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BAHIA. Universidade Federal do Recéncavo da Bahia, Cruz das Almas — BA, 2023.
Orientador: Prof. Dr. Robson Bahia Cerqueira

RESUMO

O controle sanitario do plantel € um determinante para uma bovinocultura de
qualidade. Dentre os problemas sanitarios que atingem os bovinos se encontra a
brucelose, causada pela Brucella abortus. Além de grande prejuizo econdémico, essa
enfermidade tem por agravante ser um problema de saude publica, por se tratar de
uma zoonose considerada grave para o ser humano. Nesse contexto a Defesa
Agropecuaria desempenha papel fundamental, buscando através de sistema de
vigilancia especifico para a brucelose bovina a¢gdes como a vacinagao obrigatoria, o
controle de transito, saneamento de focos, certificacdo de propriedades livres de
brucelose bovina, o controle e a erradicagdo da doenga. Verificamos a presenga da
doenca em dois sistemas produtivos diferentes: Vacas de leite de propriedades que
entregam leite in natura nos laticinios com inspe¢ao estadual (SIE) localizados em
municipios do Recbncavo Baiano e vacas de descarte enviadas para o abate no
abatedouro com SIE, localizado também nesse Territério. Foram coletadas amostras
de leite para realizagao do Teste do Anel do Leite em dois laticinios que recebem leite
in natura. No frigorifico, amostras de sangue de vacas de descarte foram dessoradas
e submetidas ao Teste do Antigeno Acidificado Tamponado, e as reagentes ao teste
confirmatério de 2-Mercaptoetanol e ao ELISA indireto. O objetivo do estudo € auxiliar
o sistema de vigilancia epidemioldgica por meio de testes laboratoriais na identificagao
de focos da brucelose bovina na cadeia produtiva do leite e corte do Territério do
Recdncavo da Bahia.

Palavras-Chave: Brucella abortus, Teste do anel do leite, Antigeno acidificado
tamponado, 2-Mercaptoetanol, ELISA.



DOS SANTOS, Luciano Santos. APPLICATION OF LABORATORY TESTS IN THE
IDENTIFICATION OF FOCI OF BOVINE BRUCELLOSIS IN THE RECONCAVO DA
BAHIA. Universidade Federal do Recéncavo da Bahia, Cruz das Almas — BA, 2023.
Orientador: Prof. Dr. Robson Bahia Cerqueira

ABSTRACT

The health control of the herd is a determining factor for quality cattle farming. Among
the health problems that affect cattle is brucellosis, caused by Brucella abortus. In
addition to causing great economic damage, this disease is a public health problem,
as it is a zoonosis considered serious for humans. In this context, Agricultural Defense
plays a fundamental role, seeking, through a specific surveillance system for bovine
brucellosis, actions such as mandatory vaccination, traffic control, sanitation of
outbreaks, certification of properties free of bovine brucellosis, control and eradication
of the disease. We verified the presence of the disease in two different production
systems: Dairy cows from properties that deliver fresh milk to dairies with state
inspection (SIE) located in municipalities in Reconcavo Baiano and cull cows sent for
slaughter at the slaughterhouse with SIE, also located in that Territory. Milk samples
were collected to perform the Milk Ring Test in two dairies that receive fresh milk. At
the slaughterhouse, blood samples from cull cows were desorbed and subjected to the
Buffered Acidified Antigen Test, and the reagents to the 2-Mercaptoethanol
confirmatory test and indirect ELISA. The objective of the study is to assist the
epidemiological surveillance system through laboratory tests in identifying outbreaks
of bovine brucellosis in the milk and beef production chain in the Territory of Reconcavo
da Bahia.

Keywords: Brucella abortus, Milk ring test, Buffered acidified antigen, 2-
Mercaptoethanol, ELISA.
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1 INTRODUGAO

A pecuaria de leite na Bahia é considerada um dos setores mais importantes do
agronegocio baiano. Os segmentos de produgao, industrializagdo e comercializagao
do leite e derivados estédo presentes em todas as regides, desempenhando um papel
relevante no suprimento de alimentos e na geracdo de emprego e renda para a
populacao (BAHIA, 2014). O Recbncavo Baiano também tem sua importancia na
bovinocultura leiteira, com uma produgao de mais de 5 milhdes de litros em 2019
(BRASIL, 2020a).

A manutencdo da sanidade dos rebanhos é fundamental da producdo animal e
depende diretamente das condi¢cbes gerais do manejo praticado nas propriedades
(CUNHA et al., 2012). Mesmo buscando aumentar cada vez mais sua produtividade,
o Brasil precisa melhorar a qualidade dos seus produtos de origem animal,
principalmente na area sanitaria, por isso os programas de sanidade animal que busca
o controle e a erradicacdao de doencas, como a brucelose, através de vacinagoes e
profilaxia sdo fundamentais para o pais se manter competitivo como exportador
(UFLA, 2012).

A brucelose bovina € uma zoonose de ampla distribuicdo, responsavel por
consideraveis perdas econdmicas, além de se constituir em um sério problema de
saude publica, ndo s6 para os consumidores, mas também por ser uma doenca de
carater ocupacional, onde todas as espécies de Brucella podem infectar o homem,
mas a brucelose bovina causada pela Brucella abortus é a que causa maior
preocupagcao, visto que a bovinocultura é muito expressiva em qualquer regiao do pais
(MEGID; RIBEIRO; PAES, 2015)

A cada 1% de variagao na taxa de prevaléncia de brucelose bovina no Brasil, estima-
se em R$ 155 milhdes o custo da doencga. Essas perdas econémicas comprometem
mais de 0,3% do produto interno bruto (PIB) brasileiro gerado por animais de produgao
(SANTOS et al., 2013).

Nesse contexto, a Defesa Agropecuaria desempenha papel fundamental, buscando

através de sistemas de vigilancia especificos realizar agbes de vacinagao obrigatoria,
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controle de transito, saneamento de focos, certificacdo de propriedades livres, o
controle e a erradicagao da doenga (BRASIL, 2020b).

Atualmente, os sistemas de vigilancia ocupam um papel central no combate de
doengas em populagdes animais. S&do estruturas que exigem o dominio de métodos
epidemiologicos e profundo conhecimento, tanto da doenga alvo, como do ambiente
onde sera implementado. Esses sistemas geram informagdes sanitarias populacionais
que servirdo de base para tomada de decisées. Para as doengcas que acometem os
animais de producdo, devem ser elaborados e geridos por um consorcio de parceiros
constituido por todos os atores interessados no processo: produtores rurais, industria
transformadora e de insumos veterinarios, servigos veterinarios oficiais e
consumidores (CALLEFE e FERREIRA NETO, 2020).

Diante desse cenario, esse trabalho visa identificar focos dentro de dois sistemas de
vigilancia para a brucelose bovina no Recdncavo Baiano, utilizando o teste do anel do
leite em laticinios e o AAT (Antigeno Acidificado Tamponado), 2-ME (2
Mercaptoetanol) e ELISA indireto (Ensaio de imunoadsorcao ligado a enzima) em
vacas de descarte abatidas no abatedouro com SIE localizado em Santo Anténio de
Jesus, onde os resultados sao de real interesse para o Servigo Oficial de Defesa da
Bahia. Os resultados podem dar subsidios a Defesa Agropecuaria Oficial para
reavaliar as agdes frente a essa doenga de grande importancia para a pecuaria e

também para a saude publica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Auxiliar o sistema de vigilancia epidemioldgica por meio de testes laboratoriais na

identificacdo de focos da brucelose bovina na cadeia produtiva do leite e corte do

Territério do Recdncavo da Bahia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Monitorar em laticinios através do Teste do Anel do Leite (TAL), a situagao da
brucelose bovina no Recéncavo da Bahia.

Monitorar através da sorologia pelo teste do Antigeno Acidificado Tamponado
(AAT) e 2-Mercaptoetanol (2-ME), a situagao da brucelose no rebanho bovino
abatido no matadouro com inspecgéo estadual (SIE) do Recéncavo da Bahia.
Aplicar um teste Elisa indireto para comparagao com os resultados obtidos nos
testes AAT e 2-ME com a finalidade de estabelecer o potencial do ELISA como

um teste de triagem para o Programa de controle da doencga.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CARACTERISTICAS DO AGENTE ETIOLOGICO

A brucelose bovina € uma doenga infectocontagiosa causada pela bactéria Brucella
abortus, um parasito intracelular facultativo, fazendo com que a doenca tenha um
carater crénico. Elas conseguem sobreviver dentro de células fagociticas, se
adaptando e passando pelas defesas imunes normais do hospedeiro (BALDWIN e
GOENKA, 2006).

Brucellas sao cocobacilos ou bastonetes curtos que medem de 0,6 a 1,5 um de
comprimento e de 0,5 a 0,7 um de largura. Morfologicamente a Brucella é bastante
estavel, exceto em culturas antigas onde as formas pleomdérficas podem ser visiveis.
Brucella sdo imoveis. Eles ndo formam esporos e flagelos, pili ou capsulas verdadeiras

nao sao produzidos e sdo Gram negativos (WOAH, 2022).

