fundamental no combate a doenca (ACHA; SZYFRES,
2003; LORD et al., 1998; POESTER, 1998; CAMPANA; GOTARDO:; ISHIZUCA,
2003).

1.2 Etiologia e Epidemiologia

Algumas caracteristicas inerentes ao género Brucella permitem classifica-las
em dois grupos antigénicos distintos: Brucella de morfologia colonial lisa ou classica
e Brucella de morfologia rugosa. As bactérias com morfologia colonial lisa ou
classica (B. abortus, B. melitensis e B. suis) apresentam patogenicidade, porém
quando evoluem para formas rugosas ou mucoide como B. ovis e B. canis deixam
de ser patogénicas (BRASIL, 2006)

As Brucella spp. tem estrutura antigénica completa, sendo os antigenos mais
importantes 0 lipopolissacarideo—-LPS, o hapteno nativo-HP, proteinas
citoplasmaticas e proteinas de membrana externa (SANCHES et al., 2000). A
composic¢ao bioquimica do lipopolissacarideo (LPS) da parede celular € responsavel
pela morfologia colonial da Brucella e o principal envolvido no desencadeamento dos
fendmenos imunoldgicos (PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).

Altas densidades animais favorecem a difusdo da infec¢do, particularmente
apos episodios de abortamento (NICOLETTI, 1980), assim como a compra de
animais representa fator de risco para introducdo da brucelose em propriedades
livres, sendo o risco variavel de acordo com a fonte da compra desses novos
animais (CRAWFORD; HUBER; ADAMS, 1990).

As descargas uterinas assim como o0s produtos resultantes do aborto
constituem o principal material de contaminacdo para o ambiente e consequente
fonte de transmissdo da Brucella, por meio de ingestdo, lambedura ou pelo habito
dos bovinos de cheirar os genitais de outros bovinos (DIVERS; PEKK, 2008).

A transmissao de brucelose também pode ocorrer através do leite proveniente
de vacas portadoras, que ndo apresentem sinais clinicos, assim como por meio de
fezes provenientes de bezerros que ingerem o leite de vacas infectadas, tendo em
vista que a Brucella possui capacidade de se albergar em linfonodos e serem
excretadas ainda viaveis pelas fezes (ACHA; SZYFRES, 2003; DIAS, 2004,
ENGLAND et al., 2004).
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Desta forma, o pasto também pode ser considerado uma fonte de
contaminacgéo, devido as fezes de bezerros que se alimentam de leite contaminado,
pois nem todas as bactérias sédo eliminadas durante a passagem pelo trato digestivo
(ACHA; SZYFRES, 2003).

A constituicdo da parede celular da Brucella Ihe assegura maior resisténcia ao
meio ambiente, desta forma o sombreamento, as baixas temperaturas e a umidade
elevam o periodo de sobrevivéncia da bactéria fora do hospedeiro (PAULIN;
FERREIRA NETO, 2003).

A principal via de acesso da bactéria ao organismo € a mucosa do aparelho
digestivo (via oral). A Brucella tem a capacidade de atravessar a barreira intestinal e
por meio do sistema porta chegar a circulagcdo sanguinea, onde é fagocitada pelos
macrofagos. No interior destas células, inicia seu processo de multiplicacdo e
posteriormente se encaminha aos tecidos de eleicdo (ACHA; SZYFRES, 2003;
CAMPANA:; GOTARDO:; ISHIZUCA, 2003).

A transmissdo pode ocorrer também de forma congénita, levando alguns
desses animais a se tornarem portadores latentes. Nesses animais, a vacinagao &
ineficaz, constituindo um sério problema aos programas de controle da doenca em
rebanhos de baixa prevaléncia. A soroconversao desses animais pode ocorrer na
metade da primeira gestacdo (ACHA; SZYFRES, 2003; BISHOP; BOSMAN; HERR,
1994; TIMONEY et al., 1988).

Devido aos mecanismos de defesa uterina, o0 risco de transmissdo venérea
por meio de monta natural € muito baixo (PAULIN; FERREIRA NETO, 2003). Ao
contrario do que ocorre pela inseminacao artificial, que apresenta elevado risco, pois
a deposicdo do sémen ocorre diretamente no colo uterino da vaca receptora,
eliminando o0s mecanismos naturais de defesa presentes na vagina
(VASCONCELLOS; ITO; CORTES, 1987).

Os animais castrados nao representam fontes de infeccdo da brucelose
bovina, porém constituem importante risco de transmissdo da doenca para o homem
devido a cadeia produtiva da carne, que demanda a manipulagcdo das carcagas
durante o abate (BERR,1988; PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).
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1.3 Patogenia

Apos a internalizacdo da bactéria pelos macréfagos, estes se movem atraves
dos vasos linfaticos e se deslocam pelos 6rgaos através da corrente sanguinea,
instalando-se em baco, linfonodos, figado, aparelho reprodutor masculino, Ubere e
Utero (TORTORA; FUNKE; CASE, 2000).

O mecanismo de permanéncia da Brucella spp. no interior de macrofagos esta
relacionado a sintese de enzimas antioxidantes e a producdo de guanosina 5’
monofosfato (GMP) e adenina durante o processo de fagocitose, 0 que por sua vez,
impede a fusdo do lisossomo com o fagossomo, impossibilitando a degranulacao
dos macréfagos e consequentemente a destruicdo do agente (ARESTEGUI et al.,
2001; BALDWIN; PARENT, 2002; CARVALHO-NETA et al., 2010).

O eritritol € encontrado nos tecidos osteoarticulares, mamarios, 6rgao
reprodutores masculino e feminino, e na placenta da vaca, onde ocorre grande
guantidade desse hidrato de carbono, que estimula a multiplicacdo da Brucella, e
contribui para a elevada suscetibilidade dos tecidos fetais dos bovinos. Nas vacas, a
concentracdo de eritritol se altera de forma gradativa conforme o periodo
gestacional, atingindo niveis maximos préximos ao parto, o que eleva a capacidade
de infeccdo e multiplicacdo dos microrganismos na parte final da gestacéo
(CARTER;CHENGAPPA, 1991; LAGE et al., 2008 ).

Ao atingir a placenta, a bactéria tem predilecdo pelo epitélio trofoblastico,
resultando em placentite necrética (TORTORA; FUNKE; CASE, 2000; BRASIL,
2006). Essas lesbes necrotico-inflamatérias placentarias levam ao comprometimento
da circulacdo materno-fetal, impedindo a passagem de nutrientes e oxigénio da mae
para o feto, provocando assim o aborto (ACHA; AZYFRES, 2003).

As bactérias em altas concentracdes no amnio podem levar a morte fetal,
assim como a elevada quantidade de endotoxinas liberadas ap0s a destruicdo da
Brucella, leva a um processo inflamatoério dos placentomas, que podera culminar em
necrose, lise de vilosidades, descolamento dos cotilédones e da caruncula. Em
casos agudos, esse processo leva ao aborto, porém se a necrose nao atingir a
intensidade para desencadear o aborto, havera uma grande deposicdo de fibrina
entre as vilosidades, reduzindo o fluxo sanguineo e produzindo crias fracas e
consequentemente retencdo placentaria (ACHA; SZYFRES, 2003).

Apoés a expulsédo do feto ocorre a migracdo da bactéria do Utero em repouso
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para outros Orgdos ativos, como os linfonodos supramamarios ou para a propria
glandula mamaéaria, desencadeando mastites cronicas sem lesdes aparentes ou com
caracteristicas sugestivas de brucelose (BATHKE, 1988).

Nos machos, a Brucella pode localizar-se nos testiculos e nas glandulas
genitais anexas, provocando as seguintes manifestacdes clinicas: aumento de
volume dos testiculos, diminui¢do da libido e infertilidade (ACHA; SZYFRES, 2001).

Segundo Campana, Gotardo e Ishizuca (2003) outros sinais clinicos podem
ser observados como artrite no tarso e no metatarso ou poliartrite, tenosinovite,
bursites e abscessos cutaneos. As lesdes observadas nos fetos abortados s&o:
edema de pele, no pericardio e no corddo umbilical, transudato sero-hemorragico
nas cavidades toracica e abdominal e também no pericardio.

Dentro da célula, a Brucella tem a capacidade de se replicar, desta forma a
resposta imune mediada por células tem um importante papel nos fenbmenos da
relacdo hospedeiro- parasita, com destaque para os macréfagos, as citocinas tipo
Th1l e as células citotdéxicas (SALDARRIAGA; OSSA; RUGELES, 2002).

A resposta humoral dos bovinos contra a Brucella abortus consiste na
producédo de IgM, sendo sua duragao dependente da via de exposi¢cdo, da dose de
bactéria e da condi¢cdo sanitaria do animal. Quase imediatamente apds a resposta
de IgM vem a producao de IgG1 e mais tardiamente menores quantidades de IgG2 e
IgA. Devido a epitopos comuns presentes na camada lipopolissacaridea (LPS) da
Brucella lisa (B. abortus, B. melitensis e B. suis) todos os testes sorolégicos utilizam
o antigeno de B. abortus recomendado pelo Manual da OIE, enquanto que as
espécies rugosas de Brucella sdo diagnosticadas utilizando antigenos especificos de
cada espécie (NIELSEN, 2002).

1.4 Brucelose e Cadeia Agroindustrial do Leite

A producdo de leite € uma atividade importante ndo apenas do ponto de vista
econdbmico mas também social, auxiliando na fixacgdo do homem no campo. O
sistema de producdo do leite passou por profundas transformacgdes, exigindo dos
produtores cada vez mais uma visdo empresarial da atividade e um controle mais
rigido em relagdo a producdo e a qualidade do leite entregue as usinas de
beneficiamento.

O crescimento do mercado do leite exige sistemas de producdo intensivos,
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eficientes e cada vez mais cientes da legislacdo sanitaria e ambiental. O controle, a
prevencdo e a erradicagcdo de doencas transmissiveis, os programas de boas
praticas de fabricacéo e de reducéo de riscos sédo pontos fundamentais para que se
obtenha uma producao segura e sustentavel.

A brucelose bovina acomete animais em todo territério nacional (Figura 1),
mas sua prevaléncia e distribuicdo regionais ainda ndo sdo bem caracterizadas
(FERREIRA-NETO 2009).

Figura 1 - Prevaléncia de focos de brucelose nas Unidades Federativas
brasileiras.
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Fonte: Ferreira Neto et al., 2009.

Segundo Garcia-Carrilo (1986), as perdas econbmicas decorrentes da
brucelose bovina séo representados pela reducdo na produgédo de leite e carne,
diminuicdo do valor dos animais e dos subprodutos. Ainda séo acrescidos a estes 0s
custos médicos inerentes ao tratamento das pessoas; desta forma, quando somadas
todas essas perdas, elas sdo superiores aos custos necessarios ao controle da
doenca.

A prevaléncia da brucelose em propriedades destinadas a producao de leite
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(10,97%) é superior a prevaléncia em propriedades destinadas a bovinos de corte
(9,37%) em regides do Triangulo Mineiro, conforme estudos de Gongalves et al.
(2009). A exploracdo de animais de condicdo sanitaria desconhecida coloca em
risco ndo apenas quem trabalha nessa atividade mas também guem consome
produtos oriundos desses animais. No caso especifico da brucelose, caso o leite ndo
seja pasteurizado ou receba algum tipo de tratamento térmico eficiente, € um
possivel meio de transmisséo para consumidores.

Muitos consumidores preocupam-se pouco com a origem do leite e dos
gueijos que consomem, valorizando no caso do leite fluido o fato de vir direto da
fazenda, sem passar por processos de pasteurizagéo, fato que pode agravar o risco
de transmissao de doencas (MIYASHIRO, 2004).

Antes do advento da pasteurizacdo, a principal forma de contagio da
brucelose para o homem era por meio da ingestéo de leite e derivados oriundos de
vacas e cabras infectadas (NICOLETTI, 2002; PAPPAS et al.,, 2005). Com a
utilizacdo da pasteurizacdo, as principais formas de transmissdo passaram a ser
devido ao contato direto com animais infectados e aerossoéis (ACHA; SZYFRES,
2003).

1.5 Vacinas contra brucelose bovina

A vacinacdo € uma das estratégias mais importantes na estrutura de um
programa de controle de uma doenca como a brucelose, constituindo um fator
primordial para baixar a prevaléncia em paises em desenvolvimento, devido ao
baixo custo envolvido (LAGE et al., 2008).

A vacina ideal para brucelose deveria ser inGcua para homens e animais,
proteger 100% dos animais com dose Unica, ndo possuir restricdes quanto ao sexo e
a faixa etaria, ser de baixo custo, facil armazenagem e transporte e nao interferir no
diagnostico da doenca (PAULIM; FERREIRA NETO, 2003). Porém ainda néo é
possivel reunir todas essa caracteristicas em uma mesma vacina, sendo necessario
optar por caracteristicas relacionadas a melhores niveis de protecéo.

