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RESUMO

A brucelose bovina € uma zoonose de grande impacto econdmico e na saude publica. No
Brasil, o Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT)
foi criado em 2001 com os objetivos especificos de reduzir a prevaléncia e a incidéncia de novos
focos de brucelose e tuberculose e de promover a certificagdo de propriedades livres de brucelose
e tuberculose ou monitoradas para tais doencas e que oferecam ao consumidor produtos de baixo
risco sanitario. Ap6s mais de uma década da criagdo do PNCEBT, novas estratégias foram tracadas
€ passou a ser necessario implementar sistemas de vigilancia epidemiologica ativa para identificar
focos normalmente nao-detectados por sinais clinicos ou por acdes rotineiras de controle. Em
rebanhos leiteiros, os testes aplicados em leite de tanque também podem se constituir em
ferramentas adequadas a esse proposito, desde que previamente validados para a finalidade a que
se destinam. Estes testes apresentam vantagens como baixo custo, facilidade de coleta de amostras
e rapidez na obtencdo dos resultados. No presente estudo, foram avaliados os desempenhos de
trés testes diagnosticos para brucelose bovina em amostras de leite de tanque: teste do anel em
leite (TAL), o ELISA Brucellosis Antibody Test Kit — Tank Milk IDEXX (i-ELISA) e uma qPCR
desenvolvido pelo LFDA-MG (PCR). Foram obtidas 187 amostras de leite de tanque, oriundas de
rebanhos classificados como livres (103) e de rebanhos classificados como focos (84), todos
localizados no estado de Santa Catarina. Os parametros de interesse, sensibilidade e especificidade
de cada teste, foram estimados por modelo Bayesiano de classe latente para duas populagdes e trés
testes diagndsticos, sendo dois deles correlacionados - ELISA e TAL. As estimativas a posteriori
para os parametros foram informadas com 95% de credibilidade. O i-ELISA apresentou
sensibilidade (Se) igual a 0,90 [ICr 95%0,73 - 0,99] e especificidade (Sp) igual a 0,99 [ICr 95%
0,95 — 1,0]. O TAL apresentou Se igual a 0,82 [ICr 95% 0,68 — 0,93] e Sp igual a 0,84 [ICr 95%
0,77 — 0,90]. Por fim, a qPCR apresentou Se igual a 0,01 [ICr 95%0,0 — 0,05] e Sp igual a 0,97
[ICr 95%0,93 — 0,99]. Os resultados deste estudo indicam que o i-ELISA seria a ferramenta de
elei¢do para vigilancia de brucelose bovina usando amostras de leite de tanques, em razao de ter
sensibilidade semelhante e especificidade superior a do TAL, sendo este uma alternativa aceitavel
ao iIELISA. A gPCR avaliada neste estudo ndo seria adequada como ferramenta de detecgdo de

rebanhos infectados devido a sua sensibilidade muito baixa.

Palavras-chave: brucelose bovina; leite de tanque; 1-ELISA; teste do anel em leite; qPCR;

validagdo de testes; modelos de classe latente
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ABSTRACT

Bovine brucellosis is a zoonosis of great economic and public health impact. In Brazil, the National
Program for the Control and Eradication of Brucellosis and Tuberculosis (PNCEBT) was created
in 2001, with the specific objectives of reducing the prevalence and incidence of new outbreaks of
brucellosis and tuberculosis and promoting the certification of properties free of brucellosis and
tuberculosis and that would offer the consumer products of low health risk. After more than a
decade of the creation of the PNCEBT, new strategies were devised, and it became necessary to
implement active epidemiological surveillance systems to identify foci normally undetected by
clinical signs or by routine control actions. In dairy herds, the tests applied to tank milk can also
be appropriate for this purpose, provided that they are previously validated for the purpose for
which they are intended. These tests have advantages such as low cost, ease of sample collection
and speed in obtaining results. In the present study, the performance of three diagnostic tests for
bovine brucellosis in tank milk samples from Santa Catarina (SC) were evaluated: milk ring test
(TAL), the ELISA Brucellosis Antibody Test Kit — Tank Milk IDEXX (i-ELISA) and a qPCR
developed by the LFDA-MG (PCR). A total of 187 tank milk samples were obtained from herds
classified as Free (103) and from herds classified as Infected/Positive (84), all located in the state
of Santa Catarina. The data obtained were tabulated and the parameters of interest, sensitivity and
specificity of each test, were estimated by a Bayesian latent class model, for two populations and
three diagnostic tests, two of them correlated - ELISA and TAL. The posterior estimates for the
parameters were reported with 95% credibility. The i-ELISA yielded a sensitivity (Se) of 0.9 [0.73
- 0.99] and specificity (Sp) of 0.99 [0.95 — 1.0]. The TAL presented Se of 0.82 [0.68 — 0.93] and
Sp of 0.84 [0.77 — 0.9]. Finally, the Se of qPCR was equal to 0.01 [0.0 — 0.05] and the Sp was 0.97
[0.93 — 0.99]. The results of this study indicate that i-ELISA would be the test of choice for
surveillance of bovine brucellosis using samples from milk tanks, given that its sensitivity is
identical and the specificity is higher than the measured performance of TAL. The latter is a good
alternative for surveillance purposes. The qPCR evaluated in this study would not be adequate as

a tool for detecting infected herds.