Bactérias do género Brucella, dividem-se em 07 espécies diferentes, sendo elas: B.
Suis — suinos, B. canis — caes, B. melitensis — caprinos e ovinos, B. abortus — bovinos,
B. ovis — ovinos, B. neotomae — ratos do deserto e a B. maris —focas e ledes marinhos,
golfinhos e baleias. A maioria das espécies de Brucella ja foram encontradas no ser

humano exceto B. ovis, B. notomae e B. maris (FERREIRA, 2019).

As espécies B. melitensis, B. abortus, B. suis e B. neotomae normalmente apresentam
morfologia de col6nia lisa, podendo sofrer mutagdes para formas rugosas ou
mucdides, deixando de ser patogénicas. As espécies B. canis e B. ovis apresentam
morfologia de colbénia predominantemente do tipo rugosa. As colbnias lisas possuem
como constituinte do LPS (lipo poli sacarideo), o lipideo A, o nucleo oligossacarideo e
a cadeia O. Ja as rugosas, possuem como constituinte da membrana externa apenas
o lipideo A e o nucleo oligossacarideo (LAGE et al., 2008; WOAH, 2022)

A Brucella utiliza a inibigao da fusdo fagossoma-lisossoma além de impedir a apoptose
da célula hospedeira para consegui sobreviver e se multiplicar dentro dos macréfagos
(ARENAS et al.,, 2000; DORNELES et al., 2015). Elas sobrevivem fixadas nos

compartimentos localizadas dentro das células fagociticas, reticulo endoteliais e
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células epiteliais especializadas (OLIVEIRA, 2012). A Brucella também consegue
infectar células dendriticas (BILLARD et al., 2007). Entretanto, os macréfagos séo as
principais células de residéncia no hospedeiro para a Brucella (CORBEL, 1997). Para
permanecer dentro das células fagociticas e também em algumas células nao
fagociticas, como os trofoblastos placentarios a Brucella sintetiza enzimas
antioxidantes além de produzir guanosina 5 e adenina que irdo inibir a fusao do
lisossomo e fagossomo, o que impede a degranulagédo dos macréfagos durante a
fagocitose, ndo ocorrendo, portanto, a destruigdo do agente infeccioso. (NETA et al.,
2010; XAVIER et al., 2010)

As bactérias do género Brucella sao muito resistentes aos fatores ambientais. B.
abortus pode permanecer por seis meses ou mais em material de aborto ou parto nas
pastagens. A sobrevivéncia destas bactérias no ambiente aumenta em determinadas

condi¢cdes como estar a sombra, umidade e baixas temperaturas (LAGE et al., 2008).

3.2 TRANSMISSIBILIDADE

A transmissdo do agente etioldgico ocorre inicialmente pela ingestdo de materiais
contaminados, e a introdug¢ao no rebanho ocorre pela aquisicdo de animais que nao
apresentam sintomas e cronicamente infectados, ocorrendo também infeccbes
congénitas (in utero) ou perinatais podendo dar origem a infecgdes latentes (MEGID;
MATHIAS; ROBLES, 2010). A transmissdo também pode ser adquirida pela via
respiratoria e por contaminagéo via pele e mucosas (WHO, 2006).

Em bovinos a bactéria é geralmente transmitida de um animal para outro por contato
apo6s aborto, onde sao eliminadas grandes quantidades de bactéria ou através do
pasto e agua infectados, por isso € a principal fonte de infec¢ao, sendo a via digestiva
uma importante porta de entrada, tendo como outras possibilidades de infecgéo
através da inalacdo, da inoculagdo conjuntival ou através de copos de ordenha
infectados (WHO, 2006; ALVES JUNIOR, 2017; CONCEICAO, 2017)

Azevedo et al (2009), cita que uma importante fonte de infecgdo para a brucelose

bovina é a comercializagdo de sémen procedentes de algumas propriedades que se
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dizem centrais mas que na verdade sio propriedades que vendem o sémen, sem a

realizacao do controle sanitario dos animais doadores.

Para Monteiro (2006), a transmissdo da brucelose bovina entre rebanhos se deve
principalmente ao fato da aquisicdo de animais infectados e pela proximidade de
rebanhos com animais doentes que compartilham alimento e agua. Ja dentro do
rebanho a doenga vai depender do nivel de vacinagdo dos animais, tamanho do

rebanho, condi¢des higiénicas das instalagdes e pela alta densidade populacional.

A principal fonte de infec¢do € a vaca prenhe que esteja infectada, que vai eliminar no
ambiente grande quantidade da bactéria quando apds o parto ou aborto. A monta
natural ndo parece ter muita importancia na disseminagao da brucelose bovina, devido
ao sémen ser depositado na vagina, onde existem defesas que dificultam o processo
de infecgado (BRASIL, 2004).

A grande quantidade de bactérias eliminadas no parto ou aborto, associado com sua
grande resisténcia no ambiente, dependendo das condi¢bes ideais e a ingestao de
leite contaminados por parte dos bezerros, sdao as formas de transmissao mais
importantes para os animais mais vulneraveis do rebanho, associado ao habito que
os bovinos possuem de lamber o bezerro recém-nascido ou fetos abortados, o que
contribui para a disseminacéo da doenca no rebanho (CONCEICAO, 2017; LAGE et
al., 2008).

A persisténcia da brucelose no rebanho tem como um importante fator, a infecgao
latente em bezerras nascidas de maes infectadas. Elas nascem aparentemente
saudaveis, mas ao se tornarem adultas e prenhes podem abortar e serem reagentes
aos testes sorolégicos (MEGID; RIBEIRO; PAES, 2015).

3.3 RESPOSTA IMUNE

ApOs as Brucellas spp adentrarem o organismo da espécie susceptivel, estimulam
uma resposta inata devido a adesdo a mucosa local que é responsavel pelo

reconhecimento de estruturas microbianas (LPS, peptideosglicanos e lipoproteinas),
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favorecendo a fagocitose do agente e a posterior expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias. Essas estruturas apresentam baixa toxicidade para os macrofagos,
baixa pirogenicidade, baixa atividade ferrogénica, reduzida indugéo de citocitas e nao
ativam o sistema complemento (CONCEICAOQ, 2017).

O reconhecimento de microrganismos intracelulares como a Brucella por celulas da
imunidade inata, tais como macréfagos e células dendriticas, resulta na ativagao
dessas células. Essa ativagdo aumenta a eficiéncia da apresentagéo antigénica além
de induzir a producéao de citocinas como TNF-a e IL-12 que possuem varias agdes em
diferentes tipos celulares. A morte de fagodcitos mononucleares infectados com
Brucella juntamente com a ativacao de fagocitos mononucleares por interferon séo os
principais mecanismos de defesa que o hospedeiro utiliza contra a brucelose em
bovinos (ABBAS et al., 2015; TIZARD, 2014).

As Brucellas spp., estimula uma resposta inflamatoria fraca quando comparada com
outras bactérias como Salmonella spp. Elas produzem um lipopolissacarideo que
possui propriedades endotoxicas fracas, permitindo que escapem de receptores do
tipo Toll do sistema imune inato e células sentinelas de superficies mucosas e inibem
as vias de sinalizagao de Toll que levam a inflamacéo, bloqueando a secre¢ado de
citocinas, afetando as respostas imunes inata e adaptativa (LAPAQUE et al., 2006;
SALCEDO et al., 2008; CIRL et al., 2008).

A resposta imune em bovinos infectados por B. abortus se caracteriza pelo
aparecimento primeiramente da imunoglobilina IgM que aumenta rapidamente até
declinar por volta dos 21 dias, mas com niveis detectaveis. A IgG1 vem em seguida e
mesmo apds a sua concentracdo maxima, nao declina, sendo o anticorpo mais
importante para o diagnostico. A 1IgG2 e a IgA também aparecem mas em niveis
baixos. Essas imunoglobulinas séo dirigidas principalmente contra a cadeia “O” do
LPS da membrana da Brucella. (DE CARVALHO, 2014; KALTUNGO et al., 2014).

De acordo com XAVIER (2010), estudos recentes mostraram que a Brucella provoca
apenas respostas inflamatérias moderadas, o que provavelmente é o resultado de

estratégias tanto para se manter indetectavel ao sistema imune do hospedeiro.
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3.4 PATOGENIA

Apods penetrar no hospedeiro, as Brucellas sao fagocitadas e transportadas para os
linfonodos regionais, onde ocorre a multiplicagcdo que pode causar hiperplasia e
linfadenite. A partir dai vao para outros linfonodos, principalmente o supramamario e
tecidos ricos em células do sistema mononuclear fagocitario, tais como baco e figado.
Os locais de preferéncia da bactéria para habitar sdo os tecidos os tecidos
osteoarticulares, mamarios e 6rgaos reprodutores, devido a maior disponibilidade de
eritritol, um poli alcool composto por quatro carbonos utilizado como fonte de energia
pelas Brucelas (PAULIN e FERREIRA NETO 2008).

A Brucella ap6és infectar o hospedeiro se localiza primariamente nos tecidos linfaticos
que estdo mais proximos da porta de entrada e apés uma rapida bacteremia, entra
nas células epiteliais e fagocitarias onde utilizam mecanismos para sobreviver e se
multiplicar, se localizando em tecidos preferenciais como os 6rgéos reprodutivos do
macho e da fémea, placenta, feto e glandulas mamarias, podendo se estabelecer em
outros 6rgaos como linfonodos, baco, figado e articulagdes (MEGID; RIBEIRO; PAES,
2015; RADOSTITS, 2006; PAULIN e FERREIRA NETO, 2008).

