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Deteccao de Brucella spp. em leite bovino nao pasteurizado
através da Reacao de Cadeia pela Polimerase (PCR)

Detection of Brucella spp. in unpasteurized cow milk by polymerase

chain reaction (PCR)

Carolina Lechinski de Paula', Mateus de Souza Ribeiro Mioni', Camila Michele Appolinario’,
Edson Ryuiti Katayama', Susan Dora Allendorf', Jane Megid'*

RESUMO: A brucelose é uma importante zoonose causada por
bactérias do género Brucella. O homem ¢ infectado pelo contato
com as secregdes reprodutivas como placenta, léquios placentdrios,
sémen e secregdes penianas de animais infectados ou pelo consumo
de leite e derivados nio pasteurizados. Com o objetivo de pesquisar
a presenca da bactéria no leite, foram avaliadas, através da técnica
da reagio em cadeia da polimerase (PCR), 30 amostras de leite cru
comercializadas clandestinamente na regiao de Botucatu, Sao Paulo,
bem como 50 amostras de leite entregues em laticinio, previamente
a pasteurizagio. Das 80 amostras analisadas pela técnica de PCR, 10
(12,5%) foram positivas e 70 (87,5%) negativas. Dentre as amostras
positivas, 5 amostras (16,6%) eram provenientes de comerciantes ile-
gais e outras 5 amostras (10%) foram obtidas no laticinio. A posi-
tividade para Brucella spp. demonstra que o patdgeno se encontra
presente de forma importante na regiao de Botucatu, Sao Paulo, e
que o risco associado a saude piblica devido & comercializagio de
produtos clandestinos sem prévia pasteurizacio ¢ real.
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ABSTRACT: Brucellosis is a zoonosis caused by bacteria of
the genus Brucella. Man infection occurs through contact with
reproductive secretions as placenta and its lochia, semen and penile
secretion of infected animals or by consuming unpasteurized
milk and dairy products. With the objective of investigating
the presence of bacteria in milk, 30 samples of raw milk sold
illegally in the region of Botucatu, Sio Paulo, Brazil, as well as
50 samples of milk delivered to a dairy industry previously to its
pasteurization were evaluated by the polymerase chain reaction
(PCR) technique. Of the 80 samples analyzed, 10 samples
(12.5%) were positive and 70 (87.5%) were negative. Among
the positive samples, 5 (16.6%) were from illegal traders and
other 5 (10%) were obtained from the dairy industry. Brucella
spp- positivity shows that the pathogen is representatively present
in Botucatu, Sdo Paulo, Brazil, and the risk associated to public
health due to the commercialization of illegal products without
pasteurization is real.
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A brucelose é uma enfermidade infectocontagiosa, de
cardter zoondtico e ampla distribui¢io mundial. A enfermi-
dade acomete uma ampla variedade de espécies de mamiferos
terrestres e marinhos, incluindo o homem, considerado um
hospedeiro acidental, causando enfermidade também conhe-
cida como febre ondulante, febre do Mediterrineo ou febre
de Malta. Nos seres humanos a brucelose é classificada como
enfermidade ocupacional para pessoas que lidam diretamente
com animais ou com seus produtos, como por exemplo fazen-
deiros, médicos veterindrios, magarefes, agougueiros e traba-
lhadores da industria de laticinios.

A doenga, nos animais domésticos, é causada por bac-
térias do género Brucella, sendo identificadas como Brucella
melitensis, B. abortus, B. suis, B. ovis e B. canis, destacando-se
a Brucella abortus, que acomete principalmente os bovinos,
podendo também causar doenga no homem.

A brucelose bovina ¢ a mais prevalente no Brasil, sendo
considerada endémica em algumas regiées. Segundo os
dados mais recentes do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento, um levantamento epidemioldgico realizado
entre os anos de 2001 e 2004 demonstrou que a prevaléncia
de brucelose em 82% do efetivo bovino no Brasil variou entre
0,06 € 10,2%. A ocorréncia da doenca nos rebanhos bovinos
causa grandes prejuizos econdmicos relacionados a queda de
produgio e a problemas reprodutivos.

A infeccio por B. abortus leva A ocorréncia de endo-
metrites, reten¢do placentdria, abortamentos, redugio na
vitalidade dos bezerros por morte precoce ou subdesenvol-
vimento (30%), diminuicao da lactacio (20%), esterilidade
das fémeas infectadas (30%), redugio do peso dos animais
em torno de 15%, além do aumento do intervalo entre par-
tos, que passa de 12 meses (considerado normal e ideal) para
até 20 meses. Em estudo publicado em 2013 sobre as perdas
econdmicas geradas por rebanhos bovinos de corte e leite
acometidos por brucelose, estimou-se prejuizo na ordem de
440 milhées de ddlares. Nao podendo ser desconsideradas
as perdas indiretas relacionadas & doenga nos seres huma-
nos, como gastos médicos e perda de produtividade/afasta-
mento de funciondrios.