As vacinas vivas sao as unicas que tém a capacidade de promover a
multiplicagdo do agente no organismo do hospedeiro, sendo essa multiplicacido

fundamental para a elaboracdo de uma resposta imune mediada por células, que
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tem papel essencial para eliminar a Brucella e proteger o hospedeiro de uma nova
infeccdo (NICOLETTI, 1980).

A protecdo proporcionada pelas vacinas atenuadas se deve a capacidade
dessas em induzir a producdo de linfocitos T de memoria, que sensibilizados,
circulam pela corrente sanguinea até encontrarem bacterias livres ou mesmo
internalizadas em macréfagos. A concentracdo associada a multiplicacdo local
desses linfocitos leva a producdo de substancias sollveis, que recrutam e ativam
macrofagos e outros tipos de linfécitos com a finalidade de destruir as bactérias
(JONES; HOOPER, 1976).

A principal vacina utilizada em muitos paises, inclusive no Brasil, é
denominada B19 devido a forma como foi descoberta. A vacina foi elaborada a partir
de um isolado atenuado de Brucella abortus em 1923 por Jonh Buck a partir de uma
amostra de leite de uma vaca Jersey que, embora nao tivesse abortado, havia se
tornado estéril. O pesquisador percebeu que a amostra conferia protecdo contra o
aborto e contra a infeccdo quando aplicada em fémeas sexualmente imaturas, sendo
capaz de conferir uma imunidade duradoura e estavel (ADAMS, 1990).

A cepa da vacina B19 nédo se beneficia da degradacao do eritritol, devido a
auséncia de um fragmento de 702 pares de base do gene Ery (CORBEL, 1997). A
falta da enzima D eritrose-1-fosfato desidrogenase causa o acumulo de um
metabolito intermediario téxico, e a deplecdo nos niveis de ATP, provocando
inclusive a inibicdo de seu crescimento na presenca do eritritol (ADAMS, 1990).

A vacina B19 apresenta como inconveniente a presenca da cadeia “O”, que
induz a producéo de anticorpos aglutinantes nos primeiros meses de pés-vacinacao,
e pode interferir em testes de diagnostico. A B19 é patogénica para outras espécies,
inclusive o homem, assim como para bovinos machos, que permanecem com titulos
vacinais por toda vida (OMS, 1986).

A vacina RB 51 (Rough Brucella 51) foi obtida a partir de repiques sucessivos
de uma amostra virulenta de B. abortus 2308 em meios contendo rifampicina, de
forma a se obter uma cepa mutante rugosa, resistente a rifampicina, mas estavel e
atenuada (SCHURING et al., 1991).

A auséncia do gene wboA na cepa vacinal da RB 51, responsavel pela
codificacdo de uma glicosiltransferase, e essencial para biossintese do antigeno da

cadeia “O” do LPS, permite que a vacina seja utilizada na imunizagdo de fémeas
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adultas, pois ndo induz a producao de anticorpos aglutinantes (VEMULAPALLI et al.,
2000).

N&o é conhecido ainda qual o tempo que uma unica dose da vacina RB 51 é
capaz de conferir protecdo ao animal vacinado, nem se realmente representa algum
tipo de risco aos seres humanos, haja vista que € excretada no leite de animais
adultos vacinados. A excrecdo de RB 51 pelo leite de vacas vacinadas ja foi
comprovada, mas a intensidade e duracdo dessa excrecdo ainda nao esta
totalmente esclarecida (LEAL-HERNANDEZ et al., 2005).

No Brasil, a vacina RB 51 é utilizada de forma complementar, haja vista que a
vacinacdo com a B19 ainda é obrigatéria no pais, com excec¢do do Estado de Santa
Catarina. A comercializagdo e utilizacdo da vacina RB 51 foi regulamenta pela
instrucéo normativa n® 33, de agosto de 2007, que estabelece em quais situacdes a
vacina deve ser utilizada (BRASIL, 2007).

1.6 Controle da brucelose bovina

Segundo Paulin e Ferreira Neto (2003),c um programa de controle da
brucelose bovina deve se estruturado em quatro fases:

e Deve-se iniciar por uma elevada cobertura vacinal, com taxas
superiores a 80%, o que levaria a decréscimo da prevaléncia com
valores inferiores a 2%.

e A segunda fase é marcada pelo abandono da vacinagéo e incremento
das acbGes de diagnéstico e sacrificio sistematico dos animais
soropositivos, pois depois de atingida a taxa de prevaléncia abaixo de
2%, a vacinacao torna-se desnecessaria. Devendo- se substituir as
estratégias de controle pelas de erradicacao, objetivando-se ndo mais
apenas reduzir o numero de focos, mas sim elimina-los. Em um
programa de erradicacdo, as estratégias empregadas tém como
objetivo a detec¢cédo dos focos residuais, utilizando-se para isso as
pesquisas de anticorpos no leite, estudos por amostragem,
investigacbes de casos de brucelose humana, investigacao
epidemiologica de propriedades relacionadas a propriedades-foco e

investigacdo de abortos em bovinos.
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e A terceira fase deve ser a solucdo de problemas individuais, levando
ao aprimoramento do programa a cada regiao.

e A guarta fase consiste no conjunto de acdes de vigilancia para que se
evite o retorno da infeccao, e rapida deteccao e eliminacdo caso seja
novamente detectada a presenca da doenca.

Sistemas de vigilancia eficientes necessitam de integracdo em diversos
setores de saude publica, de forma a se estabelecer um fluxo de informagfes entre
o0 servico de inspecdo em abatedouros e o servico de defesa sanitaria animal
(BRASIL, 2006).

Os programas bem estruturados atingem bons niveis de controle com
reducao de prevaléncia apos aproximadamente 20 anos de trabalho. Constituindo-se
de programas com intensa coordenacdo entre acdes do servico oficial e entidades
privadas, que resultam ndo apenas na eliminacdo da doenca mas também no
desenvolvimento e fortalecimento dos servicos de defesa sanitaria animal (BRASIL,
2006).

As espécies silvestres com destaque para as unguladas sdo reservatorios
naturais da Brucella abortus e desempenham um importante papel na epidemiologia
da doenca, atuando como mantenedores do agente no ambiente silvestre (PAULIN;
FERREIRA NETO, 2003). Essas espécies estdo relacionadas ao reaparecimento de
focos em regibes consideradas livres de brucelose, demonstrando que a

manutencdo do status de livre € dependente de varios fatores.

1.7 Diagnéstico da brucelose

Segundo Bricker (2002), o diagnostico definitivo de uma doenca é obtido pelo
isolamento e identificacdo do agente envolvido, porém os métodos diretos se tornam
inviaveis quando se trabalha com rebanhos e com agentes de elevado risco de
manipulagdo, como sdo bacterias do género Brucella.

A brucelose é a mais frequente infec¢do bacteriana adquirida em laboratorio, o
gue comprova o elevado risco de isolamento desse agente. No homem provoca
sinais inespecificos, afetando varios 6rgaos e sendo altamente incapacitante, o que
eleva os custos indiretos da doenca (DAHOUK et al., 2003).

O diagnéstico indireto é o mais adotado e envolve a pesquisa de anticorpos

anti-Brucella em soro ou liquidos organicos, como sémen ou muco vaginal. Ja o
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meétodo direto, menos utilizado, ocorre por meio do isolamento da Brucella de
liguidos ou tecidos, sendo mais restrito a pesquisas (VANZINI, 1995; POESTER,
1997).

Para Mathias (1996), em programas de controle da brucelose bovina o mais
indicado para reduzir falhas decorrentes de testes de diagndstico seria utilizar uma
combinacdo de provas sorologicas que se completem e associa-las a analise
epidemioldgica do rebanho examinado.

Segundo Langenegger (1992), é dificil conciliar em uma mesma prova alta
sensibilidade e especificidade. Cada teste apresenta vantagens e limitacdes, fatores
inerentes ao proprio teste, que certamente devem ser levados em consideragdo na
escolha do teste de diagndstico a ser aplicado no rebanho.

No Brasil, o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose Animal (PNCEBT) foi instituido em janeiro de 2001, tendo como
objetivos baixar a prevaléncia e a incidéncia da brucelose e da tuberculose e criar
um nuamero significativo de propriedades certificadas como livres dessas doencas,
visando oferecer ao consumidor produtos de baixo risco para a saude publica
(BRASIL, 2001).

O PNCEBT determina os métodos de diagnéstico para brucelose e os tipos de
teste aos quais cada rebanho deve ser submetido, além de classifica-los como

testes de triagem ou testes confirmatoérios, como especificado a seguir:

I. Teste do antigeno acidificado tamponado (AAT): trata-se de um teste de
triagem muito sensivel, de facil execucao, realizado por médicos veterinarios
credenciados;

.  Teste do 2-mercaptoetanol: teste confirmatorio € mais especifico, devendo
ser executada em laboratérios credenciados ou em laboratérios oficiais
credenciados.

M. Teste de fixagdo de complemento: deve ser executado por laboratorios
oficiais, para efeitos de transito internacional e para o diagnostico de casos
inconclusivos ao teste do 2-mercaptoetanol;

IV.  Teste do anel em leite: deve ser utilizado para monitoramento da condi¢cao
sanitaria de propriedades certificadas e como ferramenta em vigilancia

epidemioldgica para brucelose (BRASIL, 2003).
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A prova do AAT, denominada comumente como teste do rosa bengala,
consiste em uma soroaglutinacdo em placa, com o antigeno tamponado em pH
baixo (3,65). Este procedimento promove a acidificacdo do antigeno, reduzindo a
atividade da IgM e tornando a prova seletiva para identificacdo da subclasse 1gG1
(MEGID et al., 2000).

Em outubro de 2010, através da Instrugdo Normativa nimero 27, o Ministério
da Agricultura Pecuaria e Abastecimento aprovou o teste de polarizacéo
fluorescente — TPF como método oficial para ser utilizado no diagnostico de
Brucelose (BRASIL 2010)

O teste de 2-ME tem como base a ag¢ao de certos compostos redutores que
contém o radical tiol (2-ME), que atua degradando a conformacao pentamera da IgM
e consequentemente determinando a perda da atividade aglutinante. Esta
desnaturacao torna a prova sensivel as aglutinacdes estabelecidas pela classe 1gG,
gue ndo sofre alteracbes de conformacao devido a presenca do 2-mercaptoetanol
(MEGID et al., 2000).

Segundo Bercovitch (1998), o teste de 2-mercaptoetanol deve ser realizado
em conjunto com a soroaglutinacdo lenta em tubos, tendo em vista que o 2-
mercaptoetanol n&o detecta as fracdes IgM, ndo sendo adequado para infeccdes
recentes, podendo resultar em falso negativo.

Os métodos sorolégicos convencionais apresentam o0 inconveniente
relacionado a incapacidade de diferenciar animais vacinados com cepa B19, de
animais infectados naturalmente com a cepa de campo. A busca por novas técnicas
e ou aprimoramento de técnicas existentes, visando superar 0s inconvenientes das
provas convencionais, tém sido um dos grandes desafios das pesquisas
(SAMARTINO et al., 2000).

O teste ELISA é uma reacdo que tem com base o uso de antigenos ou
anticorpos marcados com enzimas, na qual o complexo resultante possui atividade
imunoldgica e enzimatica. Devido a ligacdo de um de seus componentes (antigeno
ou anticorpo) marcado com uma enzima e associados a um suporte
imunoadsorvente, o complexo formado torna-se imobilizado. A adicdo de um
substrato com caracteristicas cromogénicas especifico para a enzima promove 0
desenvolvimento de coloragdo que pode ser mensurada com o auxilio de um
fotocolorimetro ou de um espectrofotdmetro. Dentre os diversos ELISAS, o indireto

(ID) é amplamente utilizado para a deteccdo ou quantificacdo (titulacdo) de
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anticorpos em amostras de soro, especialmente em estudos soroepidemiol6gicos
(MADRUGA; ARAUJO; SOARES, 2001).
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CAPITULO 2 - CORRELACAO ENTRE CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS E
TESTE DE ANEL EM LEITE PARA DIAGNOSTICO DA BRUCELOSE

RESUMO

A brucelose € uma doenca infecciosa altamente transmissivel e potencialmente
zoonotica que ocorre de forma endémica no Brasil. O teste de anel em leite (TAL) é
um teste e diagndstico para brucelose aprovado pelo Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento. Alguns fatores podem interferir no seu resultado, como a
fase de lactacdo, mastites e o leite acido. A contagem de células somaticas (CCS) é
um dos principais parametros para avaliar a saude da glandula mamaria, e
consequentemente a presenca de processos inflamatoérios. Desta forma, o objetivo
da pesquisa foi avaliar a existéncia de correlacdo entre altas contagens de células
somaticas e reacdes positivas no TAL. Foram analisadas 181 amostras de leite
oriundas de tanques de expansado, provenientes de diferentes propriedades, por
meio do TAL e realizada a (CCS) através do método de citometria de fluxo. O TAL
indicou 11 amostras positivas, das quais, 5 (45% das amostras positivas),
encontravam-se na faixa de 6x10° cel/mL. Os resultados das analises demonstraram
nao haver associacdo estatistica entre altas contagens de células somaticas e

reacoes positivas no teste de anel em leite.