A Brucella penetra na célula hospedeira por meio de microdominios de lipideos,
existentes na membrana. Utilizando este mecanismo, a Brucella evita a fuséo
fagossomol/lisossomo, sendo isso fundamental para a sua sobrevivéncia nos
macrofagos infectados, ja que as células do hospedeiro com os microdominios
modificados por substancias quimicas sdo capazes de eliminar todas as bactérias
fagocitadas (JIMENEZ DE BAGUES et al., 2004).

A infecgdo no utero gestante ocorre por via hematégena, deixando de ser latente no
terco final da gestagéo, devido a condi¢des favoraveis como a maior disponibilidade
de metabdlitos e o maior desenvolvimento do tecido cérion- alantdideano onde ocorre
a multiplicacdo da Brucella, sendo liberadas endotoxinas apds sua destruicao,
causando uma placentite e necrose nos cotilédones, 0 que impede a passagem de
nutrientes e oxigénio da mae para o feto, assim como provocam uma grande infecg¢ao
do feto por B. abortus sendo responsaveis pelo aborto. Quanto maior a necrose, maior

a chance de ocorrer o aborto, unico sintoma aparente na maioria das infecgdes. Altas
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concentragdes de eritritol no utero gravidico € um fator importante para a multiplicagéo
da Brucella (BRASIL, 2004; PAULIN e FERREIRA NETO, 2008).

3.5 SINAIS CLINICOS

A brucelose em animais jovens e fémeas nao gestantes é geralmente assintomatica.
Apods a infeccao por B. abortus, as vacas prenhes desenvolvem uma inflamagéo na
placenta geralmente resultando em aborto entre o quinto e 0 nono més de gravidez.
Bovinos machos adultos podem desenvolver orquite/epididimite e a brucelose pode
ser causa de infertilidade tanto nos machos como nas fémeas. Pode ocorrer o
aparecimento de higromas, principalmente nas articulagbes das pernas. Isso € uma
manifestagdo comum da brucelose em alguns paises tropicais e muitas vezes é o
unico sintoma caracteristico da infecgdo. As fémeas com brucelose geralmente
abortam apenas uma vez, mesmo sendo esse, o sinal clinico mais marcante da
doenca, nas gestacdes seguintes os bezerros podem nascer fracos ou até mesmo
saudaveis (WOAH, 2022; XAVIER et al, 2010; BRASIL, 2004).

Em algumas areas, o aborto é relativamente incomum. Em algumas partes da Africa,
higromas e abscessos sao os principais sinais clinicos em rebanhos bovinos nbmades
ou seminbmades infectados com B. arbortus biovar 3. Ha diminuicdo da producao de
leite devido a partos prematuros. A infertilidade geralmente é temporaria e muita das
vacas afetadas pela doenga abortara apenas uma vez além de alguns n&o serem
afetados. O ubere € muitas vezes permanentemente infectado. A eliminacdo de

organismos no leite é frequente (WHO, 2006).

Os machos podem apresentar aumento do volume dos testiculos de forma uni ou
bilateral, além dos epididimos, ampolas e vesiculas seminais, podendo haver atrofia
do orgao afetado devido a inflamagdo necrosante, levando a infertilidade ou
esterilidade. Nas fémeas, a lactagao pode ser diminuida e a retencao da placenta e a
metrite secundaria sao complicacdes possiveis. As mortes sao raras, exceto no feto
ou recém-nascido. Outras sindromes documentadas em varios ungulados incluem

espondilite e abscessos em varios 6rgaos (CFSPH, 2018; LAGE et al., 2008).
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3.6 DIAGNOSTICO

A observacao clinica e epidemiolégica nos da uma indicagao da provavel presenga da
doenca num rebanho, o que deve ser confirmado pelo método direto, identificando o
patdogeno sendo esse, o método mais seguro de diagndstico. No entanto, a
identificacdo da B. abortus € um processo lento, caro e de alto risco para o
laboratorista, pois envolve a manipulagdo de placentas contaminadas, exsudatos
vaginais, sémen, tecidos de fetos abortados ou leite contaminado (CORBEL et al.,
2006).

Os testes diagndsticos para brucelose bovina podem ser diretos ou indiretos. Os
métodos diretos sdo aqueles que demonstram a presencga do patégeno através do
isolamento da Brucella, sendo a prova concreta de que o animal esta infectado, mas
tem as desvantagens de que nem sempre se consegue isolar a bactéria, além do
custo e a indisponibilidade destes métodos. Os métodos indiretos que sdo aqueles
baseados na deteccdo de anticorpos ou de uma reacdo de hipersensibilidade,
fornecendo um diagndstico provisorio, podendo ocorrer muitos falsos positivos por
diversos fatores, inclusive a vacinagédo. Sao os métodos utilizados pelos programas
oficiais de vigilancia, além de serem mais baratos e viaveis. (WHO, 2006; MONTEIRO,
2006).

Todos os testes sorolégicos apresentam limitagdes, ndo devendo ser usado apenas
um, devendo ser analisado as situagées epidemiologicas e a espécie afetada.
Devendo ser utilizado um teste de triagem e outro confirmatério. Devem ser
considerados todos os fatores que afetam a importancia do método de teste e os
resultados do teste para uma interpretacdo ou aplicagdo diagndstica especifica
(WOAH, 2022).

A imunoglobulina da classe M (IgM) é o anticorpo predominante na resposta humoral
de curta duragéo contra muitos antigenos bacterianos, sendo responsavel por reagdes
cruzadas contra outras bactérias, além da brucela, por isso a grande maioria dos
testes diagnosticos indiretos possui modificagdes para reduzir a atividade desse
anticorpo (POESTER; SAMARTINO e LAGE, 2005).
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A Instrucdo Normativa numero 10 de margo de 2017, do Ministério da Agricultura
regulamenta a realizagao dos testes diagnésticos para a brucelose, onde se prevé que
o teste do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) sera utilizado como teste de
triagem, podendo ser colhido e realizado por médico veterinario habilitado ou oficial.
O teste do 2-Mercaptoetanol (2-ME) sera utilizado como teste confirmatorio, em
animais reagentes ao teste do AAT, colhido e encaminhado por médico veterinario ou
oficial e realizado na Rede Nacional de Laboratérios Agropecuarios do Sistema
Unificado de Atengao a Sanidade Agropecuaria. Também sao preconizados os testes
de Polarizacao Fluorescente e Fixacdo de Complemento. O Teste do Anel em Leite
(“TAL”) podera ser utilizado pelo servigo veterinario oficial ou por médico veterinario

habilitado, para monitoramento de estabelecimentos (BRASIL, 2017).

O AAT é um teste de aglutinagao local simples, onde gotas de antigeno corado e soro
sdo misturados em uma placa e qualquer aglutinag&o resultante significa uma reagao
positiva. O teste € um excelente teste de triagem, mas pode ser muito sensivel para o
diagndstico em animais individuais, particularmente os vacinados. O TAL € um método
simples e eficaz. Uma gota de antigeno corado com hematoxilina &€ misturada com um
pequeno volume de leite em um tubo de vidro ou plastico. Se o anticorpo especifico
estiver presente no leite, ele se ligara ao antigeno e subira com o creme para formar
um anel azul no topo da coluna de leite. O teste é razoavelmente sensivel, mas pode
nao detectar um pequeno numero de animais infectados em um grande rebanho
(WHO, 2006; WOAH, 2022).

Apesar do teste imunoenzimatico indireto (ELISAI) ndo fazer parte dos testes oficiais
preconizados pelo PNCEBT, apresentam caracteristicas como alta sensibilidade e
especificidade, tornando-os importantes ferramentas para a identificagdo de animais
positivos para a brucelose. Os paises europeus ja utilizam esse método (OLIVEIRA,
2014).

O 2-mercaptoetanol € um teste utilizado no Brasil como teste confirmatdrio, que
permite quantificacdo de IgG anti-Brucella devido a inativagdo de IgM na amostra de
teste. Como a presenca da IgG geralmente esta associada a uma infecgéo crénica,
um resultado positivo com este teste € um forte indicador de brucelose (GERESU e

KASSA, 2016). Esse teste apresenta algumas desvantagens como a toxicidade do
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mercaptoetanol, onde €& preciso uma coifa para sua manipulacdo, além da
possibilidade de degradacédo do IgG causada por o 2-mercaptoetanol, o que pode

resultar em resultados falsos negativos (NIELSEN et al., 2004).

Greve et al. (2007), concluiram em um estudo comparativo entre os testes de AAT,
Soroaglutinagédo Lenta (SAL) e 2-ME, quanto a sua sensibilidade e a especificidade,
relacionado ao sorodiagnéstico da brucelose bovina, que o 2-ME demonstrou
superioridade em relagdo ao SAL, com percentual de 100%, mostrando que o teste

apresenta resultados seguros para o diagnostico da brucelose bovina.

3.7 OCORRENCIA

A brucelose bovina esta presente em todo o mundo com excecao de paises como o
Canada, Japao, Nova Zelandia, Israel, Australia e alguns paises da Europa, que
conseguiram a erradicacdo. Na Isléandia nunca foi registrada. No Brasil, esta
enfermidade é considerada endémica, com menores indices de prevaléncia no estado
de Santa Catarina. Os Estados Unidos iniciaram seu programa de controle em 1934,
e como resultado, em dezembro de 2002 conseguiram erradicar a doencga. Se
apresenta e maneira mais concentrada em paises subdesenvolvidos da Africa, da
América do Sul, do Oriente Médio e da Asia (CFSPH, 2018; MEGID; MATHIAS, 2015;
PAULIN; FERREIRA NETO, 2003; POESTER et al., 2009).