Os animais infectados permanecem portadores por toda
a vida, caracterizando a fase cronica da doenca. Nessa fase, os
animais s3o assintomdticos ou apresentam poucos sinais e a
bactéria persiste em linfonodos e glandulas mamdrias. Durante
a gestacio, a brucela migra para o ttero, local pelo qual possui
grande tropismo, sendo eliminada pelo leite, urina, descargas
vaginais, produtos do abortamento e l6quios placentdrios.

O homem se infecta naturalmente pelo contato com
produtos abortados, secregoes vaginais, léquios placentdrios
e outras secrecdes contaminadas, além do consumo de leite
cru ou derivados nio pasteurizados, sendo esta tltima consi-
derada a forma de contaminagio principal dos seres humanos.

No homem, a doengca afeta vdrios sistemas, produzindo

uma grande variedade de sintomas, no entanto, a forma

assintomdtica também pode ocorrer. Clinicamente, a bruce-
lose humana se manifesta por febre aguda, acompanhada de
mal estar, anorexia e prostragio, podendo persistir e progredir
para a cronicidade, com severas complicacoes osteomuscula-
res, neuroldgicas e cardiacas.

A pasteurizagio do leite, que visa eliminar patégenos em
potencial, é uma prética fundamental para garantir a saide dos
consumidores e garantir a qualidade dos produtos alimenticios,
o que também possibilita o controle da brucelose humana,
por eliminar as brucelas do leite. Apesar da obrigatoriedade
da pasteurizagdo no Brasil, ainda se observa a venda de leite
in natura de forma clandestina, em diversas regioes brasileiras.

O diagnéstico soroldgico da brucelose preconizado pelo
Programa Nacional de Controle e Erradicagio da Brucelose e
daTuberculose (PNCEBT), programa este que foi implemen-
tado pelo governo federal no ano de 2002 e tem por objetivo
eliminar progressivamente a doenga no pafs, determinou o
teste do antigeno acidificado tamponado (AAT) como um
teste de rotina, e no caso de positividade, pode-se realizar
a técnica do 2-Mercaptoetanol, composta por duas provas,
a Soro aglutina¢do lenta (SAL) e a prova do 2-mercaptoe-
tanol, lidas em paralelo como prova confirmatéria da AAT.
Em rebanhos leiteiros de estabelecimentos atestados como
livres de brucelose, o monitoramento pode ser feito através
do teste do anel em leite (TAL) empregado em amostras cole-
tadas de tambores ou tanques de expansio, sendo necessi-
ria a realizagdo de testes soroldgicos individuais em caso de
positividade. Embora o TAL seja considerado um eficiente e
prético teste de vigilancia epidemiolégica dos rebanhos, ele
pode resultar positivo em amostras de leite de animais que
apresentem outras infecgdes que nao por brucela ou tam-
bém amostras de leite de rebanho vacinados com a vacina
B19, que é a preconizada pelo PNCEBT. A confirmacio do
diagnéstico depende dos testes sorolégicos individuais e/ou
da deteccio da brucela nos animais ou em seus subprodu-
tos, por meio da utilizagio de ferramentas diagndsticas como
a reagio em cadeia da polimerase (PCR). A tecnologia de
PCR tem sido aplicada para detecgao de contaminagio por
Brucella spp. em alimentos, principalmente leite e queijos
frescos, mas também em tecidos e secrecoes animais. A téc-
nica provou ser altamente sensivel e possivel de ser empre-
gada em grandes volumes de amostras.

Considerando o destacado papel que o leite assume na
alimentagio humana e a sua importdncia como um dos fato-
res de risco associados A transmissao da doenga, este trabalho
objetivou avaliar a presenca de Brucella spp. em amostras de
leite vendido clandestinamente na cidade de Botucatu, Sao
Paulo, bem como amostras de leite entregues em laticinio pre-
viamente a sua pasteurizagao.

Para isso, foram coletadas 30 amostras de leite cru vendido
por carroceiros, na cidade de Botucatu, Sao Paulo, bem como
50 amostras de leite, previamente a sua pasteurizagio, entre-
gues em um laticinio da regido. As amostras foram coletadas
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em tubos estéreis de 20 mL e acondicionadas sob refrigeracao
até a chegada ao laboratério.

Apés a coleta, 10 mL de cada amostra foram separados e
acrescidas de 1 mL de formol a 1% em tubos do tipo Falcon
para realizagdo do TAL, sendo esses também mantidos sob
refrigeracio até a realizagio do teste. O TAL foi realizado
segundo o protocolo descrito no manual técnico do PNCEBT.