PALAVRAS-CHAVE: Brucelose. Teste anel em leite. Células soméaticas
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CHAPTER 2 - CORRELATION BETWEEN SOMATIC CELL COUNT AND MILK
RING TEST FOR THE DIAGNOSIS OF BRUCELLOSIS

ABSTRACT

Brucellosis is an infectious highly transmissible and potentially zoonotic disease that
occurs endemically in Brazil. The diagnosis is based primarily on the detection of
antibodies in serum but other fluids such as milk may also be used. The milk ring test
(MRT) is approved by the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply, but has some
factors that can interfere with the outcome as the stage of lactation, mastitis, and acid
milk. The somatic cell count is one of the key parameters to assess the health of the
mammary gland, and consequently the presence of inflammatory processes. The
objective of this research was to evaluate the correlation between high somatic cell
counts and positive reactions in the MRT. The results of the analysis showed no
association between high somatic cell counts and positive reactions in the milk ring

test.

KEYWORDS: Brucellosis, milk ring test, somatic cells
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2.1Introducéao

A brucelose bovina € uma doenca infecciosa de origem bacteriana, que
possui como agente causador predominante a Brucella abortus, sendo responsavel
por abortos nos estagios finais da gestacdo, assim como altas taxas de infertilidade
(ALTON; JONES; PIETZ, 1976). A doenca apresenta-se como uma enfermidade de
evolugdo crbnica, carater infeccioso, altamente transmissivel e com alto potencial
zoonotico, acometendo preferencialmente fémeas em idade de reproducdo e
eventualmente machos (CAMPANA; GOTARDO; ISHIZUCA, 2003).

No Brasil a brucelose ocorre de forma endémica, sendo responsavel por
graves perdas econdmicas, porém o real impacto financeiro € dificil de ser estimado.
Embora nos programas de controle e erradicacao as notificacdes de casos positivos
as autoridades de saude animal sejam obrigatdrias, os numeros oficiais podem
representar apenas fracbes da verdadeira ocorréncia da enfermidade (SELEN;
BOYLEI; SRIRANGANATHAN, 2010).

O diagnéstico indireto € o mais adotado e envolve a pesquisa de anticorpos
anti-Brucella em soro ou liquidos organicos. O método direto, menos utilizado, é
realizado por meio do isolamento e identificacdo da Brucella em liquidos ou tecidos,
sendo mais restrito a pesquisas (BRASIL, 2006; NIELSEN, 1995).

De acordo com Brasil (2006), os métodos de diagnéstico baseados na
pesquisa de anticorpos utilizam predominantemente soro, porém varios outros
fluidos corporais podem ser utilizados, como o0 sémen, 0 muco vaginal e o leite, nos
quais a deteccdo de anticorpos especificos podem caracterizar a presenca de
brucelose.

O TAL tem a capacidade de revelar anticorpos da classe IgA, aderidos as
moléculas de gordura pela sua fracdo Fc. Quando o anticorpo reage com o antigeno
corado (hematoxilina ou tetrazolio) forma-se a malha de aglutinacdo, que se junta a
gordura, sendo arrastados para superficie e revelando o anel colorido que identifica
a amostra positiva (BRASIL, 2006).

A alta sensibilidade do teste do anel em leite (TAL) permite identificar
rebanhos infectados e monitorar rebanhos livres (NIELSEN, 1995). Desta forma, o
TAL pode ser considerado um método barato e eficaz para vigilancia de brucelose
em rebanhos leiteiros, e facilmente utilizado em plataformas de recepcao de leite
(BLOOD; RODOSTITS, 1991).
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A mastite € definida como um processo inflamatério da glandula maméaria em
resposta a uma agressao quimica, fisica ou bioldgica (RADOSTITS et al.,2002).
Cerca de 90% das mamites tém como agente patogénico bactérias. A forma clinica
da mastite exibe sinais evidentes, sendo de facil identificacdo pelas alteracdes nas
caracteristicas do leite, e normalmente observadas durante os testes realizados
antes da ordenha. A forma subclinica ndo apresenta sinais passiveis de serem
visualmente identificados, sendo diagnosticada por testes como o California Mastitis
Test (CMT) (PHILPOT e NICKERSON 1991)

As células somaticas sao o conjunto das células presentes no leite, composto
por células epiteliais da glandula mamaria e células com func¢des de defesa do
organismo, como neutrdéfilos, linfécitos e macréfagos (ANDREWS et al.,, 2008;
HARMON, 1994; SCHUKKEN et al., 2003;). Segundo Sordillho et al. (1997), os
neutréfilos sdo as células predominantes no inicio da inflamacdo, e as células
epiteliais representam apenas uma pequena percentagem.

A contagem de células somaticas (CCS) apresenta correlacdo positiva com a
presenca de mastite, constituindo um dos principais métodos do diagndstico de
infeccdo e monitoramento da salde da glandula mamaria. Elevacbes acima de
200.000 céls/mL s&o consideradas anormais e constituem um indicativo de
inflamacé@o do Ubere, e esse valor pode chegar a milhdes de céls./mL nos casos
clinicos de mastite (HARMON, 2001).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar a existéncia de
correlagcdo entre altos valores de CCS e reacbes positivas no TAL para o
diagnéstico de brucelose.

2.2Materiais e Métodos

A pesquisa foi previamente aprovada pelo Comité de Etica na Utilizagdo de
Animais - CEUA da Universidade Federal de Uberlandia sob o protocolo n° 019/14 (
Anexo 1).

A pesquisa foi desenvolvida em parceria com uma empresa de laticinios,
sendo coletadas 181 amostras de leite diretamente do tanque de expansao de cada
propriedade. As amostras foram coletadas aleatoriamente em frascos estéreis de 70
mL, acondicionadas em recipientes isotérmicos, mantidas entre 2°C a 8°C e

encaminhadas ao laboratério de Doencas Infectocontagiosas (LADOC) da
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Faculdade de Medicina Veterinaria (FAMEV) da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU).

Para a realizacdo das analises, cada amostra foi dividida em duas partes,
conforme demonstrado na figura 2, sendo uma fragcdo acondicionada em frascos
com conservante bronopol® (2-bromo-2 nitropropano-1,3 diol) e encaminhada para o
laboratério da Clinica do Leite no municipio de Piracicaba, S&o Paulo,
(ESALQ/USP), para a contagem eletrénica de células somaticas por citometria de
fluxo (IDF, 1995).

Outra fracao de cada amostra foi destinada ao TAL, sendo adicionado 1mL de
formol a 1% para cada 10 mL de leite e mantida refrigerada por 24 horas. Antes do
teste as amostras foram homogeneizadas, e com o auxilio de uma pipeta, 1,0 mL de
cada amostra foi colocado em tubos de ensaio, em seguida adicionaram-se 30 pL do
antigeno para a prova do anel do leite. O antigeno utilizado foi produzido pelo
Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR) partida 003/13 e fabricado em outubro
de 2013. Apdés a homogeneizacao, as amostras foram incubadas em estufa a 37°C
por uma hora. A leitura foi realizada conforme recomendacdes da OIE (2009) e
Gonzales-Tomé (1993) onde a presenca de um halo de cor azul sobre uma coluna
branca é o indicativo de reacgdo positiva.

Os resultados de CCS e do TAL foram analisados através do teste de

correlacdo de Spearmam, utilizando o Software BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007).

Figura 2 — Fluxograma de a¢0es executadas durante a realizacdo da pesquisa

FEEDBACK

TESTE ANEL LEITE

FAZENDA |, EMERESS AMOSTRA ANALISE

LATICINIO 70 ML LEITE DADOS
CONTAGEM

CELULAS (cCS)

—» RESULTADO

2.3Resultados e Discussao

Os resultados referentes a contagem de células somaticas e ao teste de anel em

leite estdo expressos na Tabela 1.
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Tabela 1 — Relacéo entre a contagem de células sométicas (CCS) e resultado no
teste de anel em leite (TAL) para brucelose em 181 amostras coletivas de leite

Resultados no TAL

CCSs (10 N° de N° de Nao Total
3mL) Reagentes (%) Reagentes (%)

Até 300 02 4,7 40 95,3 42
301 a 600 05 7,5 61 92,5 66
601 a 900 02 4,7 40 95,3 42
901 a 1.200 00 0,0 12 100 12
Acima 1.201 02 10,5 17 89,5 19

A faixa de CCS com maior propor¢cdo de amostras reagentes ao TAL (5),
encontradas neste estudo situou-se entre 301 e 600 x 10°, cel/ mL. Esses valores
estdo bem préximo de 500 x 10°, cel/ mL admitido como padréo para o leite cru pela
IN 62 do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento ( BRASIL, 2011).

Segundo Brasil (2006), um dos fatores limitantes do TAL é a possibilidade de
resultados falso-positivos em presenca de leite proveniente de animais com mastite.

Mesmo amostras com alta contagem de células somaticas, como as que
apresentaram valores superiores a 1,5 x 10° /mL, n&o foram reagentes ao teste de
anel em leite, demonstrando que processos inflamatdrios com altas contagens de
células sométicas ndo foram suficientes para deflagrar resultados positivos.

Os resultados encontrados nesta pesquisa divergem dos resultados
encontrados por Silva-Junior et al. (2007), que obtiveram elevado percentual de
reacoes falso-positivas no TAL em animais que apresentaram reacdo positiva ao
teste de CMT. Segundo Chielle et al. (1989), a causa mais provavel de resultados
falso-positivos no TAL seria a presenca de leucdcitos e células de descamacéo da
glandula mamaria no leite, fato que nédo foi observado nesta pesquisa nas amostras
com alta CCS. A diferenca nos resultados pode estar relacionada a utilizacdo de
diferentes técnicas de mensuracdo de CCS, uma vez que neste estudo optou-se
pela citometria de fluxo.

Devido a correlacdo existente entre a alta contagem de células somaticas e a
ocorréncia de mastites (HARMON, 2001), esperava-se que rebanhos com alto
namero de células somaticas também apresentassem maiores proporcdes de

amostras reagentes no TAL, entretanto n&o foram encontradas associagoes
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estatisticamente significativas entre o numero de células somaticas e o resultado
positivo no teste de anel em leite (r= 0,0204, p= 0,7856).

Reacdes falso-positivas nos testes sorologicos de diagnostico de brucelose
podem ser desencadeadas por anticorpos nao especificos produzidos contra a
cadeia “O” do fragmento LPS e presentes nas infec¢des por outras bactérias como
Escherichia coli O:157, Yersinia enterocolitica 0O:9, Salmonella urbana 0:30,
Francisella tularensis, Pseudomonas maltophilia e Vibrio cholera O:1 (AL DAHOUK
et al., 2006; GODFROID et al., 2002; KITTELBERGER et al., 1998; MOLNAR et al.,
1997; NIELSEN et al., 2004)

Resultados falso-positivos em testes sorolégicos para diagnosticar a
brucelose também foram relatados por Naves et al. (2012), devido a presenca de
anticorpos anti-Leptospira produzidos a partir de vacinas contra leptospirose.

Acredita-se que os resultados positivos dos testes de anel em leite
proveniente de animais com mastite ndo estejam associados apenas ao aumento na
guantidade de células somaticas, ou com processos inflamatoérios inespecificos na
glandula mamaria, mas sim relacionados ao tipo de bactéria envolvida no processo
infeccioso que desencadeou a reac¢do inflamatodria, haja vista a capacidade de
bactérias que apresentem a cadeia “O” do fragmento LPS interferir nos resultados
de testes de diagndstico de brucelose.

O TAL demonstrou-se eficiente na deteccao de anticorpos anti-Brucella, ndo
sofrendo interferéncia mesmo em altas contagens de células somaticas,
reafirmando-se como importante ferramenta para vigilancia epidemiol6gica de
amostras de leite provenientes de tanques de expansao.