Desde 2001, através do PNCEBT, varios estados brasileiros realizaram inquéritos
soroepidemiologicos para identificar a prevaléncia da brucelose bovina, além de
fatores de risco, de forma a estabelecer as melhores agdes e estratégias para as
diferentes UF e regides. Constatando que a brucelose bovina em todos os estados
estudados com maior ou menor prevaléncia dependendo da regido estudada
(BRASIL, 2020b). Os mapas a seguir mostram os resultados dos inquéritos realizados
até 2018 (Figuras 1 e 2).



Figura 1 — Prevaléncia de casos de brucelose bovina por UF.

Fonte: BRASIL, 2020b.

Figura 2 — Prevaléncia de focos de brucelose bovina por UF

Fonte: BRASIL, 2020b.
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3.8 MEDIDAS DE PROFILAXIA E CONTROLE

Qualquer programa de controle da brucelose bovina, deve-se antes de tudo procurar
conhecer a situagao epidemioldgica do local, através de estudos transversais ou por
sistemas de vigilancia (FERREIRA NETO, 2018).

A vacinagao é importante ferramenta utilizada para reducdo da prevaléncia da
enfermidade nos rebanhos e do numero de abortos, principalmente devido ao seu
baixo custo e praticidade dentro de um programa de controle, requerendo um
percentual de cerca de 80% de cobertura vacinal de fémeas, porém outras medidas
devem ser utilizadas, principalmente em areas de baixa prevaléncia da enfermidade,
onde a vigilancia ativa para busca, rastreamento e saneamento de focos tem papel
fundamental no controle e erradicacado da brucelose bovina, isso foi fundamental para
a erradicagdo da doenca em alguns paises, que além de vacinas confiaveis, também
utilizaram testes de diagnosticos com boas especificidade e sensibilidade, além da
eliminacao dos animais infectados. (MORENO, 2014; SOUZA et al., 2016).

Para que a vacinacgao seja eficaz no controle é importante que a vacinagdo com cepa
B19 seja empregada em animais jovens, para evitar que os titulos de anticorpos
vacinais se prolonguem por um periodo longo, confundindo assim o diagnostico. Esse
uso deve ser rigorosamente controlado, com uso na idade correta, utilizagao de vacina
de qualidade e em doses suficiente e que esses animais sejam devidamente
identificados (WHO, 2006).

Propriedades que vacinam tem menor probabilidade de estar infectada do que
aquelas que ndo cumprem essa norma sanitaria. A introducdo de novos animais no
rebanho com os devidos cuidados sanitarios, como a exigéncia de realizagdo de
testes para a brucelose, diminui o risco da doencga se instalar, assim como o uso de
sémen produzidos em centrais de inseminacdo dentro das normas internacionais,
devendo os criadores serem orientados pelo servico oficial de Defesa de cada estado.
(GONCALVES et al., 2009; OGATA et al., 2009; VILLAR et al., 2009; AZEVEDO et al.,
2009; ROCHA et al, 2009; SILVA et al., 2009).
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Apesar do PNCEBT n&o obrigar os produtores para que realizem exames
periodicamente em seus rebanhos no Brasil € importante que haja por parte do
Estado, o incentivo para que mais produtores possam aderir a essa importante
ferramenta do programa, tendo uma maior abrangéncia, o que resultaria na diminuigéo
da ocorréncia dessa enfermidade no pais (ALVES JUNIOR, 2017).

Um programa de controle e erradicacdo da brucelose bovina deve estar pautado em
agdes que englobem a identificagdo e a eliminagdo dos animais infectados, com a
indenizagao dos produtores para que novos animais possam ser adquiridos. Para isso
se deve levar em consideracdo o montante de recursos financeiros e humanos
envolvidos, se tornando um desafio, o que faz com que a prevencéo da doenga pela

vacinagao dos animais susceptiveis seja fundamental (LAGE et al., 2008).

Alguns paises, a exemplo dos Estados Unidos, utilizam medidas para busca ativa de
focos em industria lactea e abatedouros, através da utilizagc&do do teste do anel do leite
e coleta de sangue para diagnostico sorolégico em fémeas adultas, além de medidas
educacionais junto a populagao sobre os riscos da zoonose e treinamento de pessoal

dos laboratorios e de campo na interpretagcédo dos resultados (SOUZA et al., 2016).

3.9 BRUCELOSE E SAUDE UNICA

A Brucella abortus esta entre as principais espécies de Brucella que causam a
infecgdo humana, que pode se infectar através do consumo de produtos
contaminados como o queijo € o leite nao pasteurizados. O homem também pode se
infectar através de acidentes com a vacina contra a brucelose, na manipulacédo de
fetos abortados, através da mucosa e pele lesionada e até por aerossois. Sendo
considerada uma doencga que atinge principalmente alguns grupos ocupacionais que
estdo mais expostos aos riscos, como magarefes, veterinarios e seus auxiliares,
vaqueiros, trabalhadores de laticinios e laboratoristas (MEGID, 2015; PAULIN;
FERREIRA NETO, 2003). No Brasil ainda vale ressaltar que no sistema de produgao
familiar ha um contato muito préximo com os animais pode facilitar a transmissao da
brucelose, se tornando assim, também como um ocupacional (HOMEM et al., 2016).

Infelizmente devido aos sintomas inespecificos da brucelose em ser humano, poucos
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casos sao relatados e diagnosticados mesmo em areas com uma alta prevaléncia de
brucelose em bovinos. O numero de casos em humanos pode ser dez vezes maior
devido a falta de notificacdo em infeccbes com sintomas nao especificos, sendo
assim, é uma das preocupagdes de saude publica mais significativas. (FRANCO et
al., 2007; GHANBARI et al., 2020; LAWINSKI et al., 2010).

Apesar de se conhecer pouco a incidéncia da brucelose no ser humano, sabe-se da
importancia dessa doenga como zoonose devido a sua susceptibilidade ao agente
etiolégico por isso a Organizagdo Mundial de saude estima que surjam cerca de 500
mil novos casos, afetando principalmente as pessoas que trabalham com a
bovinocultura (BRASIL, 2006; CORBELL, 1997; PAPPAS et al., 2006).

A brucelose em humanos ocorre em todo o mundo, com destaque nos paises
mediterraneos da Europa e Africa, no Oriente Médio, na Africa, na América Central e
na América do Sul, na Asia Central, na india e no México (LAWINSKY et al., 2010).

Observa-se que a transmissdo da brucelose do animal para o homem se da
principalmente pelo manejo sanitario inadequado das criagdes e da insalubridade na
pratica sistematica com o gado bovino. O setor publico responsavel se depara com
uma grande dificuldade que é identificar e caracterizar a dinamica da infeccdo em
humanos por nao ter técnicas especificas para esse fim, onde os testes sorolégicos
em humanos sao os mesmos aplicados para os bovinos contidos no PNCEBT -
Ministério da Agricultura e Pecuaria (BRASIL, 2004). No ser humano o periodo de

incubacgéo da doencga pode variar de uma semana até varios meses (BRASIL, 2006).

A infeccdo por Brucella causa no homem uma febre aguda, podendo causar
complicagdes graves a nivel dos sistemas musculoesqueléticos, com incidéncia entre
40% a 80%, cardiovascular, que é a manifestacdo considerada a causa mais
associada aos casos letais, sendo relatado em 2% dos casos e nervoso central. Se a
infeccdo acontecer devido a ingestdo de alimentos contaminados, a brucelose se
apresenta com sintomas semelhantes a febre tifoide, com problemas gastrintestinais,
com relatos de ileite, colite e peritonite bacteriana. (CLEMENTINO; AZEVEDO, 2016;
KHALAF et al., 2019; LAWINSKY et al., 2010; WOAH, 2022).
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A brucelose nos seres humanos é considerada uma zoonose grave, podendo levar a
cronicidade, podendo atingir varios érgaos, causando dores musculares, testiculares
e cefaleia, além de impoténcia sexual, fraqueza, mal-estar, calafrios e artralgia,
endocardites, nervosismo e depressdo (LAGE et al.,, 2008; MEGID; MATHIAS;
ROBLES, 2010).

No Brasil as infecgbes estdo associadas a Brucella abortus, sendo que nunca foi
relatado casos de brucelose em humanos por Brucella melitensis (BRASIL, 2010). A
brucelose em humanos esta distribuida em todo o mundo, principalmente em paises
mediterraneos europeu, no Oriente médio, Africa, América Central e América do Sul,
Asia central, india e no México. Mesmo em paises mais desenvolvidos, apesar da
baixa incidéncia, a brucelose também é encarada como um problema de saude
publica. (LAWINSKY et al., 2010).

O caminho para evitar a infecgdo do homem pela brucelose é a adogao de programas
de combate a brucelose animal, onde paises que aplicaram isso vem registrando
quedas da incidéncia da brucelose humana. Mesmo nao sendo considerada uma
doenga muito disseminada nos seres humanos, pode causar uma grave enfermidade
nas pessoas infectadas. Além da erradicagcdo da doenga animal se faz necessario o
combate ao leite e seus derivados clandestinos, implementagdo da vigilancia
epidemioldgica para detectar casos precoces além da fiscalizagdo do uso de medidas
de biosseguranca no local de trabalho em profissionais expostos ao risco (MATHIAS,
2008; MUFINDA, BOINAS; NUNES, 2017).