Para a realizacio da técnica de PCR, as amostras foram
aliquotadas em microtubos de 2 mL e congeladas a -20 °C.
A sensibilidade analitica da extracio do DNA realizada
com kit comercial Spin Tissue Mini Kit Invisorb® foi pre-
viamente avaliada por meio da contaminacio de leite este-
rilizado com cinco dilui¢bes conhecidas (107, 102, 107,
104, 10°) de Brucella abortus extraida de meio de cultura.
O protocolo de extragio escolhido demonstrou sensibili-
dade até a diluicio 10. Embora outros autores tenham
relatado uma sensibilidade maior com outros métodos de
extracio, a utilizacio do kit comercial foi escolhida devido
a maior facilidade de execu¢io e menor chance de conta-
minagdo cruzada entre as amostras testadas.

Os primers utilizados foram previamente descritos por
Barry ez al. (1992) e o protocolo de amplificagio foi realizado
de acordo com Cortez (2001). A reagao de PCR ocorreu sob
as seguintes condigoes: desnaturagio inicial a 94 °C por 5
minutos, 40 ciclos de 94 °C por 60 segundos, 60 °C por 60
segundos, 72 °C por 60 segundos e ciclo de extensio final a

Figural. Eletroforese em gel de agarose a 2% demonstrando
o produto amplificado da reacdo em cadeia da polimerase,
utilizando primers especificos para Brucella spp. com bandas de
223 bp. Coluna 1: marcador com peso molecular de 100 bp;
Coluna 2: controle positivo; Colunas 3 e 4: amostras positivas;
Coluna 5: controle negativo.

72 °C por 10 minutos. Foi utilizado como controle negativo
da reacdo dgua ultrapura e como controle positivo leite pre-
viamente contaminado pela adi¢io de 20 pL de solugio salina
contendo B. abortus na diluicio 102 baseada na escala 1 de
MacFarland, em 200 pL de leite. A visualizagio do produto
amplificado foi realizada com eletroforese em gel de agarose
a 2% contendo 0,5 mg/mL de brometo de etidio. Foi consi-
derado positivo a presenca de fragmentos equivalentes a 223
pares de bases (pb) (Fig. 1)

A anilise estatistica dos resultados obtidos nos dois grupos
(carroceiros e laticinio) foi realizada pelo emprego do teste t
de Student, considerando como significante p < 0,05; utili-
zando como ferramenta estatistica o soffware Graphpad Stat®.

O TAL e a técnica de PCR foram realizadas em todas
as amostras coletadas (n = 80). Das amostras coletadas de
carroceiros, observou-se 30% de positividade no TAL (9
amostras) e 16,6% de positividade na PCR (5 amostras).
No leite coletado no laticinio, 13 amostras (26%) foram
positivas no TAL e 5 amostras (10%) foram positivas na
PCR (Tabela 1). Do total das 80 amostras analisadas,
foram obtidos no TAL 22 resultados positivos (46,25%)
e 43 negativos (53,75%). Pela técnica da PCR, 10 amos-
tras (12,5%) resultaram positivas e 70 negativas (87,5%),
sendo essas 10 amostras também positivas no TAL, carac-
terizando a situagdo de animal infectado com eliminagio
de Brucella spp. pelo leite. Nao foi observada diferenga
estatistica (p = 0,3891) no percentual de positividade na
PCR realizada nas amostras de leite entregues em laticinio
e naquelas comercializadas clandestinamente.

A presenca de Brucella spp. no leite representa uma das
principais formas de transmissao da brucelose. A detecgio de
bactérias tanto no leite vendido clandestinamente como no
fornecido para o laticinio demonstra a importincia da pas-
teurizagao realizada nos laticinios como mecanismo de pro-
tecao A satide humana e reforca o risco do consumo do leite
sem qualquer tipo de tratamento térmico. Neste sentido, a
venda de leite in natura de forma clandestina constitui um
risco ainda maior 4 sadde publica, uma vez que este, na maio-
ria das vezes, é consumido fresco ou utilizado na producio
de queijo frescal.

A TAL associado a técnica de PCR demonstrou ser um
bom método diagnéstico para presenca de Brucella spp. no leite.
Apesar da implantagio do PNCEBT hd mais de uma década,
animais brucélicos ainda sio encontrados e seu leite é comer-
cializado de maneira clandestina ou nio, tornando-se indispen-

savel seu tratamento térmico antes do consumo.

Tabela 1. Relagdo entre a positividade obtida no teste do anel e na reacdo em cadeia da polimerase nas amostras de leite coletadas

de carroceiros e no laticinio.

Carroceiros 9/30 5/30

30 16,6

Laticinio 13/50 5/50

26 10
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