As amostras de leite reagentes nesta pesquisa (6%) apresentaram anticorpos
anti-Brucella abortus, indicando a existéncia de animais brucélicos em lactacao
nestes rebanhos, fato que deve ser levado em consideracdo pelas autoridades

sanitarias e usinas de beneficiamento de leite.
2.4 Concluséo
Verificou-se que altas contagens de células somaticas ndo estao diretamente

ligadas a reacgdes positivas no teste de anel em leite. Acredita-se que reacdes falso-

positivas no teste de anel em leite proveniente de vacas com mastite estejam
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relacionadas com reagfes cruzadas entre bactérias responsaveis pelo processo

infeccioso e ndo simplesmente devido a resposta inflamatoéria da glandula mamaria.
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CAPITULO 3 - AVALIACAO DE TESTE ELISA INDIRETO PARA DIAGNOSTICO
DE BRUCELOSE EM AMOSTRAS COLETIVAS DE LEITE

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho de um kit de teste
imunoenzimatico indireto (ELISA) para diagnostico de brucelose em amostras
coletivas de leite. Para comparacédo entre os resultados foi utilizado o teste de anel
em leite (TAL), por ser o Unico teste oficial para amostras coletivas em leite do
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento. Foram coletadas 181 amostras
de leite in natura de tanques de expansao de rebanhos do Triangulo Mineiro e Alto
Paranaiba e encaminhadas ao laboratério onde as amostras foram divididas em 2
fragcbes. Uma das fragOes foi destinada ao teste do anel em leite (TAL) e a outra
fracdo destinada ao ELISA. O teste ELISA identificou 42 amostras positivas, 11
suspeitas e 128 negativas. O ELISA apresentou sensibilidade de 72,8%,
especificidade de 78,7% e um indice de concordancia Kappa de 0,22.
Posteriormente, 9 rebanhos foram selecionados para realizacao de testes individuais
de Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e 2-Mercaptoetanol 2(ME), por meio de
amostragem aleatoria dos animais em lactacdo. Apenas em rebanhos considerados
positivos no TAL e no ELISA simultaneamente, foram encontrados animais
reagentes aos testes soroldgicos individuais. O teste ELISA apresentou valores de
sensibilidade e especificidade inferiores aos relatados em outros paises onde o teste
ELISA ja é utilizado, assim como a pesquisa confirmou a existéncia de focos de

brucelose em rebanhos leiteiros.

Palavras-chaves: ELISA. Leite. Brucella.



45

CHAPTER 3 - EVALUATION OF THE INDIRECT ELISA TEST FOR DIAGNOSING
BRUCELLOSIS IN COLLECTIVE MILK SAMPLES

ABSTRACT

We evaluated the performance of an indirect enzyme immunoassay kit (ELISA) for
diagnosing brucellosis in collective milk samples. MRT is the only official test
approved by the Brazilian Ministry of Agriculture, Livestock and Supply (Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento) and was therefore used for comparison. One
hundred and eighty-one samples of fresh milk were collected from the expansion
tanks of herds in the Triangulo Mineiro and Alta Paranaiba regions of Brazil. The
samples were sent to a laboratory and divided into two groups. One group was
tested by the milk ring test (MRT) and the other by ELISA. The ELISA test identified
42 samples as positive, 11 suspect and 128 negative. Elisa was 72.8% sensitive and
78.7% specific and had a Kappa concordance index of 0.22. Subsequently, random
samples from lactating animals in nine herds were tested individually by the rose
Bengal test (AAT) and the 2-mercaptoethanol 2(ME) tests. Animals testing positive to
individual serological tests were only found in herds that were considered positive by
both ELISA and MRT. The ELISA test was neither as sensitive nor as specific as
reported in other countries where the ELISA test is used and where brucellosis

outbreaks have been confirmed in dairy herds.

Keys word: ELISA. Milk. Brucella.
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3.1 Introducéao

A bovinocultura de leite € uma atividade econdmica expressiva na regiao do
Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba, porém ainda esbarra em problemas de ordem
sanitaria que tém impacto relevante na cadeia produtiva do leite.

As doencas infecciosas, entre elas a brucelose, sdo responsaveis por perdas
elevadas de producdo nos estabelecimentos pecuarios. O controle da brucelose
bovina é diretamente dependente da eficiéncia dos testes de diagnostico para
identificag&o e eliminac&o dos animais positivos (MOLNAR et al., 2000).

A situacdo epidemioldgica brasileira foi relatada em 2009, quando foram
realizados estudos na maioria dos estados brasileiros. Em Minas Gerais, a
prevaléncia de focos de brucelose foi estimada em 6,%. Porém, quando avaliada por
regibes, a prevaléncia de focos no Triangulo Mineiro foi de 11%, superior a
encontrada no restante das regides do estado (GONCALVES et. al., 2009).

A infeccdo por Brucella induz uma resposta de natureza humoral e celular,
caracterizada pela formacéo de imunoglobulinas (Ig) que exercem suas atividades
no soro e nas secre¢des animais (BUTLER e MAXWELL, 1972; SUTHERLAND,
1980).

Devido a sua caracteristica intracelular, a protecdo do organismo contra a
infeccdo pelas bactérias do género Brucella spp. depende prioritariamente da
resposta imune mediada por células, na qual neutréfilos, macrofagos, linfocitos T
auxiliares e citotoxicos sdo fundamentais no combate a infec¢do (BRASIL, 2006).

A imunidade humoral é a responsavel pelo desenvolvimento de anticorpos
guando o organismo € desafiado por um antigeno. A principal caracteristica desse
tipo de imunidade ¢é o fato de se produzir a memaria imunoldgica, que sera ativada
em uma nova exposi¢cdo com a finalidade de eliminar o patégeno. A imunidade
humoral é classificada como natural, quando € desenvolvida a partir do contato
direto com os agentes da enfermidade, ou artificial, quando seu desenvolvimento
decorre de um estimulo vacinal (LANGONI, 2008 e BARRAL, 2005).

A resposta humoral de bovinos infectados por B.abortus ou vacinados com B
19 é caracterizada pela producdo de quatro isotipos principais de imunoglobulinas:
IgM, 1gG1, IgG2 e IgA (BRASIL, 2006).

O estudo da dindmica imunolégica dos animais naturalmente infectados pela

Brucella demonstra que ocorre o aparecimento quase simultaneo das duas classes
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IgM e 1gG, conforme exposto na figura 3. A evolucao da doencga promove declinio e
tendéncia de desaparecimento da IgM, enquanto a IgG se estabelece e persiste. O
desaparecimento da IgG esta associado geralmente a eliminacdo da infeccdo. Em
bovinos classificados como positivos para brucelose foi observado que a maioria das
imunoglobulinas séricas pertencem a subclasse IgG1, com pequenas quantidades
da classe IgM (MEGID et al., 2000).

Os animais infectados apresentam a mesma dinamica de producdo de
anticorpos que o0s animais vacinados, iniciando com a producao de IgM, seguida da
producdo de IgG, com a diferenca que nestes ela alcanca titulos mais elevados e
persistem por mais tempo, permanecendo na fase cronica da doenca (SANGARI,;

AGUERO; GARCIA-LOBO, 1996).

Figura 3 — Resposta dos principais isotipos de anticorpos em bovinos infectados
com amostra patogénica de Brucella abortus ou vacinados com B19
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Fonte: Adaptado de Nielsen et al., (1996).

3.2 Testes de diagnéstico

Para o diagnéstico da brucelose, sao utilizadas diversas provas sorolégicas e
todas possuem como obijetivo identificar animais infectados. O sucesso de um teste
de diagnostico € dependente, em sua maior parte, de ndo se obter reacdes

cruzadas, que representam resultados falso-positivos e de se conseguir reagoes
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positivas com baixo titulo de anticorpos. Outras caracteristicas desejaveis de um
teste estdo relacionadas ao baixo custo e & rapida aplicacdo (MOLNAR et al., 2000).

No leite as imunoglobulinas predominantes sdo representadas pelas classes
IgA, IgM e IgG1. O leite bovino possui menor quantidade de IgA quando comparado
a demais espécies de animais domeésticos. Apesar da reduzida quantidade de IgA
solavel no soro lacteo, essa quantidade pode ser até 16 vezes superior quando
associado a gordura, devido a intensa associacd0 que ocorre entre essa
imunoglobulina e a membrana dos glébulos de gordura do leite, assumindo grande
importancia na deteccdo de anticorpos em amostras de leite (SUTRA; CAFFIN;
DUBRAY, 1986).

As reacbes positivas de cada tipo de teste sorolégico estdo relacionadas a

determinada classe de anticorpos, conforme especificado por Molnér et al.(1997).

Tabela 2 — Provas sorologicas para brucelose associadas as classes de
imunoglobulinas que detectam.
Provas soroldgicas Classes de Ig identificadas
Fixacdo de complemento IgG1, IgM
Antigeno acidificado tamponado lgG1, IgM
Soroaglutinagéo lenta IgM, 1gG2, IgG1
Inativacdo com 2-ME IgG1, 1gG2
ELISA IgM, 1gG1, IgG2
Prova do anel no leite IgM, 1gG1, IgA

Fonte: Adaptado de Molnér et al.(1997).

3.2.1 ELISA

Os anticorpos do tipo IgGl sdo os prevalentes em animais naturalmente
infectados, desta forma a detecc&o destes anticorpos constitui a base dos principais
testes de sorodiagnostico. Os testes de ELISA indireto, ELISA competitivo e de
Fixacdo de complemento (FC) sdo os que apresentam maior sensibilidade, sendo
capazes de detectar os limiares mais baixos para esta classe de anticorpos
(WRIGHT; NIELSEN, 1990).

Os testes imunoenziméaticos indiretos (ELISA) para o diagnéstico da

brucelose, apesar de ainda nédo serem testes oficiais do PNCEBT, ja sao utilizados
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em paises da Europa e apresentam caracteristicas como alta sensibilidade e
especificidade, que os tornam interessantes ferramentas para identificacdo de
animais positivos para brucelose.

A prova de ELISA supera em sensibilidade e especificidade a maioria dos
testes de diagnostico soroldgico e permite o processamento de um grande nimero
de amostras, além de nao sofrer interferéncia de hemolise (ESTEIN, 1999).

De acordo com Vanzini et al. (1998) e com Shafe et al. (2011), o ELISA
indireto aplicado a amostras de leite apresenta uma sensibilidade superior a
sensibilidade do TAL.

A alta sensibilidade que o teste ELISA apresenta permite detectar quase
qgualquer molécula imunorreativa. Diferentes formas de ELISA sdo empregadas para
o diagnostico de diversas enfermidades infecciosas (MATHIAS; MACMILLAN, 1995;
SAMARTINO et al., 2000).

Os testes de ELISA possuem boa especificidade, com a vantagem de né&o
estarem sujeitos ao fenbmeno de zona como ocorre na RFC', porém sé&o
susceptiveis as limitacbes, como o alto investimento inicial, requerendo um

laboratorio equipado e méo de obra treinada para a sua execucgdo (COLLING, 1998).

3.2.2 Testes soroldgicos

Testes com elevada especificidade devem ser utilizados para elevar a
margem de seguranca do diagndéstico, principalmente em programas nos quais
esteja prevista a eliminagdo dos acometidos pela doenca. A utilizagdo de testes em
paralelo, além de elevar a sensibilidade, também pode evitar que reacfes cruzadas

levem a sacrificios desnecessarios de animais.

3.2.3 Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e 2- Mercaptoetanol

Trata-se de testes oficiais do PNCEBT, no qual o AAT associa alta
sensibilidade e facil execucéo, sendo amplamente utilizado como teste de triagem. O
2-mercaptoetanol devido a alta especificidade, é utilizado como teste confirmatorio

em animais reagentes nos testes de triagem.
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3.3 Materiais e Métodos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais
— CEUA da Universidade Federal de Uberlandia sob o protocolo 019/14 (anexo 1).

3.3.1 Local

A coleta das amostras coletivas de leite e individuais de sangue foi realizada
em propriedades rurais do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba, uma regido que
concentra grande quantidade de propriedades que possuem a bovinocultura de leite

como uma das principais atividades econémicas.

3.3.2 Animais

A maior parte dos rebanhos que tiveram amostras de leite analisadas é
formada por animais da raca Girolando, com diferentes graus de sangue. Outras

racas com destaque sdo a holandesa, a Jersey e o pardo suico.

3.3.3 Amostras de leite

Foram coletadas 181 amostras de leite in natura, provenientes de tanques de
expansdo em frascos estéreis de 70 mL. As amostras foram acondicionadas em
recipientes isotérmicos, mantidas entre 2°C e 8°C, e encaminhadas ao laboratério de
Doencas Infectocontagiosas (LADOC) da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Uberlandia (FAMEV-UFU). Apds a recepc¢ao no laboratorio,
as amostras foram homogeneizadas e divididas, sendo 10 mL mantido refrigerado a
4°C e destinados ao teste de anel em leite e a outra fragdo com 2 mL acondicionado

em ependorf e congelado a -80°C até o momento das analises.
3.3.4 Amostras de soro
A coleta de sangue dos animais que compunham os rebanhos dos quais foram

coletadas amostras de leite, foi realizada por meio de venopuncdo asséptica da veia

caudal, utilizando tubos com vacuo (Vacutainer®), sem anticoagulante, em animais



51

com idade superior a 24 meses que estivessem em periodo de lactacdo. As
amostras de sangue foram transportadas até o laboratério de Doencas
Infectocontagiosas da Faculdade de Medicina Veterinaria (FAMEV) da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), onde foi realizada a centrifugacéo a 3000 x g durante
5 minutos para a extracdo do soro. Cada amostra de soro foi identificada e

posteriormente armazenada & temperatura de — 20°C até o momento das anélises.
3.3.5 ELISA

A pesquisa de anticorpos anti-Brucella nas amostras coletivas de leite foi
realizada por meio de um kit de ELISA indireto (IDEXX® brucellosis Milk, IDEXX
France). Os procedimentos foram conduzidos conforme as recomendagdes do
fabricante. Os reagentes foram homogeneizados por meio de movimentos de
inversdo suaves e estabilizados & temperatura entre 18°C e 26°C antes de serem
utilizados. As placas utilizadas sdo compostas de poliestireno, com 96 pocos e
adsorvidas com LPS de Brucella. Em cada poco da foram adicionadas 200 pl de
tampéo de diluigéo.