Para que ocorra agdes de conscientizacido e prevengao mais efetiva € necessario que
se faga uma caracterizagdo epidemioldgica dos principais grupos de pessoas
infectadas pela brucelose, buscando assim, minimizar o numero de pessoas doentes

e consequentemente os gastos publicos com tratamentos (CARDENAS et al.,2019).
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RESUMO

O controle sanitario do plantel € um determinante para uma bovinocultura de
qualidade. Dentre os problemas sanitarios que atingem os bovinos se encontra a
brucelose, causada pela Brucella abortus. Além de grande prejuizo econémico, essa
enfermidade tem por agravante ser um problema de saude publica, por se tratar de
uma zoonose considerada grave para o ser humano. Nesse contexto a Defesa
Agropecuaria desempenha papel fundamental, buscando através de sistema de
vigilancia especifico para a brucelose bovina agdes como a vacinagao obrigatéria, o
controle de transito, saneamento de focos, certificacdo de propriedades livres de
brucelose bovina, o controle e a erradicacdo da doencga. Verificamos a presenca da
doencga em dois sistemas produtivos diferentes: Vacas de leite de propriedades que
entregam leite in natura nos laticinios com inspe¢ao estadual (SIE) localizados em
municipios do Recdncavo Baiano e vacas de descarte enviadas para o abate no
abatedouro com SIE, localizado também nesse Territério. Foram coletadas amostras
de leite para realizagao do Teste do Anel do Leite em dois laticinios que recebem leite
in natura. No frigorifico, amostras de sangue de vacas de descarte foram dessoradas
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e submetidas ao Teste do Antigeno Acidificado Tamponado, e as reagentes ao teste
confirmatdrio de 2-Mercaptoetanol e ao ELISA indireto. O objetivo do estudo € auxiliar
o sistema de vigilancia epidemiologica por meio de testes laboratoriais na identificagéo
de focos da brucelose bovina na cadeia produtiva do leite e corte do Territério do
Recbncavo da Bahia.

Palavras-Chave: Brucella abortus, Teste do anel do leite, Antigeno acidificado
tamponado, 2-Mercaptoetanol, ELISA.

ABSTRACT

The health control of the herd is a determining factor for quality cattle farming. Among
the health problems that affect cattle is brucellosis, caused by Brucella abortus. In
addition to causing great economic damage, this disease is a public health problem,
as it is a zoonosis considered serious for humans. In this context, Agricultural Defense
plays a fundamental role, seeking, through a specific surveillance system for bovine
brucellosis, actions such as mandatory vaccination, traffic control, sanitation of
outbreaks, certification of properties free of bovine brucellosis, control and eradication
of the disease. We verified the presence of the disease in two different production
systems: Dairy cows from properties that deliver fresh milk to dairies with state
inspection (SIE) located in municipalities in Reconcavo Baiano and cull cows sent for
slaughter at the slaughterhouse with SIE, also located in that Territory. Milk samples
were collected to perform the Milk Ring Test in two dairies that receive fresh milk. At
the slaughterhouse, blood samples from cull cows were desorbed and subjected to the
Buffered Acidified Antigen Test, and the reagents to the 2-Mercaptoethanol
confirmatory test and indirect ELISA. The objective of the study is to assist the
epidemiological surveillance system through laboratory tests in identifying outbreaks
of bovine brucellosis in the milk and beef production chain in the Territory of Recéncavo
da Bahia.

Keywords: Keywords: Brucella abortus, Milk ring test, Buffered acidified antigen, 2-
Mercaptoethanol, ELISA.

INTRODUGAO

A pecuaria de leite na Bahia é considerada um dos setores mais importantes do
agronegocio baiano. Os segmentos de produgao, industrializagdo e comercializagao
do leite e derivados estdo presentes em todas as regides, desempenhando um papel
relevante no suprimento de alimentos e na geracdo de emprego e renda para a
populagado (BAHIA, 2014). O Recdbncavo Baiano também tem sua importancia na
bovinocultura leiteira, com uma produgao de mais de 5 milhdes de litros em 2019
(BRASIL, 2020a).
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A manutencdo da sanidade dos rebanhos é fundamental da produgdo animal e
depende diretamente das condi¢cbes gerais do manejo praticado nas propriedades
(CUNHA et al., 2012). Mesmo buscando aumentar cada vez mais sua produtividade,
o Brasil precisa melhorar a qualidade dos seus produtos de origem animal,
principalmente na area sanitaria, por isso os programas de sanidade animal que busca
o controle e a erradicacao de doencas, como a brucelose, através de vacinagoes e
profilaxia sdo fundamentais para o pais se manter competitivo como exportador
(UFLA, 2012).

A brucelose bovina € uma zoonose de ampla distribuicdo, responsavel por
consideraveis perdas econémicas, além de se constituir em um sério problema de
saude publica, ndo s6 para os consumidores, mas também por ser uma doencga de
carater ocupacional, onde todas as espécies de Brucella podem infectar o homem,
mas a brucelose bovina causada pela Brucella abortus é a que causa maior
preocupacao, visto que a bovinocultura é muito expressiva em qualquer regiao do pais
(MEGID; RIBEIRO; PAES, 2015)

A cada 1% de variagado na taxa de prevaléncia de brucelose bovina no Brasil, estima-
se em R$ 155 milhdes o custo da doencga. Essas perdas econémicas comprometem
mais de 0,3% do produto interno bruto (PIB) brasileiro gerado por animais de produgao
(SANTOS et al., 2013).

Nesse contexto, a Defesa Agropecuaria desempenha papel fundamental, buscando
através de sistemas de vigilancia especificos realizar agées de vacinagao obrigatoria,
controle de transito, saneamento de focos, certificacdo de propriedades livres, o

controle e a erradicagdo da doenga (BRASIL, 2020b).

Atualmente, os sistemas de vigilancia ocupam um papel central no combate de
doencgas em populagdes animais. Sao estruturas que exigem o dominio de métodos
epidemioldgicos e profundo conhecimento, tanto da doenga alvo, como do ambiente
onde sera implementado. Esses sistemas geram informagdes sanitarias populacionais

que servirdo de base para tomada de decisbes. Para as doengas que acometem os
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animais de producgdo, devem ser elaborados e geridos por um consorcio de parceiros
constituido por todos os atores interessados no processo: produtores rurais, industria
transformadora e de insumos veterinarios, servigos veterinarios oficiais e
consumidores (CALLEFE e FERREIRA NETO, 2020).

Diante desse cenario, esse trabalho visa identificar focos dentro de dois sistemas de
vigilancia para a brucelose bovina no Recéncavo Baiano, utilizando o teste do anel do
leite em laticinios e o AAT (Antigeno Acidificado Tamponado), 2-ME (2
Mercaptoetanol) e ELISA indireto (Ensaio de imunoadsorcao ligado a enzima) em
vacas de descarte abatidas no abatedouro com SIE localizado em Santo Anténio de
Jesus, onde os resultados séo de real interesse para o Servigo Oficial de Defesa da
Bahia. Os resultados podem dar subsidios a Defesa Agropecuaria Oficial para
reavaliar as agdes frente a essa doenga de grande importancia para a pecuaria e
também para a saude publica.

MATERIAL E METODOS
AREA DE ESTUDO

A area estudada € o Recdncavo da Bahia (Figura 3). As amostras de leite, foram
provenientes de dois laticinios com inspec¢éao estadual que recebem leite in natura: Um
no municipio de Castro Alves (Laticinio A) que recebe leite de uma propriedade do
municipio de Castro Alves e um laticinio no municipio de Cachoeira (Laticinio B), que
recebe leite de cinco propriedades, sendo uma propriedade de Feira de Santana, uma
de Sao Gongalo dos Campos, uma de Cachoeira e duas de Sapeacu. As amostras de
sangue para serem dessorados, foram provenientes do abatedouro também com
inspecéo estadual localizado em Santo Anténio de Jesus, que recebe bovinos de

varios municipios da Bahia.
DELINEAMENTO E ANALISE ESTATISTICA

O tamanho da amostra foi calculado com base na populacédo de animais susceptiveis
presentes nas propriedades que fornecem leite para os laticinios A e B e na populagéo
de animais abatidos nos meses de agosto, setembro e outubro em 2022. Foram 230
amostras coletadas do Laticinio A, todas de apenas uma propriedade e foram
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coletadas 240 amostras do Laticinio B, sendo as amostras proporcionais ao numero
de vacas da cada uma das cinco propriedades: Propriedade A, 20 amostras (53
vacas), propriedade B, 70 amostras (186 vacas), propriedade C, 43 amostras (116
vacas), propriedade D, 38 amostras (101 vacas) e propriedade E, 69 amostras (185
vacas). No abatedouro foram coletadas 316 amostras de vacas, todas com historico

de vacinacéao contra a brucelose com a vacina B19.

O total de fémeas em lactagao no periodo do estudo, provenientes da propriedade
que fornece leite para o laticinio A € de 566 animais fémeas com mais de 36 meses,
todas com histérico de vacinagao contra a brucelose com a vacina B19,no laticinio B
a populacao de fémeas das propriedades que fornecem leite para o laticinio B acima
de 36 meses é de 641 animais. Ja no matadouro, em 2022 abateu 1772 animais no

periodo de agosto a outubro de 2022, periodo similar ao da coleta do estudo.

Por se tratar de um estudo de prevaléncia, sendo a analise feita através do Intervalo
de confianga (IC) de uma proporgéao, o calculo amostral utilizara a férmula de calculo
do Intervalo de Confianga para determinar o tamanho da amostra necessario. Para
tanto o IC adotado foi de 95% (erro maximo de 5%). Foi utilizada uma estimativa de
50% para a caracteristica esperada, sendo que essa estimativa € a maior variabilidade
possivel pois assim o tamanho da amostra calculado atendera para qualquer que seja

a prevaléncia encontrada.
COLETA DE AMOSTRAS

Essa pesquisa ndo necessitou de autorizagdo do Comité de Etica no uso de Animais
CEUA-UFRB, conforme processo numero 23007.00027378/2023-90.

As amostras foram identificadas em Laticinio A e B e seguidas das letras
correspondente a cada propriedade a partir da letra A, seguidas de uma numeragao
crescente a partir do numero 1(ex.: Laticinio A: A-A-1, Laticinio B: B-A-1). A coleta das
amostras aconteceu em um prazo de trés meses (agosto, setembro e outubro de
2023) e posteriormente foram feitas as analises e tabulagdo de dados. As amostras
foram coletadas nos latbes, caminhdo tanque ou tanque de refrigeragcéo

correspondentes a cada propriedade através de copinhos de 50 ml descartaveis com
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uma alga feita de canudos de plasticos e presos com fita crepe e em seguida
colocados em coletor universal graduado de 10 em 10 ml sendo esterilizados em
cabine de fluxo laminar com lampada ultra violeta por 15 minutos (Figura 4). Os
coletores foram preenchidos no laboratoério por 5 ml de uma solugao de formaldeido a
1%, completados com 45 ml leite. As amostras foram acondicionadas em caixa
térmica com gelo, levadas a geladeira do laboratério, onde permaneceu por 24 horas

até a realizacdo do Teste do anel do Leite.

Figura 3 — Mapas do Estado da Bahia e Recdncavo Baiano com localizacdo dos

laticinios e abatedouro.
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Fonte: Adaptado de BAHIA, 2017.
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Figura 4 — Material para a coleta do leite para o TAL, sendo preparado no interior de

cabine de fluxo laminar.

Fonte: Acervo proprio.

No abatedouro foram colhidas amostras de sangue no momento do abate do animal,
na ferida de sangria, foram cerca de 5 ml de cada animal para os testes de Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT) e posterior confirmacao pela prova de soroaglutinagéo
lenta (SAL) e 2- Mercaptoetanol (2-ME) e ELISA indireto. O sangue foi dessorado e
colocado em tubos eppendorf. Os soros foram congelados e mantidos em congelador

do laboratorio até a realizag&o dos testes diagnosticos.
PROTOCOLOS DO TESTE DO ANEL DO LEITE, DO AAT, 2-ME E ELISA INDIRETO
Teste do anel do leite (TAL)

O protocolo do TAL seguiu as orientagdes contidas no Manual Técnico do PNCEBT
(BRASIL, 2006). Cada amostra foi homogeneizada e em cada tubo de ensaio de
tubos 10 mm x 100 mm foram colocados 1 ml (até 150 vacas em lactagdo) ou 2 ml
(151 a 450 vacas em lactagdo) de leite e adicionado 30uL de antigeno para o TAL,
que foi produzido e cedido para o estudo pelo LFDA-MG, lote 003/22. A mistura dos

tubos foi homogeneizada por inversdes repetidas vezes, seguindo para a estufa por 1
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hora a 37°C. Considerou-se o resultado do teste como ndo reagente quando a
intensidade da cor do anel foi menor que a da coluna de leite (Figura 5). Considerou-
se o resultado do teste como reagente quando a intensidade da cor do anel for igual

ou maior que a da coluna de leite (BRASIL, 2017).

Figura 5 — Amostras reagentes e nao regentes no TAL.

Fonte: Acervo proprio.

Prova do antigeno acidificado tamponado (AAT)

O protocolo do AAT seguiu as orientagdes contidas no Manual Técnico do PNCEBT
(BRASIL, 2006). Sao utilizados 30uL de antigeno e 30uL de soro, que foram
homogeneizados em circulos de 2cm de didametro com misturador plastico em placa
especifica. A placa foi agitada com movimentos oscilatérios por 4 minutos, logo apos
colocou-se a placa na caixa de leitura. A presenga de qualquer aglutinagao, a amostra
foi classificada como regente ao teste (BRASIL, 2017). Os antigenos também foram
produzidos e cedidos pelo LFDA-MG, lote 01/22 para o AAT e SAL.

Prova do 2-mercaptoetanol (2-ME)

A prova do SAL e do 2-ME seguiu o protocolo do Manual técnico do PNCEBT
(BRASIL, 2006). Os soros reagentes na prova do AAT foram identificados,
homogeneizados e submetidos a prova do SAL e do 2-ME. Com a pipeta de Bang, os
soros foram colocados em tubos identificados com as respectivas numeragoes, onde

cada amostra possuia 4 tubos, com distribui¢do de 0,08 ml, 0,04 ml, 0,02 ml, 0,01 ml,
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respectivamente para o SAL e a mesma distribuicdo para o 2-ME. O fenol foi diluido
em solugdo salina a 0,5% e o antigeno foi diluido a 1% na solugao salina fenicada.
Em seguida, foram transferidos 1 ml da solugéo salina para cada tubo e apés 30
minutos foi adicionado 1 ml do antigeno para cada tubo. O 2-ME foi diluido em solugao
salina a uma concentragao de 0,78% e pipetado 1 ml em cada tubo, contando 30
minutos de descanso e, em seguida, foi adicionado 1 ml do antigeno diluido em
solugdo salina a 2%. Apds 48 horas, foram realizadas as leituras, das provas com o
teste controle positivo e negativo, e analisadas as precipitagbes com formacao de
grumos e classificados como reagentes de acordo com as diluigbes 1:25, 1:50, 1:100,
1:200.

ELISA indireto (IELISA)

O Elisa indireto foi realizado segundo protocolo descrito por Putini et al (2008). A
técnica apresenta sensibilidade de 77,8%, especificidade de 100%, e concordéancia
de 89%. O ponto de corte é de 0,122 (densidade Optica). Abaixo se descreve o
protocolo utilizado: O antigeno utilizado foi o mesmo que se utiliza para a prova de
soroaglutinagao lenta, com concentragado de massa bacteriana de 4,5%, sem corante,
padronizado a partir da cepa 1119-3 de Brucella abortus, inativada pelo calor,
produzido pelo Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR). Partida: 001/06 e data
de fabricacdo: Fev/06. A padronizacao utilizada foi na diluicdo de 1:50. Realizou-se
uma placa com as seguintes diluigbes, antigeno puro, 1:50, 1:100, 1:200, 1:500 e
observou-se que o melhor resultado encontrado foi 1:50 (FREY; DI CANZIO;
ZURAKOWSKI, 1998). O protocolo foi padronizado no Laboratério de Doengas
Infecciosas da Unime. Primeiramente o antigeno foi diluido em tampao carbonato
bicarbonato 0,05 M pH 9,6 para sensibilizacdo da placa; com uma micropipeta
acrescentou-se 100ml do antigeno em cada pogo da placa com 96 pogos colocada

em camara umida, mantida “over night” a temperatura entre 4 a 8°C.

Depois de retirada da geladeira a placa foi lavada duas vezes com PBS-T e iniciou-se
o bloqueio com leite desnatado a 5%, adicionado 200ml por pogo da placa que foi
levada dentro de uma camara umida para estufa a 37°C por duas horas. Depois de
retirada da estufa, a placa foi lavada uma vez com PBS-T. Procedeu-se a diluigao do

soro na concentracéo de 1:10.000 seguindo o protocolo seguinte: foram colocados 45
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tubos ependorf, devidamente identificados na galeria e, apos diluicdo do leite
desnatado a 1% em 50ml de PBS-T, foi transferida 1 ml dessa diluicdo para cada
ependorf. Acrescentou-se em seguida 10ml de cada soro conforme mapa de
identificacdo, num total de 45 amostras. Apds essa operacado foram retirados 50mi
dessa diluigcdo e colocados em duplicata em cada poc¢o da placa que foi levada para
a estufa a 37°C por 1 hora. Depois de retirada da estufa, a placa foi lavada cinco vezes
com PBS-T e, em seguida, diluiu-se 10ml do conjugado anti-IgG caprino em 10ml de
PBS-T em diluigdo 1:10.000, transferindo-se 50ml dela em cada poco da placa que foi
levada para a estufa a 37°C por uma hora. Apds isso, a placa foi lavada cinco vezes
com PBS-T. Preparou-se a solugdo reveladora, na qual se diluiu 4ml de agua
oxigenada, 4mg de OPD (ortosenilenodiamino) em 10 ml de tampé&o citrato pH 5,1.
Acrescentou-se, entdo, 50ml dessa diluicdo em cada pogo da placa que foi guardada
sem exposicdo da luz para revelagdo entre 15 e 20 minutos. Apos esse tempo,
interrompeu-se a reagao com acido sulfurico 4N e realizou-se a leitura da placa em
filtro de 490 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as 230 amostras coletadas do laticinio A foram nao reagentes no TAL. No
Laticinio B das 240 amostras colhidas, 69 amostras foram reagentes (28,75%) no TAL
sendo todas de apenas uma propriedade (Tabela 1). Esse teste é importante para se
detectar rebanhos infectados, servindo também para monitorar rebanhos de
propriedades que aderiram ao programa de propriedade livre de brucelose, mas pode
apresentar resultados falsos positivos mediante a leites acidos, ou que vieram de
animais com mamite ou até mesmo animais em inicio de lactagdo (BRASIL, 2006). No
estudo realizado a propriedade com amostras reagentes deve ser notificada para que
realize outros testes preconizados pelo PNCEBT nos animais de forma individual
(BRASIL, 2017). SILVA JUNIOR et al (2007), concluiu com os resultados de estudo,
que o teste do anel em leite, realizado com amostras de leite de latdes, € uma
importante ferramenta de vigilancia epidemiolégica da brucelose bovina, indicada
como método de diagnostico presuntivo. Contudo, € fundamental realizar o
diagnodstico soroldgico individual nos programas de erradicagdo ou controle da