Os controles positivos e negativos fornecidos no préprio kit foram
reconstituidos previamente utilizando 1 mL de agua destilada e adicionados 50puL de
controle positivo em 2 pocos e a mesma quantidade de controle negativo em 2
pocos, perfazendo um total de 4 cavidades para controle. As amostras foram
estabilizadas a temperatura de 18°C a 22°C, homogeneizadas em aparelho vértex,
sendo pipetados 50uL de cada amostra abaixo da camada de gordura e adicionado
nos pocos. Apds homogeneizacédo do conteudo das cavidades, a placa foi protegida
com cobertura adesiva para placas e incubada por 90 minutos a temperatura de
18°C a 22°C.

A lavagem das placas foi realizada em lavadora de microplacas ELISA
(Thermoplate) por 5 vezes, com 300 pL de solucdo de lavagem por poco.
Posteriormente foram adicionados 100 pL do conjugado previamente diluido (anti-
IgG bovino com peroxidase), coberta e colocada em incubacéo por 30 minutos. Apos
o periodo de incubacao procedeu-se novamente a lavagem da placa com 300 pL de
solugdo de lavagem por 5 vezes, e adicionados 100 pL do substrato

tetrametilbenzidina (TMB) em cada cavidade, e incubada por 20 minutos em
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temperatura entre 18°C a 26°C em ambiente escuro. A reacéo foi bloqueada com
100 pL de solucao interrupgéo por cavidade, e a placa foi suavemente agitada.

A leitura da densidade Optica das reacOes foi realizada em espectrofotbmetro
de placas ThermoPlate, com filtro de 450 nm.

As amostras com densidade O6ptica que apresentaram relacdo
amostra/controle positivo (A/CP) igual ou inferiore a 0,45 foram consideradas
negativas, enquanto amostras com relacdo A/CP entre 0,45 e 0,55 foram
consideradas suspeitas e amostras com a relacdo A/CP superior a 0,55 foram
consideradas positivas para a presenca de anticorpos contra Brucella, conforme
recomendado pelo fabricante do kit.

A validacédo do ensaio € realizada analisando-se a DO dos controles, para o
controle positivo a densidade Optica deve ser superior a 0,400 e a relacdo média
entre o controle positivo e o controle negativo (CP/CN) deve ser superior a 3. Os
resultados das absorbéncias foram avaliados pelo programa xCheck® 3.3 IDEXX
Laboratories.

3.3.6 Calculo do indice de Reatividade

O indice de Reatividade (IR) foi calculado pela divisido dos valores de
absorbancia de cada amostra pelo valor do controle positivo (CP) de referéncia do
dia.

3.3.7 AAT e 2 Mercaptoetanol

Com base nos resultados obtidos nos testes de ELISA e TAL, dez rebanhos
foram selecionados para coleta de sangue destinado a realizagdo de exames
sorologicos individuais de AAT e 2-ME, conforme preconizados pelo MAPA para o

diagnéstico da brucelose.

3.4.1 Antigenos

Os antigenos do TAL, AAT e 2-mercaptoetanol utilizados na pesquisa foram
produzidos pelo Instituto de Tecnologia do Parand — TECPAR, licenciado pelo
MAPA.
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3.5 Andlises Estatisticas

3.5.1 Amostragem de leite in natura em tanques de expansao

A quantidade de amostras de leite para realizacdo do TAL e do ELISA foi
estabelecida com base na disponibilidade de amostras fornecidas pelo laticinio

sendo utilizandas no estudo 181 amostras.

3.5.2 Amostragem soroldgica individual

A coleta de amostras de soro para realizacdo dos exames individuais de AAT
levou em consideracdo a capacidade operacional dos pesquisadores, 0 espaco de
tempo disponivel e a disponibilidade dos produtores em permitir a coleta de material
dos rebanhos. Desta forma para a realizacdo do teste sorolégico de AAT foram
selecionadas 10 propriedades de forma a se contemplar no minimo 2 propriedades

de cada resultado possivel em ambos os testes, conforme exposto no Quadrol.

Quadro 1 — Esquema para coleta de amostra de sangue em bovinos submetidos ao
teste de anel em leite e ao teste ELISA indireto para amostras coletivas de leite
bovino

RESULTADO TAL RESULTADO ELISA QUANTIDADE DE REBANHOS
Positivo Positivo 02
Positivo Negativo 02
Negativo Positivo 02
Negativo Suspeito 02
Negativo Negativo 02

Apesar de possivel, o resultado Positivo no TAL e Suspeito no ELISA, néo foi
encontrado ndo sendo incluido no delineamento amostral.

Para a realizagdo dos testes sorolégicos confirmatérios, foi realizado um
esquema de amostragem com a finalidade de identificar ao menos 1 animal positivo,
caso a propriedade seja um foco de brucelose, com 95% de confianca. Para isso foi
adotada a metodologia proposta por Gongalves et al.(2009), na qual as propriedades

que tivessem até 99 fémeas com idade superior a 24 meses seriam escolhidos



54

aleatoriamente 10 animais para colheita de sangue, e nas propriedades com 100 ou
mais fémeas com idade superior a 24 meses, 15 animais.

O planejamento amostral foi idealizado para ser realizado em 10 rebanhos,
porém como a pesquisa foi realizada em parceria com produtores, a coleta de
amostras de sangue para os exames de AAT foi realizada em consenso com
proprietarios. Um dos proprietarios, apesar de orientado sobre o objetivo da
pesquisa, recusou-se a permitir a coleta de material para diagnéstico sorologico de

seu rebanho, ndo sendo possivel efetuar a substituicdo totalizando 9 rebanhos.

3.5.3 Célculos estatisticos

Para avaliar se os dados apresentavam uma distribuicdo normal, as variaveis
CCS, densidade optica, indice de reatividade e tamanho do rebanho foram
submetidas ao teste de Shapiro-Wilk.

Para avaliar associacfes estatisticas entre a densidade 6ptica e o tamanho
do rebanho foi aplicado o indice de Correlacéo de Spearman (rho).

A sensibilidade (Se), a especificidade (Sp), o valor preditivo positivo (VPP) e o
valor preditivo negativo (VPN) do teste ELISA das amostras coletivas de leite foram
calculados em relacdo ao teste de anel em leite e o grau de concordancia entre 0s
teste foi estimado pelo indice Kappa (THRUSFIELD, 2007). A interpretacdo do
coeficiente de Kappa (k) seguiu 0s seguintes critérios propostos por Pereira (2007)

conforme disposto na tabela:

Tabela 3- Interpretacdo da concordancia pelo coeficiente Kappa (k) de acordo

Segundo Pereira 2007

kappa Concordancia

< 0,00 Ruim
0,00 - 0,20 Fraca
0,21 -0,40 Sofrivel
0,41 - 0,60 Regular
0,61 - 0,80 Boa
0,81 -0,99 Otima

1,00 Perfeita

Fonte:Pereira 2007 adaptado.
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3.6 Resultados

3.6.1 ELISA e TAL

A andlise da densidade 6ptica (DO) das amostras variou de 0,083 a 3,370. Os
negativos se concentraram abaixo de 408 e os positivos acima de 590. Verificou-se
gque a média da DO das amostras positivas foi 1,780, e que a média da DO das

amostras negativas foi de 0,207 como pode ser visto na Figura 4.

Figura 4 - Densidade Optica de 181 amostras coletivas de leite bovino analisadas
pelo kit ELISA para diagndstico de brucelose em amostras coletivas de leite.
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Numerode Amostras

Os valores de IR obtidos no teste com amostras coletivas de leite variaram
entre 0,043 e 4,787, apresentando um valor médio de 0,775. O limiar de reatividade
(Cut off) estimado foi de IR > 0,665. Assim, das 181 amostras testadas, 42
apresentaram IR acima do cut off. Os resultados em indices de reatividade obtidos
na pesquisa de anticorpos anti-Brucella foram ordenados em ordem crescente e

expressos na Figura 5.
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Figura 5 - Resultado de andlise do indice de Reatividade (IR) de 181 amostras
coletivas de leite bovino submetidas ao ELISA para diagnostico de brucelose.
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Das 181 amostras de leite submetidas ao ELISA indireto, 42 foram reagentes,
porém de acordo com o fabricante do teste, 11 amostras apresentaram valores de
densidade Optica considerados suspeitos, pois a relacdo entre densidade dptica da
amostra e do controle ficou entre 0,45 e 0,55. Segundo os parametros estabelecidos
pelo fabricante do teste, as amostras que se enquadrem dentro dessa faixa
especifica de densidade éptica ndo devem ser classificadas como negativas nem

positivas (Figura 6).

Figura 6: Resultados do teste ELISA para diagnostico de brucelose em 181
amostras coletivas de leite bovino.
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A andlise das amostras pelo teste de anel em leite resultou em 11 amostras
positivas e 170 amostras negativas, conforme pode ser visualizado na figura 7.

Figura 7 - Resultados do teste de anel em leite (TAL) para diagndéstico de brucelose
em 181 amostras coletivas de leite bovino
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As dificuldades observadas na andlise comparativa dos resultados obtidos
neste estudo sdo decorrentes dos diferentes resultados possiveis. No teste ELISA
existe a probabilidade de um resultado suspeito, o que ndo € possivel quando se
aplica o teste de anel em leite ou AAT. Dessa forma, optou-se por ndo incluir os
resultados suspeitos do teste ELISA no calculo dos indicadores.

Os resultados obtidos na comparacgéo entre o teste ELISA e o TAL podem ser

observados na Tabela 3.

Tabela 4 — Comparagéo entre ELISA indireto e teste do anel em leite (TAL) para
diagndstico de brucelose em 181 amostras coletivas de leite.

TAL

ELISA TOTAL (%)
Positivo (%) Negativos (%)

Positivos 8%(4,7) 34" (19,9) 4230 (24,6)

Negativos 3°(1,8) 1259(73,7) 128°*4(75)

TOTAL 113*¢ (6,4) 159°*%(93,6) 1703*¢*d (100)
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3.6.1 Sensibilidade

A capacidade do teste de identificar os individuos realmente doentes, dentre

os infectados, portanto a sensibilidade, nas amostras foi calculada por:

S=(a)/(a+c) x 100= 8/11x100=72,7%

3.6.2 Especificidade

A capacidade do teste em identificar os negativos quando a doenca nao esta

presente, portanto a especificidade, nas amostras foi calculada por:

E= (d) / (b+d)x 100=125/1159x100=78,6%

3.6.3 Valor Preditivo Positivo

O valor preditivo positivo (VPP) tem a finalidade de expressar a probabilidade

de realmente existir a doenca quando o resultado do teste que esta sendo avaliado é

positivo:

VPP= (a)/ (a+b)x100=8/42x100=19%

3.6.4 Valor Preditivo Negativo

O valor preditivo negativo (VPN) é utilizado para expressar a probabilidade de

nao ocorréncia da doenc¢a quando o resultado do teste € negativo.

VPN: (d) / (c+d) x 100=125/128x100= 97%

3.6.5 Avaliacdo da concordancia dos ensaios iELISA e TAL pelo indice Kappa

O indice de concordancia entre o teste de referéncia e o teste ELISA foi

avaliado por meio do indicador kappa, o qual foi interpretado de acordo com os
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critérios de Pereira (2007). O coeficiente (k) observado foi de 0,22, sendo
considerado sofrivel.

3.6.6 Quantidade de animais por rebanho

A quantidade de vacas por rebanho variou de 6 a 400 animais em lactacéo,
como pode ser observado na Tabela 4. Considerando cada amostra de leite
analisada sendo formada por um pool de animais, o niUmero total de animais foi de

aproximadamente 14.480 e o tamanho médio do rebanho foi de 80 animais.

Tabela 5 - Quantidade de vacas em lactacdo por rebanho de 181 amostras
coletivas de leite.

Tamanho do rebanho Quantidade % Quantidade de %
em lactacao de rebanhos Positivos ELISA  Positivos
Até 40 vacas lactacéo 49 27 10 23,8
41 a 80 vacas em lactacao 58 32 13 31,0
81 a 120 vacas em lactacao 43 23 12 28,6
Acima 120 vacas em lactacdo 31 17 7 16,7
TOTAL 181 100 42 100

Os rebanhos com numero entre 41 e 80 vacas corresponderam a 32% do
total de amostras avaliadas. A maior parte das amostras reagentes ao teste ELISA,
ou seja, mais de 30% do total de amostras positivas, sdo provenientes de rebanhos

com a quantidade de vacas em lactacdo compreendida entre 41 e 80 vacas.