enfermidade no rebanho. Ainda assim, apesar dos seus problemas, € considerado um
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teste de triagem barato em conjunto com outros testes (POESTER et al, 2010).

Tabela 1 — Total de amostras regentes e ndo reagentes ao TAL.

LATICINIO
TAL A B
Reagentes 00 69
N&o reagentes 230 171
Total de amostras 230 240

No abatedouro, das 316 amostras coletadas, 10 foram reagentes no teste AAT
(3,16%), (Tabela 2). Essas amostras foram provenientes de 28 propriedades, sendo
06 com amostras reagentes ao AAT (Tabela 3). As amostras reagentes foram testadas
pelo SAL e 2-ME e o resultado foi obtido pela leitura da tabela de referéncia para
animais vacinados na idade de 3 a 8 meses de idade e acima de 24 meses, conforme

preconizado pelo PNCEBT.

Tabela 2 — Total de amostras regentes e ndo reagentes ao teste de AAT.

AAT
Reagentes 10
Nao reagentes 306
Total de amostras 316

Tabela 3 — Total de propriedades regentes e ndo reagentes ao teste de AAT.

AAT
Reagentes 06
Nao reagentes 22

Total de Propriedades testadas 28
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As 28 propriedades amostradas estao localizadas em 17 municipios (Figura 6). Os
municipios com amostras reagentes ao AAT estao identificados de 1 a 6 com fonte

vermelha.

Figura 6 — Municipios onde estao localizadas as propriedades amostradas no AAT.
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Fonte: Adaptado de http://solosne.cnps.embrapa.br/index.php?link=ba

Duas amostras apresentaram titulagcao 1:25 e uma amostra apresentou titulacdo 1:50
no SAL. Essas trés amostras ndo apresentaram nenhuma titulagdo no 2-ME, sendo
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consideradas negativas. As outras sete amostras reagentes no AAT, foram
confirmadas no SAL e 2-ME (Tabela 4), sendo que uma amostra apresentou titulagéo
1:200 no SAL e 1:200 no 2-ME, uma amostra apresentou titulacdo 1:200 no SAL e
1:100 no 2-ME, uma amostra apresentou titulagdo 1:50 no SAL e 1:50 incompleto no
2-ME, uma amostra apresentou titulagado 1:100 no SAL e 1:50 no 2-ME, uma amostra
apresentou titulagdo 1:100 no SAL e 1:100 no 2-ME, uma amostra apresentou
titulacdo 1:50 no SAL e 1:25 no 2-ME e uma amostra apresentou titulacdo 1:25 no
SAL e 1:25 no 2-ME. As trés amostras reagentes ao AAT e negativas no 2-ME, mas
reagentes no SAL podem ter apresentado tal reagao devido ao predominio de IgM nos
soros, ou serem reagdes inespecificas ou com anticorpos residuais de vacinagdo com
a B19 (BRASIL, 2006).

Tabela 4 — Total de amostras com resultado positivo no SAL e 2-ME.

SAL/2-ME
Positivas 07
Negativas 03
Total de amostras 10

Algumas reagbes falso-negativas ocorrem porque apesar da detecgéo
preferencialmente da classe IgG nesta prova, isso limita a identificacdo (falso
negativo) de animais no inicio de infeccdo e também porque algumas moléculas de
IgG também sao suscetiveis a redugéo das pontes dissulfeto, ndo podendo aglutinar,
porém, em geral, a reducéo de IgM aumenta a especificidade (POESTER et al, 2010;
BRASIL, 2006).

PAULIN et al (2009) diz que o AAT é um bom método de triagem, mas sugere que o
mesmo deveria ser confirmado com testes qualitativos e com alto limite de deteccéo,
nao haja necessidade de titulagdo periddica dos reagentes utilizados e o ndo aja
manipulacdo com substancias téxicas, como ocorre com os testes FC e 2-ME. A
realizacdo de mais de um teste para o diagnostico conclusivo das amostras positivas
em teste de triagem aumenta a especificidade dos procedimentos, pois diminui o
numero de falsos-positivos, dando uma maior confiabilidade ao estudo (JARDIM et al.,
2009).
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MEIRELLES-BARTOLI e MATHIAS (2010) comparando o AAT como prova de
triagem e a combinacgédo do SAL e 2-ME, concluiram que o diagndstico sorolégico da
brucelose é mais confiavel quando obtido por meio dos resultados de mais de um
teste, uma vez que soro com titulo elevado em um teste pode apresentar resultado

negativo em outro.

Das 316 amostras de soro analisadas 2,2% foram positivas. Das 28 propriedades
testadas 17,8% teve pelo menos uma amostra positiva. Em um estudo realizado
diretamente em propriedades, SILVA et al (2019) registrou 10,6% de amostras
positivas e 60% de propriedades positivas em uma mesorregido do Acre. Sousa et al
(2019) em estudo realizado em frigorificos sob inspeg¢ao federal e municipal no
Maranhao registrou uma prevaléncia de 1,19%, num total de 1.265 amostras de soro

bovino.

As 10 amostras de soro reagentes no AAT e mais 35 amostras ndo reagentes foram
testadas no iELISA com os resultados apresentados em grafico (Figura 7). As
amostras reagentes no AAT, foram identificadas com a numeracgéo de 1 a 10, onde
todas foram reagentes ao ELISA, inclusive as que deram negativas no teste do 2-ME
que foram as amostras 1, 2 e 8. Além dessas, das 35 amostras ndo reagentes no AAT,
11 foram reagentes no iELISA, apresentando absorbéancia acima do valor de corte
(“cut-off’) 0,122.

Ressalta-se que tanto o AAT, como o iELISA sdo testes que apresentam alta
sensibilidade e especificidade menor, o que pode ocorrer muitas reagdes falso
positivas (BRASIL, 2006; PUTINI et al., 2008). MATURINO et al (2022), em seu
trabalho, constatou a baixa sensibilidade de AAT frente ao IiELISA para ser
considerada uma prova de triagem, considerando iELISA superior por poder detectar
animais com titulagdo mais baixa. JARDIM et al. (2006), constatou em seu trabalho
com a dose reduzida de vacina B19, que iELISA foi o Unico teste a ter sensibilidade
de 100% frente aos outros testes sorolégicos, sendo mais capaz de identificar os
animais doentes. JARDIM et al. (2009) em um estudo que compara o iELISA no
diagnostico de brucelose em rebanhos vacinados e ndo vacinados sugere que seria
necessario o uso de provas confirmatdrias, devido a alta sensibilidade do teste, onde

poderia se ter muitos falsos positivos devido a presenga de imunoglobulinas residuais
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da vacina B19. SIMPSON et al. (2018) em um estudo para avaliar a resposta
imunoldgica da vacina B19 concluiu que o iELISA é equivalente ao AAT, quanto a
sensibilidade e especificidade. O IELISA tem alta sensibilidade, mas uma
especificidade mais baixa em regiées que praticam a vacinagao com a B19, pois nao
distingue o anticorpo vacinal da infec¢ao. Em areas que nao praticam a vacinagao, a
especificidade é alta (POESTER et al, 2010).

Figura 7 — Amostras de soro bovino testadas no Elisa indireto.
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Fonte: Acervo préprio

O ultimo levantamento soro epidemioldgico da brucelose bovina na Bahia foi realizado
em 2004, quando as prevaléncias de focos e a de fémeas adultas soropositivas do
Estado foram de 4,2% [3,1-5,3%] e 0,66% [0,41-0,93], respectivamente. O estado foi
dividido em quatro regides com caracteristicas produtivas homogéneas. A regido do
Recbéncavo da Bahia ficou situada na regiao 3 (Figura 8), onde as prevaléncias de
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focos e a de fémeas adultas soropositivas foram de 6,3% [4,0-9,3%] e 1,7% [0,66—
2,7%] (ALVES et al., 2009). O estudo visa contribuir efetivamente para o Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) no
Estado. Espera-se fornecer subsidios para a tomada de decisdes futuras dentro do
Programa, apoiando no combate a doenga no Estado por meio do uso desses
sistemas de vigilancia, além de oferecer um bom panorama sobre a situacédo da

brucelose bovina na regiao estudada.

Figura 8 — Mapa da Bahia com a divisdo em circuitos produtores: 1 (Sul); 2 (Noroeste);
3 (Nordeste); 4 (Centro).

4 3

- %
Salvador

Fonte: Adaptado de ALVES et al., 2009.

CONCLUSOES

O presente estudo sugere que apds analise de amostras de leite através do Teste do
Anel do Leite, um teste de triagem preconizado pelo o PNCEBT, uma propriedade foi
detectada com a presenca da doencga, devendo o rebanho ser testado de forma
individual com outras provas de carater confirmat6rio. O estudo sugere também que

animais foram reagentes para a brucelose apos os soros de vacas destinadas ao
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abate serem testados pela prova de triagem AAT, pela prova confirmatéria 2-ME e
pelo ELISA indireto. Todos os testes se mostraram como importante ferramenta para
identificacdo da doenga dentro do sistema de vigilancia epidemioldgica da brucelose

bovina.

O teste do ELISA indireto apesar de ndo ser um teste oficial pode ser utilizado
juntamente com o AAT como teste de triagem, por apresentar boas sensibilidade e
especificidade, podendo detectar animais com titulagdo mais baixa. Os dois testes
apresentaram falsos positivos, por isso a utilizagado da prova do 2-ME foi importante,
aumentando a especificidade no diagnostico, ratificando a necessidade do uso de

testes confirmatoérios evitando que animais nao infectados sejam sacrificados.
AGRADECIMENTOS

Ao LFDA-MG (Laboratdrio Federal de Defesa Agropecuaria) por ceder os antigenos
para a execugao do trabalho e Laboratorio de Doengas Infecciosas (LDI-UFRB).

REFERENCIAS

ALVES, A.J.S. et al. Situagao epidemioldgica da brucelose bovina no Estado da
Bahia. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia. Belo Horizonte,
v.61, supl.1, p.6-13, 2009.

BAHIA. Secretaria da Agricultuta, Pecuaria, Irrigacdo, Pesca e Aquicultura. Nota
Técnia.2014. Disponivel em:
http://www.seagri.ba.gov.br/sites/default/files/not_notatecnicaleite.pdf. Acesso em
10/09/2022.

BAHIA. Secretaria do Planejamento. Plano Territorial De Desenvolvimento Rural
Sustentavel E Solidario — Ptdrss do Recéncavo. 2017. Disponivel em
https://www.seplan.ba.gov.br/wp-content/uploads/PTDS Territorio Reconcavo.pdf.
Acesso em 05/01/2024.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Departamento de
Defesa Animal. Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT) —. Brasilia: Departamento de Defesa Animal, 2006. 132p.
(Manual Técnico).

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Instrugdo Normativa
SDA n.10 de 03 de mar. de 2017. Brasilia, DF, mar. 2017.



49

BRASIL. INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA (IBGE).
Disponivel em:https://cidades.ibge.gov.br/. Acesso em 09/11/2020a.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Diagnostico
Situacional do PNCEBT: Programa Nacional de Controle e Erradicagao da Brucelose
e Tuberculose Animal. Brasilia, DF, 2020b.

CALLEFE, J.L.R.; NETO. J.S.F. Sistemas de Vigilancia em saude animal. Sdo Paulo:
Universidade de Sao Paulo. Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, 2020.

CUNHA, W. P.; DIAS, I. C. L.; MARTINS, D. F.; SILVA, M. |. S. Perfil de Produtores
Rurais frente a zoonoses e medidas profilaticas de doencas em rebanhos bovinos.
Extensao Rural, Santa Maria, v. 19, n. 2, p. 93-108, 2012.

FREY, A.; DI CANZIO, J.; ZURAKOWSKI, D. A statistically defined endpoint titer
determination method for immunoassays.Journal of Inmunological Methods,
v.221, n.1-2, p.35-41, 1998.

JARDIM, G.C.et al. Diagndstico sorolégico da brucelose bovina em animais adultos
vacinados com dose reduzida da cepa 19 de Brucella abortus . Pesquisa
Veterinaria Brasileira, v.26, n.3, p.177-182, jul-set, 2006.

JARDIM, G.C. et al. Comparacao do ELISA indireto no diagndstico da brucelose em
rebanho bovino vacinado e ndo vacinado. Agrarian, v. 2, n. 5, p. 131-142, 2009.

MATURINO, M.P.M. et al. Levantamento sorologico de brucelose em bovinos
monitorados no estado da Bahia. Revista Brasileira de Ciéncia Veterinaria, v.29,
n.3, p.130-134, jul-set, 2022.

MEGID, J.; RIBEIRO, M.G.; PAES, A.C. Doencgas Infecciosas em Animais de
Producao e de Companhia.1? Edicao. Sao Paulo: Roca, 2015.

MEIRELLES-BARTOLI, R.B.; MATHIAS, L.A. Estudo comparativo entre os testes
adotados pelo pncebt para o diagnostico sorolégico da brucelose em bovinos.
Arquivos do Instituto Biolégico. Sdo Paulo, v.77, n.1, p.11-17, 2010.

PAULIN, L.M. et al. Avaliagédo entre quatro técnicas soroldgicas da infecgéo por
brucella abortus em bovinos. Arquivo Instituto Biolégico. S&o Paulo, v.76, n.1,
p.09-15, jan/mar. 2009.

POESTER, F.P.et al. Diagnéstico de brucelose. The Open Veterinary Science
Journal, v.4, p.46-60, 2010.

PUTINI, V.B. et al. Padronizacao e avaliacdo da sensibilidade e especificidade de
um teste ELISA indireto para o diagndstico da brucelose bovina utilizando como
antigeno a cepa de B. abortus inativada. Revista Académica: Ciéncias Agrarias e
Ambientais. Curitiba, v.6, n.3, p.361-370, 2008.



50

SANTOS, R. L.; MARTINS, T.M.; BORGES, A.M.; PAIXAO, T.A. Economic losses
due to bovine brucellosis in Brazil. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v.33, n.6,
p.759-764, jun.2013. Disponivel em:
https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-736X2013000600012.
Acesso em 08 nov. 2022.

SIMPSON, G.J.G. Immunological response to Brucella abortus strain 19 vaccination
of cattle in a communal area in South Africa. Journal of the South African
Veterinary Association. Pretoria, v.89, 2018. ISSN: 2224-9435.

SILVA JUNIOR, F.F. et al. Avaliagdo do teste do anel em leite na vigilancia
epidemioldgica da brucelose bovina em rebanhos e em laticinios. Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia. Belo Horizonte, v.59, supl.2, 2007.

SILVA, T.I.B. et al. Analise dos fatores de risco para brucelose bovina em
rebanhos leiteiros da microrregido de Rio Branco, Acre, Brasil. Arquivos do
Instituto Biolégico.V.86, p.1-6, 2019.

SOUSA, A.K.A. et al. Brucelose bovina em frigorificos com Servigos
de Inspecéo Federal e Municipal no estado do Maranhao. Arquivo do Instituto
Biolégico. S&do Paulo, v.86 p.1-7, 2019

THE CENTER FOR FOOD SECURITY E PUBLIC HEALTH (CFSPH). Brucellosis:
Brucella abortus, 2018. Disponivel em

https://www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdfs/brucellosis abortus.pdf. Acesso em 15
set. 2023.

UFLA. Rastreabilidade e Seguranga Alimentar. Boletim Técnico, Universidade
Federal de Lavras, Departamento de Medicina Veterinaria. Lavras: UFLA, n. 91,
25p., 2012.



51

4 CONSIDERAGOES FINAIS

Ha de se ressaltar que apods a realizacdo desse estudo, podemos observar a
necessidade da exigéncia de testes de triagem para as propriedades que enviam leite
para os laticinios, visto que atualmente a legislagdo s6 exige a vacinagao das
bezerras, de 03 a 08 meses de idade com a B19. Na pecuaria leiteira os produtores
estdo sempre renovando o seu rebanho e a entrada de novos animais sem a exigéncia
de exames pode trazer para uma propriedade livre, a instalacdo da doenca, o que
pode ser minimizado com a detecc¢ao da infecgao através do Teste do Anel do Leite,
que seria realizado periodicamente pelo Servico de Defesa Animal oficial. Deve se
considerar também o uso do teste do AAT em bovinos machos reprodutores e fémeas
adultas com mais de 36 meses que adentrarem os abatedouros além do uso de EPIs
especificos para os trabalhadores que venham impedir ou minimizar os riscos de
infeccdo pela brucelose. Por ser uma zoonose que causa problemas graves nos
acometidos, o custo para essas acgdes deve ser dividido entre o setor publico e
privado.

Mais estudos devem ser realizados sobre a brucelose bovina envolvendo nao apenas
0s animais, mas também com as pessoas envolvidas principalmente na cadeia
produtiva do leite. Um trabalho que deve ser realizado em conjunto entre o setor
produtivo e o setor publico, visto a importancia dessa zoonose, além dos potenciais
prejuizos econdmicos e sociais trazidos pela doenga. Outro importante trabalho a ser
feito € a intensificagcdo nas informag¢des passadas ao publico alvo sobre a doencga,
como palestras, distribuicdo de cartilhas e folders, além do uso de videos impactantes
sobre as formas mais graves da doencga.
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