3.6.7 AAT e 2- Mercaptoetanol

O planejamento inicial foi idealizado para a coleta de sangue em 2 rebanhos
de cada resultado possivel entre as combinacdes dos testes de TAL e ELISA. Porém
devido a desisténcia de um dos produtores, nos rebanhos em que a combinacgéao dos
resultados foi positivo no TAL e negativo no ELISA, apenas em um rebanho foi
coletado material para realizacdo de testes de AAT. Os resultados dos testes

sorologicos individuais estao dispostos na tabela 5.
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TABELA 6 - Resultados de testes soroldgicos individuais para brucelose
realizados em 9 rebanhos leiteiros 2014

Resultado Resultado Qtde derebanhos  Qtde rebanhos Qtde de

TAL ELISA analisados positivos animais
Positivo Positivo 02 02 30
Positivo Negativo 01 0 10
Negativo Positivo 02 0 30
Negativo Suspeito 02 0 25
Negativo Negativo 02 0 30

Total 9 2 125

Dentre os rebanhos selecionados para a realizacdo de exames sorologicos
individuais, 7 apresentavam mais de 100 vacas em lactacdo, sendo coletado sangue
de 15 fémeas aleatoriamente, em outros 2 rebanhos, a quantidade era inferior a 100
vacas, sendo coletado sangue de 10 fémeas. Desta forma, foram analisados soros
provenientes de 125 animais, dos quais 2 animais foram reagentes ao AAT. Os
soros reagentes no AAT também foram submetidos ao teste de 2-ME sendo

confirmados como positivos para Brucelose pelos testes oficiais do PNCEBT.

3.7 DISCUSSAO

O sucesso de qualquer programa de controle de uma doenca depende
diretamente da eficiéncia dos testes de diagnostico (EMBRAPA, 1994). Desta forma,
€ possivel reduzir a disseminacdo do agente por meio da identificacdo e rapida
retirada de animais infectados, que representam a principal fonte de infec¢do para
outros animais, assim como para o homem.

Para que seja possivel analisar a eficiéncia de um teste de diagnéstico, deve-
se estabelecer um teste padrdo cujos resultados sejam utilizados como referéncia
em comparagao com os resultados do teste que se deseja avaliar (GORDIS, 2004).
Neste estudo, o TAL foi utilizado como referéncia, por ser o Unico teste oficial para
amostras coletivas de leite do Regulamento Técnico do PNCEBT e por apresentar
resultados de sensibilidade de 84,2% e especificidade de 97,1% em amostras
coletivas de leite (BRASIL, 2006; SILVA-JUNIOR et al. 2007).
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A avaliacdo de testes de diagnéstico depende do conhecimento prévio de
algumas de suas caracteristicas, como a sensibilidade, e a especificidade (SANTOS;
FONSECA, 2007). A classificacdo de testes como negativos, suspeitos e positivos
deixa lacunas na validacdo de técnicas de diagnostico, pois altera de forma
substancial caracteristicas de andlise e avaliagdo intrinsecas desses testes como
sensibilidade e especificidade.

O teste ELISA analisado identificou 42 amostras positivas, 0 que
corresponderia a uma prevaléncia de 24,6% dos rebanhos estudados, valores
proximos aos 22,7% relatados por Sénchez-Villalobos et al. (2009) analisando
amostras coletivas de leite provenientes de propriedades do municipio de Machiques
de Perija, na Venezuela.

Romero et al. (1995), em estudo para o diagnéstico da brucelose em
rebanhos bovinos de leite, analisaram amostras individuais de leite por meio de
ELISA indireto e obtiveram valores de 98,2% para sensibilidade e especificidade de
100%, sendo considerado um teste com elevado potencial para triagem de
brucelose em rebanhos de leite.

Vanzini et al. (1998), analisando amostras de leite individuais por meio de um
teste ELISA, relataram sensibilidade de 99,6% e especificidade de 99,1%, valores
elevados, que sugerem o ELISA em amostras de leite como um teste de diagndstico
com elevado potencial de inclusdo em programas oficiais de controle da brucelose.

Rivera et al. (2003) analisaram um teste ELISA indireto para deteccdo de
Brucella abortus em amostras de leite, no qual foram avaliados 757 amostras de
leite individuais e 766 amostras coletivas, totalizando 1.523 amostras. O ELISA em
amostras individuais apresentou sensibilidade de 95,3% e especificidade de 95,1%,
diferente dos valores apresentados no ELISA realizado em amostras coletivas de
leite, que obteve 92,1% para a sensibilidade e 97,6% para especificidade.

Patel et. al. (2013), por meio de ELISA indireto aplicado em amostras
coletivas de leite na regido de Gujarat, na india, encontraram prevaléncia de
brucelose de 33,7% para rebanhos, valores superiores aos 24,7% de rebanhos
positivos encontrados pelo teste ELISA avaliado nesta pesquisa. Aulakh et al.
(2008), analisando amostras individuais de leite em Punjab (india) por meio de
ELISA relataram uma prevaléncia de brucelose de 20,4% para vacas e 16,4% para

bufalas.
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Vanzini et al. (2001), analisando um teste ELISA para brucelose em amostras
coletivas de leite obtiveram valores de sensibilidade de 98,1% e especificidade de
90,5 %, superiores ao valores de sensibilidade (72,7%) e especificidade (78,6%)
encontrados no teste avaliado neste estudo.

Lavaroni e Aguirre (2004), utilizando diversas provas soroldgicas para
diagnostico em 2 rebanhos na Argentina, concluiram que o teste ELISA indireto
aplicado em amostras individuais de leite apresentou valores de especificidade
inferiores a outros testes avaliados como o ELISA competitivo aplicado a amostras
de sangue, a fixacdo de complemento e o teste de PCR.

Cada teste de diagnéstico apresenta alguma caracteristica que o destaca dos
demais. A elevada sensibilidade apresentada pelo teste ELISA o torna uma
ferramenta promissora para utilizacdo como teste de triagem. Porém essa elevada
sensibilidade também pode produzir efeitos indesejados, como grande numero de
falso-positivos, se néo estiver aliada a uma elevada especificidade.

Em paises onde ainda ocorre a vacinacao sistematica de fémeas, a presenca
de animais vacinados pode reduzir a especificidade de testes ELISA, elevando a
ocorréncia de reacdes falso-positivas (KERBY et al., 1997). Sutherland (1980)
relatou que, na fase inicial de programas de erradicacdo da brucelose, o ELISA
indireto ndo seria considerado a melhor opcao de teste de triagem, pois nesta fases
os programas de controle da doenca sdo fundamentados na utilizacdo de vacinas
indutoras de anticorpos.

De acordo com Zimmerman (2010), o teste ELISA indireto para amostras de
leite em estudo é utilizado em paises como Inglaterra, Alemanha, Franca e Austria.
Esses paises possuem situacao epidemioldgica diferente do Brasil, pois a vacinacao
de fémeas ndo é mais parte integrante do programa de erradicacdo daqueles
paises. Dessa forma, as chances de reacfes falso-positivas certamente sao
menores. Assim, outros estudos devem ser realizados para que talvez sejam
efetuados ajustes no ponto de corte do teste, de forma a adapta-lo a realidade
epidemioldgica do local onde sera introduzido o teste ELISA.

A elevada sensibilidade do teste ELISA o torna interessante para 0s paises
gque estdo em fases mais avancadas do programa de controle da brucelose e ja
alcancaram niveis de prevaléncia em que a vacinacao deixou de ser parte integrante

do programa de erradicacao.
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Apesar da relevancia, poucos testes sao aplicados em amostras coletivas de
leite. A legislacdo estipula a responsabilidade das empresas em exigir de cada
produtor os comprovantes de programas sanitarios adequados ao rebanho, porém
isso nem sempre ocorre. Quando se avalia o potencial do leite como meio de
transmissao de brucelose, a responsabilidade pela seguranga do produto ndo deve
se limitar apenas ao produtor, mas também ser compartiihada pelas empresas
responsaveis pela captacdo e processamento do leite cru.

O resultado positivo encontrado em 2 animais submetidos a exames
sorolégicos individuais de AAT, e confirmados pelo 2-mercaptoetanol, demonstra a
existéncia de focos de brucelose em rebanhos leiteiros. Esses focos de brucelose
sao provenientes de rebanhos que foram considerados positivos no TAL e no ELISA
simultaneamente, demonstrando certa eficiéncia quando os testes sédo utilizados em
conjunto, levando-se em consideracdo que nenhum outro foco de brucelose foi
encontrado por meio dos testes sorolégicos individuais.

Apesar dos animais positivos para brucelose serem provenientes de
propriedades com rebanhos entre 41 e 80 animais em lactacdo, e acima de 120
vacas em lactacdo respectivamente, a analise estatistica ndo demonstrou haver
relacdo significativa entre o tamanho do rebanho e a ocorréncia da doenca.

Borba et al. (2013), em pesquisa realizada no estado do Maranhéo,
identificaram como fator de risco para a doenca no estado o tamanho do rebanho
guando este era superior a 54 animais. Porém esses resultados podem estar

simplesmente ligados ao maior numero de animais testados (MARTIM et al., 1992).

5- CONCLUSAO

O teste ELISA indireto em amostras coletivas de leite ndo apresentou
desempenho satisfatorio quando aplicado isoladamente como teste de triagem em
amostras coletivas de leite.

A porcentagem significativa de amostras consideradas positivas no teste
oficial para amostras coletivas de leite in natura (TAL) (3,8%) serve como alerta para
0s orgados de sanidade animal e para as empresas que processam o leite in natura
acerca dos possiveis riscos de transmissao de brucelose.

A existéncia de rebanhos leiteiros com focos de brucelose foi confirmada pela

realizacdo de exames individuais de AAT e 2- ME.
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CAPITULO 4 — USO DA TECNICA DE PCR NO DIAGNOSTICO DE BRUCELOSE
EM AMOSTRAS COLETIVAS DE LEITE

RESUMO

Objetivando-se detectar DNA de Brucella abortus, a técnica de reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) foi empregada para analisar amostras de leite in natura
provenientes de rebanhos destinados a producdo de leite. Foram previamente
selecionadas 90 amostras para realiza¢do da técnica de PCR, sendo 8 positivas no
teste de anel em leite, 37 positivas no ELISA, 11 amostras suspeitas no ELISA e 34
amostras negativas em ambos os testes. A extracdo foi realizada por meio de lise
enzimatica, seguida de amplificagéo utilizando primers BAB e IS 711, que amplificam
fragmentos de 498 pares de bases. A visualizac&do foi realizada utilizando gel de
agarose 1% em fotodocumentador Alpha Digi Doc. Na&o foi amplificado DNA de
Brucella abortus em nenhuma das amostras analisadas, demonstrando a PCR né&o
ser a melhor técnica para diagnéstico de brucelose em rebanhos, haja vista que nem

sempre ocorre 0 escape desses micro-organismos pelo leite.

Palavras-chave: Pcr, Brucella, leite



69

CHAPTER 4 - BRUCELLOSIS DIAGNOSING IN COLLECTIVE MILK SAMPLES
WHITH PCR

ABSTRACT

The Polymerase Chain Reaction (PCR) technique was used to detect Brucella
abortus in samples of fresh milk from productive dairy herds. Ninety samples were
preselected for the PCR test including 45 that tested positive in ELISA and/or MRT,
11 suspect in ELISA and 34 negative in both tests. Extraction was carried out by
enzymatic lysis, followed by amplification using BAB and IS 711 primers, which
amplify fragments of 498 base pairs. Visualization was accomplished with 1%
agarose gel and an Alpha Digidoc Photo Documentation system. Brucella abortus
DNA was not amplified in any of the samples, demonstrating that PCR is not the best
screening technique for brucellosis in milk samples at the herd level, given that these

microorganisms do not always escape into the milk.

Keys-word: Pcr. Brucella.milk.
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Introducéo

O diagnéstico direto por meio do isolamento bacteriano ainda € considerado o
padrdo ouro quando se procura identificar o agente responsavel por uma
determinada doenca (ALTON et al., 1988).

Os testes de isolamento de bactérias do género Brucella sdo complexos,
desta forma precisamos levar em consideracdo o longo periodo necessario para a
identificacdo definitiva das bactérias desse género, que geralmente dura duas
semanas. Nesse periodo, o produtor, o processador de alimentos ou mesmo 0O
individuo acometido pela doenca pode estar sujeito a privacdo de a¢des importantes
para o controle dos riscos ou mesmo da prépria doenca (BRICKER, 2002).

Os testes de isolamento das bactérias do género Brucella devem ser
realizados em laboratérios autorizados com biosseguranca compativel e por pessoal
altamente habilitado. A natureza zoonoética da maioria das espécies de Brucella se
configura em perigo potencial para o pessoal do laboratério que deve manipular o
agente infeccioso durante os testes. Por fim os resultados negativos ndo sao sempre
definitivos (BRICKER, 2002).

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR), desenvolvida na década de 80 por
Mullis e Saiki, possibilita a amplificacdo enzimatica in vitro de um determinado
segmento de DNA. Essa amplificacdo pode chegar a grande numero de cépias
partindo de um unico molde de DNA, aliando um alto grau de sensibilidade e de
especificidade (BELAK; PORDANY, 1993; MULLIS; FERRE; GIBBS, 1994).

A aplicacdo da PCR possibilita a utilizagdo de amostras com micro-
organismos que foram inativados, reduzindo os riscos quando se utilizam agentes de
elevado potencial zoonético, como no caso especifico das bactérias do género
Brucella (FOSTER et al., 2008). O diagnostico direto baseado em técnicas
moleculares tem sido aplicado de forma crescente para o diagnostico de agentes
infecciosos em medicina humana e veterinaria. Atualmente varias técnicas derivadas
da PCR estdo disponiveis e com atuacdo em diversas finalidades (WISCHRAL,;
GOMES, 2009).

A PCR tem se mostrado uma grande aliada na identificacdo de patdégenos
cujo isolamento ou mesmo a classificagcdo sdo problematicos, pois teoricamente tem
a capacidade de detectar poucas coOpias de DNA. Outra vantagem desta técnica

consiste no fato de ndo necessitar de grandes cuidados na colheita e transporte das
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amostras, uma vez que o DNA mantém-se integro, mesmo que 0 agente esteja
inviavel (MALORNY et al., 2003; RODRIGUES et al., 2004).

A utilizacdo da PCR representa uma técnica alternativa ao isolamento
microbioldgico, capaz de detectar um segmento de DNA especifico de Brucella em
materiais suspeitos. Suas principais vantagens sao: rapidez quando comparada ao
isolamento e alta especificidade, pela utilizacdo de primers especificos com
sequéncias de DNA (XAVIER et al., 2010).

A tecnologia de PCR tem sido aplicada a deteccdo de contaminacdo por
Brucella em alimentos, principalmente leite e queijos frescos. Enfase tem sido dada
a sua aplicacdo em leite, por este se constituir em amostra diagndéstica assim como
em alimento, sendo esta considerada uma das principais formas de aquisicdo da
brucelose humana (BRICKER, 2002).

O leite, quando utilizado como fonte de material para extracdo de DNA, além
de reduzir o estresse dos animais no momento da coleta do material, ainda
possibilita a formacédo de pools de amostras, permitindo elevar o diagnéstico ao nivel
de rebanho (PSIFIDI; DOVAS; BANOS, 2010).

O teste de PCR é realizado em trés etapas, a extracdo do acido nucleico
contido na amostra, sua ampliagdo e por fim a visualizagdo do produto. Os pontos
criticos estéo relacionados com a escolha correta dos primers a serem empregados
e a qualidade de extracdo do DNA (COLLINS et al, 1994).

A reacdo depende basicamente da construcdo de oligonucleotideos
iniciadores, denominados primers, complementares as extremidades que delimitam
a regido-alvo. A repeticdo de ciclos de temperaturas definidas possibilita a
desnaturacdo, o pareamento e a extensédo dos primers, resultando na multiplicacado
exponencial do fragmento genético em estudo, tendo em vista que cada fita de DNA
formada serve como molde para o préximo ciclo de replicagdo. Em poucas horas,
depois de algumas dezenas de ciclos, havera milhdes de copias do fragmento de
acido nucleico alvo (XU; LARZUL, 1991).

A preparacdo da amostra € fator determinante para o sucesso da extragao,
pois a maioria das fontes apresenta fatores inibidores da PCR. O processo comum
de extracdo envolve lise celular para liberacio do DNA bacteriano, mas
frequentemente libera também o DNA do hospedeiro, o que constitui um fator de
interferéncia (BRICKER, 2002).
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Mesmo obtendo-se sucesso na extracdo, a existéncia de fatores de inibigao
de amplificacdo do &cido nucleico, como proteinas séricas, debris celulares
somaticos, polissacarideos e outros componentes dos fluidos corporeos, pode
interferir negativamente no teste devido a inviabilizacdo do processo de amplificacao
do DNA (WILSON, 1997).

A preocupagdo com a qualidade do leite comercializado deve ser
compartilhada entre produtores e usinas de beneficiamento. A industria ndo deve
abrir mé@o de seu importante papel de fiscalizar a seguranca e inocuidade do leite
captado. Desta forma, deve procurar sempre desenvolver e aplicar metodologias
que permitam a analise objetiva sobre a seguranca sanitaria do leite e
consequentemente, a sanidade dos animais em lactacéo.

Diante das limitacfes inerentes ao diagndstico direto por meio do isolamento
e devido aos fenbmenos que podem restringir o diagndstico por meio de sorologia, €
importante e necesséario a busca e o desenvolvimento de novas alternativas que
complementem o diagndstico da brucelose.

O objetivo da pesquisa foi utilizar a técnica de reacdo em cadeia de
polimerase para a detec¢do de bactérias do género Brucella em amostras coletivas
de leite obtidas a partir de tanques de expansédo de propriedades com rebanhos

leiteiros.

4. 2 Materiais e Métodos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizacido de Animais
— CEUA da Universidade Federal de Uberlandia sob o protocolo 019/14 (anexo 1)

4.2.1 Amostragem

As amostras foram selecionadas levando em consideragdo testes de
diagndstico realizados anteriormente de leite in natura provenientes de tanques de
expanséo, visando verificar a amplificacdo de DNA de Brucella spp. Para isso 8
amostras positivas no TAL, 37 amostras que foram classificadas como positivas no
ELISA, e 11 amostras suspeitas no ELISA foram selecionadas para realizacdo da

técnica de diagnostico por PCR. Para elevar o nUmero de amostras processadas,
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também foram incluidas 34 amostras negativas em ambos os testes, totalizando 90
amostras analisadas pela técnica de PCR.

4.2.2 Extracdo do DNA

Para a extracdo do DNA de Brucella em leite foi utilizado o protocolo de
extracdo por meio de lise enzimatica com Proteinase K e purificagdo com fenol
cloroférmio (Adaptado de BIASE et al,. 2002).

Inicialmente, 400 pL foram centrifugados a 10.000x g por 15 minutos a 4°C; o
sobrenadante foi descartado, para que os sedimentos e as células de bactéria
pudessem se concentrar no fundo do tubo. O sedimento foi transferido para tubos
plasticos (2 mL) e acrescentados a esse material 800 pL de tampédo de extracao
[Tris-HCI 50 mM ph 8.0, EDTA 25 mM pH 8.0, NaCl 400 mM, SDS 0,5% (p/v)]. Em
seguida, foram acrescentados 20 pL de Proteinase K 10 mg/mL, e as amostras
foram agitadas em vortex e mantidas em banho-maria a 65°C por 60 minutos, sendo
invertidas suavemente a cada 10 minutos..

Adicionounaram-se 400 uL de acetato de potassio 5M a solugéo, que foi
homogeneizada por inversdo. Nesta etapa, as amostras foram mantidas no gelo por
30 minutos, invertendo-se os tubos a cada 10 minutos. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
transferido para tubos novos, sendo acrescentado 700 pyL de fenol: cloroférmio;
alcool- isoamilico (25:24;1). As amostras foram homogeneizadas por inversao
durante trés minutos e posteriormente centrifugadas a 12.000 x g por 10 minutos.

Acrescentaram-se ainda 700 pL de cloroférmio:alcool-isoamilico (24;1). Apés,
as solucbes foram homogeneizadas por inversédo por trés minutos e centrifugadas a
12.000 x g por 10 minutos a 4°C. Em seguida, a fase superior foi transferida para
tubos novos, tomando-se cuidado para ndo tocar na interface organica.
Acrescentaram-se 1.000 uL de etanol absoluto gelado, que apds ser suavemente
misturado foi mantido em freezer - 20°C overnight.

ApoOs a precipitacdo do DNA em etanol, os tubos foram centrifugados a
13.000 x g por 15 minutos a 4°C. A fase liquida foi descartada e o pellet foi lavado
com 1.000 pL de etanol 70% (v/v). Apos a centrifugacdo sob as mesmas condicfes
anteriores, a fase liquida foi novamente descartada e o pellet foi colocado para secar

em temperatura ambiente + 25°C por 60 minutos. Em seguida, o pellet foi
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ressuspendido em 30 pL de tampéo TE 10:1 (Tris-HCI 20mM pH 8,0; EDTA 1 mM ph
8,0) por 24 horas a 4 °C. Ap6s esse periodo, as amostras foram estocadas a -20 °C
até o momento de sua utilizacao.

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% (p/v),
contendo Sybr safe gel stain 10 x (invitrogen) e padréo de concentragdo de 100 pb
DNA (invitrogen) para verificacdo da qualidade e quantidade do DNA. O gel foi

visualizado sob luz UV em fotodocumentador Alpha Digi Doc (Alpha Innotech).
4.2.3 Controle Positivo

Para o controle positivo foi utilizado o DNA proveniente da cepa vacinal RB 51
(laboratério Schering-Plough),obtido pela extracdo com o Wizard Genomic DNA
Purification Kit da Promega, de acordo com as recomendacdes do fabricante.
4.2.4 Reacao em cadeia pela polimerase (PCR)

Para amplificacdo do fragmento de DNA de Brucella abortus foram utilizados
os primers BAB e IS711, que amplificam fragmentos de 498 pb, cujas sequéncias

estdo expostas na tabela 6 e foram descritos por Bricker e Halling (1994).

Tabela 7 — Sequéncia dos primers utilizados na reacdo em cadeia de polimera
(PCR) para identificacdo de Brucella abortus

“Primers” Sequéncia
BAB 5" GAC GAA CGG AATTTT TCC AAT CCC 3
IS 711 5 TGC CGATCA CTT AAG GGC CTT CAT ¥’

Fonte : BRICKER; HALLIG (1994)

A amplificacdo foi realizada conforme o seguinte protocolo: tampéao de
reacao 1 x [200 mM Tris- HCI pH 8.4 500 mM KCI]; 0,2 mM de dNTPs [dCTP, dATP,
dGTP, dTTP]; MgCl, 2 mm; primers BAB, 1S711 5 pmol/ pL; Tag DNA polimerase 5
U/ uL; DNA total 6 pL; agua MiliQ g.s.p. 20 pL.

O volume final da solucdo para amplificacdo foi de 20 uL, sendo 6 pL de
amostra e 14 pL de mix. O programa utilizado no aparelho termociclador Select
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Cycler (BioProducts) para amplificacdo do fragmento de Brucella abortus foi

realizado conforme a Tabela 7.

Tabela 8 — Programa utilizado para amplificacdo do fragmento de DNA de Brucella
abortus.

Etapa Tempo Temperatura
Desnaturagéo inicial 5 minutos 94 °C
Desnaturagéo do DNA 60 segundos x 94 °C
Hibridacéo 60 segundos X 55°C
Extensado da cadeia de DNA 60 segundos x 72 °C
Extensao Final 10 minutos 72 °C

FONTE; MIYASHIRO et al. (2007)

A visualizac&o do produto amplificado (8 uL) foi realizada por meio da técnica
de eletroforese em cuba horizontal com tampéo de corrida TBE (0,5X) em gel de
agarose 1% (p/v). Foi adicionado o corante Sybr Safe Gel Stain 10.000X- Invitrogen,
0,5 uL/10mL. O gel foi submetido a voltagem constante de 6-7 V/cm e a visualizacao
das bandas realizada em transluminador ultravioleta (SAMBROOK; FRITSCH;
MANIATS, 1989)

As bandas foram comparadas com o padréo de peso molecular (Invitrogen)
com fragmentos multiplos de 100 pares de bases dispostos no gel juntamente com
as amostras analisadas. Os géis foram visualizados sob Iluz UV em
fotodocumentador Alpha Digi Doc (Alpha Innotech), sendo considerados positivos 0s

fragmentos com 498 pb.
4.3 Resultados
Todas as amostras testadas foram negativas, ndo sendo observada a

amplificagdo de DNA em nenhuma das amostras coletivas de leite selecionadas

para a realizacdo da PCR, conforme pode ser visualizado na figura 7.
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Figura 8: Resultado obtido por meio de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) em
amostras de leite bovino in natura provenientes de tanques de expansao

L C+ C- A1 A2 A2 A4 A5 AE A8 A9 A10 A1 A12Z A12 A14 A1S

500 pb

100 pb

Onde (L): marcador ; (C+): Controle Positivo; (C-): Controle Negativo (A): Amostra

4.4 Discussao

Muitos fatores devem ser analisados na utilizacdo do teste de PCR, e a
eliminacdo de fatores que podem inibir a amplificacdo de acido nucleico é
fundamental para o sucesso do teste. Todas as etapas desde a extacdo do DNA, a
atividade da DNA polimerase ou a degradacdo ou captura dos acidos nucleicos
devem ser minuciosamente controlados e revisados (WILSON, 1997).

Os resultados obtidos quando se comparam a sorologia e a bacteriologia tem
sido sempre variaveis. Alguns fatores podem ser responsaveis pelos resultados
negativos na amplificacdo de DNA de Brucella, como o estdgio da infec¢do, que
pode influenciar no nimero e a localizacdo das bactérias e a presenca de grandes
quantidades de DNA bovino, que pode inibir a PCR (SEONADH et al., 2005).

Um dos fatores que podem explicar a auséncia de amplificagdo do DNA de
Brucella abortus talvez seja a baixa quantidade de micro-organismos presentes nas
amostras, que foram retiradas a partir de tanques de expansdo com volumes
variados. Dessa forma, o grau de diluicho pode ser um fator de limitagdo na
obtencdo de DNA, o que torna o tamanho do rebanho, assim como a producéo, um

fator de interferéncia no teste.
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Em infeccbes agudas € esperado que a Brucella, distribuida via
hematogénica, esteja presente em todos os 6rgdos das fémeas (GALLIEN et al.,
1998). Porém, quando a infeccdo ndo se encontra mais na fase aguda, existe a
possibilidade da bactéria se limitar a determinados tecidos, nao sendo
necessariamente excretada pelo leite.

Em pesquisa de Mosquera et al. (2008) analisando amostras de sangue e
leite, 50% das amostras que foram positivas em PCR no sangue, foram negativas
guando analisados por PCR em leite. Segundo o autor, esse resultado se deve ao
fato de, mesmo presente no sangue, as bactérias ndo estavarem sendo excretadas
no leite.

Mesmo apresentando resultado negativo em todas as amostras testadas, nao
se pode afirmar que ndo exista 0 escape de Brucella pelo leite de animais em
lactagdo, em algum dos rebanhos analisados. Considerando o elevado tamanho de
alguns rebanhos, assim como o volume total de leite contido no tanque de expansao
do qual foi retirada a amostra, existe a possibilidade do volume amostral ndo ser
representativo em relacdo ao volume do tanque de expanséo quando se considera a
prevaléncia da doenga.

A capacidade de deteccao de anticorpos pelo leite em testes como o ELISA e
o TAL, sem que a PCR tenha a capacidade de recuperar o DNA de Brucella,
também pode estar relacionada a velocidade de resposta do sistema imune.

A presenca de anticorpos também ¢é fator relevante, pois apesar da
possibilidade de se encontrar diferentes concentracdes de B. abortus no leite
proveniente de vacas infectadas, a presenca simultdnea de anticorpos especificos
circulantes no organismo pode contribuir para reduzir tanto a quantidade quanto a
viabilidade dos microorganismos.

Pacheco (2007) extraiu DNA de amostras individuais de leite de 14 vacas de
diferentes faixas etarias (3 a 9 anos) adequadamente vacinadas contra brucelose
durante um ciclo reprodutivo completo (desde a sincronizacdo de cio até 30 dias
pos-parto). A andlise das 210 amostras de leite resultou em 5,7% de amostras
positivas, o que confirma a multiplicagdo da Brucella no organismo das fémeas
bovinas, bem como sua excrec¢éo de forma intermitente pelo leite.

Miyashiro et al. (2007), em pesquisa avaliando a deteccdo de DNA de B.
abortus em queijos clandestinos em diferentes regifes dos estados de Sao Paulo e

Minas Gerais encontraram DNA de Brucella spp. em 19,2% das amostras
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analisadas. Todas as amostras positivas foram identificadas como Brucella abortus,
das quais 81% eram pertencentes a cepa vacinal e 19% pertencentes a cepa de
campo.

Segundo Akhtar et al. (2010), a técnica de extragdo de DNA de Brucella, por
meio de PCR, se mostrou mais apropriada quando a extragdo de DNA foi realizada a
partir do soro do que a realizada a partir de amostras o leite, devido a proteinas
presentes no leite que dificultam a extracdo do DNA do organismo.

Saleha et al. (2014) em pesquisa de comparacdo entre métodos de
diagnostico para brucelose em amostras de leite e sangue, obtiveram elevada
sensibilidade para o PCR, 0 que os levaram a considera-la o teste padrao ouro em
sua pesquisa

Lavaroni et al. (2004), estudando dois rebanhos, dos quais um infectado e
outro livre de brucelose, obtiveram resultados de 100% de sensibilidade e
especificidade para a técnica de PCR, conseguindo extrair DNA de Brucella spp em
todas 14 amostras positivas de leite e sangue simultaneamente.

O fato de ndo se encontrar DNA de Brucella abortus nas amostras néo
significa que néo exista a infeccdo nos rebanhos estudados, haja vista que em
alguns animais, ou mesmo em determinadas fases do ciclo reprodutivo, pode ndo

ocorrer 0 escape de micro-organismos pelo leite de forma constante.

5 Concluséo

A técnica de PCR aplicada a amostras coletivas de leite ndo se mostrou

eficiente em promover a amplificacdo de DNA de Brucella abortus.
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Considerac0es finais

A erradicacdo da brucelose € um processo lento e sujeito a varios fatores de
interferéncia, mas que pode ser alcangcado, desde que haja o comprometimento de
produtores, industrias, comerciantes e do Servi¢co de Defesa Agropecuaria.

A educacao sanitaria € fator fundamental para que se alcancem resultados
mais consistentes no combate a brucelose, pois 0 acesso a informacéo permite ao
produtor a percepcao real dos prejuizos relativos a doenca e principalmente dos
riscos a que estdo expostas as pessoas que tém contato com animais brucélicos.

O sucesso de qualguer programa de controle e erradicacdo de uma doenca
como a brucelose € dependente de veterinarios qualificados, produtores conscientes
e um servico de Defesa Agropecuaria bem estruturado e atuante, ndo s6 por
viabilizar acdes relativas ao plano de controle mas também através de acdes
frequentes de fiscalizacéo.

A pesquisa visando o desenvolvimento de novos testes de diagndstico e o
aperfeicoamento dos testes existentes deve ser constante, pois a retirada dos
animais acometidos pela doenca de forma rapida e precisa reduz a disseminacao da
bactéria pelo rebanho, propiciando a reducéo significativa nas taxas de incidéncia e
prevaléncia. Testes mais especificos podem reduzir prejuizos, pois estdo menos
sujeitos a reac¢fes cruzadas, que poderiam conduzir a sacrificios desnecessarios de
animais sadios.

A saude animal afeta diretamente a saude publica, assim o consumo de leite
e derivados que ndo passaram por processos que atestem sua seguranca pode
transmitir diferentes tipos de doencas, dentre elas a brucelose. A existéncia de
rebanhos produtores de leite com focos de brucelose demonstra falhas em
programas sanitarios adotados por produtores que representam Se€rios riscos a
trabalhadores e consumidores.

Diante do risco de transmissdo da brucelose pelo leite, as usinas de
beneficiamento de leite e os laticinios também tém responsabilidade no controle da
brucelose, pois a vacinacdo para brucelose e a comprovacdo da sanidade do
rebanho devem ser exigéncias basicas para comercializagdo de leite. Além de
controlar a qualidade da matéria-prima recebida, a monitoria do processo de
pasteurizacéo, esterilizagcdo ou processamento para elaboracdo de derivados deve

ser constante, a fim de garantir a seguranca do produto
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APENDICE A - Estatistica do capitulo 2

Estatistica descritiva CCS

Variable CCSs

Sample size

Lowest value

Highest value

Arithmetic mean

95% CI for the mean
Median

95% CI for the median
Variance

Standard deviation
Relative standard deviation
Standard error of the mean
Coefficient of Skewness
Coefficient of Kurtosis

Shapiro-Wilk test
for Normal distribution

181
26.0000

2912.0000

614.2818

548.6028 to 679.9607
496.0000

449.1648 t0 570.1670
200527.9035
447.8034

0.7290 (72.90%)
33.2850

2.0221 (P<0.0001)
5.6091 (P<0.0001)

W=0.8212
reject Normality (P<0.0001)

Teste de Correlacdo De Spearman Ccs X Tal

Variable Y TAL
Variable X CCSs
Sample size

Spearman's coefficient of rank correlation (rho)

Significance level

95% Confidence Interval for rho
Kendall's Tau

Significance level

95% Confidence Interval for Tau?

181

0.0204
P=0.7856
-0.126 to0 0.166
0.0167
P=0.7416
-0.0948 to 0.137


cmd:SHOWXMINMAX?82
cmd:SHOWXMINMAX?106
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APENDICE B - Estatistica Capitulo 3

Estatistica descritiva DENSIDADE OPTICA

Variable DENS. OPTICA

Sample size 181

Lowest value 83.0000

Highest value 3370.0000

Arithmetic mean 590.1657

95% CI for the mean 467.4468 to 712.8847
Median 278.0000

95% CI for the median 233.6659 to 333.5011
Variance 700077.5502

Standard deviation
Relative standard deviation
Standard error of the mean
Coefficient of Skewness
Coefficient of Kurtosis

Shapiro-Wilk test
for Normal distribution

836.7064
1.4177 (141.77%)
62.1919

2.3736 (P<0.0001)
4.3394 (P<0.0001)

W=0.5738
reject Normality (P<0.0001)

Estatistica descritiva INDICE REATIVIDADE

Variable I. REAT
Sample size

Lowest value

Highest value

Arithmetic mean

95% CI for the mean
Median

95% CI for the median
Variance

Standard deviation
Relative standard deviation
Standard error of the mean
Coefficient of Skewness
Coefficient of Kurtosis

Shapiro-Wilk test
for Normal distribution

181
43.0000

4787.0000

731.0939

555.3786 to 906.8093
280.0000

169.6636 to 364.1716
1435298.4522
1198.0394

1.6387 (163.87%)
89.0496

2.3777 (P<0.0001)
4.4867 (P<0.0001)

W=0.5826
reject Normality (P<0.0001)


cmd:SHOWXMINMAX?9
cmd:SHOWXMINMAX?180
cmd:SHOWXMINMAX?9
cmd:SHOWXMINMAX?180

ESTATISTICA DESCRITIVA REBANHO

Variable REBANHO
Sample size

Lowest value

Highest value

Arithmetic mean

95% CI for the mean
Median

95% CI for the median
Variance

Standard deviation
Relative standard deviation
Standard error of the mean
Coefficient of Skewness
Coefficient of Kurtosis

Shapiro-Wilk test
for Normal distribution

181
6.0000

400.0000

80.0110

70.8114 to 89.2107
71.0000

56.8330 to 78.0000
3934.3110
62.7241

0.7839 (78.39%)
4.6622

2.3560 (P<0.0001)
8.8984 (P<0.0001)

W=0.8082
reject Normality (P<0.0001)

RELACAO REBANHO X INDICE REATIVIDADE

Variable Y |._REATIVIDADE

Variable X REBANHO

Sample size 181

Spearman's coefficient of rank correlation (rho) 0.0971
Significance level P=0.1934

95% Confidence Interval for rho -0.0494 t0 0.240
Kendall's Tau 0.0618
Significance level P=0.2169

95% Confidence Interval for Tau®

CALCULO DE KAPPA

-0.0532 t0 0.150

Observer A TAL 1
Observer B ELISA 1
Observer A
Observer B POS NEG
NEG 125 3 128 (75.3%)
POS 34 8 42 (24.7%)
159 11 | 170

(93.5%) (6.5%)

Weighted Kappa® 0.222
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ANEXO 1

Universidade Federal de Uberlandia

— Comissio de Ftica na Utilizacdo de Animais —

L

W

Comisséo ds Etica na

Utilizagao de Animalis
CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo para uso de animais em
experimentagdo n° 019/14, sobre o projeto de pesquisa intitulado
“Utilizagdo de teste ELISA indireto, PCR e do teste do Anel em Leite
para pesquisa de anticorpos contra brucelose em leite proveniente
de tanques de expansio na regido de Uberlandia”, sob a
responsabilidade da Prof2. Dr?. Anna Monteiro Correia Lima esta
de acordo com os principios éticos na experimentag¢do animal
conforme regulamentacées do Conselho Nacional de Controle e
Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi APROVADO pela
Comisséo de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) — UFU em
reunido de 10 de outubro de 2014.

(We certify that the protocol n° 019/ 14, about “Utilizagao de teste ELISA indireto, PCR e do
teste do Anel em Leite para pesquisa de anticorpos contra brucelose em leite proveniente de
tanques de expansao na regiao de Uberlandia®, agrees with the ETHICAL PRINCIPLES ON
ANIMAL RESEARCH as regulations of National Advice of Control and Animal Experimentation

(CONCEA) and approved by Ethics Commission on Use of Animals (CEUA) - Federal
University of Uberlandia in 10/1 0/2014).

Uberlandia, 13 de outubro de 2014.

Prof. Dr. César Augusto Garcia
Coordenador da CEUA/UFU