Key-words: bovine brucellosis; herd test in milk from tanks; i-ELISA; milk ring test; qPCR; test

validation; latent class models
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INTRODUCAO

Este trabalho avaliou o desempenho de trés testes para diagnostico de brucelose bovina
a partir da matriz leite, de modo a oferecer ao PNCEBT alternativas de uso destes para a
vigilancia de rebanhos a partir de amostras de leite de tanque. Os testes avaliados foram o Teste
do Anel em Leite (TAL), o ELISA Brucellosis Antibody Test Kit — Tank Milk IDEXX e uma
PCR em tempo real (qPCR). No capitulo 1 foi apresentada uma breve contextualizagdo,
mostrando a importancia da cadeia produtiva do leite, dos riscos da transmissao da brucelose
por este alimento e a importancia da vigilancia desta enfermidade no sentido de se detectar o
maior niumero de focos da doenga utilizando esta matriz. Em seguida foram apresentadas as
técnicas utilizadas em diversos estudos para o diagndstico de brucelose a partir do leite,
descrevendo seus principios, vantagens e desvantagens. Foi apresentada também a importancia
da avaliacdo de qualquer teste diagndstico nas condigdes de uso a que estes se destinam,
conforme preconizado pela Organizacdo Mundial de Satde Animal (OMSA), antes de sua
utiliza¢dao. No capitulo 2, apos breve introducdo, foi descrita toda a metodologia utilizada na
avaliacdo dos trés testes, desde a amostragem até a analise dos dados gerados por metodologia
Bayesiana, seguida da apresentacdo dos resultados alcancados e discussdo. O trabalho
demonstrou que tanto o ELISA como o TAL podem ser utilizados no diagnostico de brucelose
em amostras de leite de tanque, sendo o ELISA aquele que apresentou o melhor desempenho,
devido a sua maior especificidade em relagdo ao TAL. Por fim, a partir dos resultados
encontrados, ¢ oferecido ao PNCEBT alternativas validadas para vigilancia em rebanhos

leiteiros, o que certamente contribuird no controle e erradicagdo da brucelose no pais.
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Capitulo 1

DIAGNOSTICO DE BRUCELOSE BOVINA A PARTIR DE LEITE DE TANQUE

Resumo

O leite ¢ um dos seis produtos mais importantes da agropecudria brasileira. Conforme
levantamento do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a producao nacional de
leite chegou a 35,4 bilhdes de litros em 2020, com um aumento de 1,5% em relagdo ao ano
anterior, sendo esse o maior volume ja registrado na pesquisa. Entretanto, a composicao do leite
e produtos lacteos, ricos em nutrientes, propicia também a sobrevivéncia de diversos
microrganismos patogénicos envolvidos em casos de doencas transmitidas por alimentos
(DTA) em seres humanos. A Brucella abortus, causadora da brucelose bovina, ¢ um patdégeno
frequentemente transmitido por meio do consumo de leite cru e derivados lacteos para seres
humanos. Além das consequéncias para a saude humana, levando a incapacidade parcial ou
total ao trabalho dos acometidos, em bovinos, a brucelose traz grandes prejuizos para a
produgdo animal, devido ao elevado nimero de abortos, nascimento de bezerros fracos e baixa
fertilidade nos rebanhos. No Brasil, o Programa Nacional de Controle e Erradicacao da
Brucelose e Tuberculose (PNCEBT), necessita implementar sistema de vigilancia
epidemioldgica ativa para identificar e sanear focos normalmente ndo detectados por sinais
clinicos ou por ac¢des rotineiras de controle. Um meio eficiente de realizar essa triagem em
rebanhos leiteiros ¢ testar o leite do tanque. Apenas o Teste do Anel em Leite (TAL) esta
aprovado pelo PNCEBT para triagem na matriz leite, de bovinos. Na literatura, outros testes
também tém esta indicagdo, como ELISA indireto (i-ELISA), polarizacao fluorescente (FPA),
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), além do isolamento e identificacio do agente. Os
diversos testes utilizados para o diagndstico da brucelose tém sido avaliados quanto ao
proposito a que se destinam no pais ou regido onde serdo utilizados. Deste modo, para que
novos testes possam ser adotados pelo PNCEBT, estudos de analise de desempenho devem ser
conduzidos nas diversas condi¢des epidemiologicas existentes no Brasil, e assim possam ser

incorporados a agdes de controle e erradicacdo da brucelose no Brasil, pelo PNCEBT.
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Introducio

O leite ¢ um dos seis produtos mais importantes da agropecudria brasileira, constituindo-
se como importante fonte de geracdo de emprego e renda para a populagdo em todas as regides

do pais (DE MORAES, 2020).

Nas ultimas trés décadas, a produ¢ao mundial de leite aumentou mais de 50%, chegando
a 769 milhdes de toneladas em 2013 (DE MORAES, 2020). Conforme levantamento do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a producao nacional de leite chegou a
35,4 bilhdes de litros em 2020, com um aumento de 1,5% em relagdo ao ano anterior, sendo
esse 0 maior volume ja registrado na pesquisa. O efetivo de vacas ordenhadas foi de 16,2
milhdes de cabecas, 0,8% menor que o de 2019. A Regido Sudeste, com alta de 1,9%, liderou
pelo segundo ano consecutivo esse segmento, com 34,3% de participacdo, ao produzir 12,2
bilhdes de litros de leite. A Regido Sul permaneceu em segundo lugar, respondendo por 34,0%
do total nacional, ao produzir 12,1 bilhdes de litros de leite. A Regido Nordeste apresentou-se
em terceiro lugar na producdo nacional leiteira, ao obter um crescimento de 1,9% em sua
producao, totalizando 4,9 bilhdes de litros de leite. Minas Gerais seguiu como o Estado com o
maior volume de leite produzido, 9,7 bilhdes de litros de leite, sendo responsavel por 27,3% da
quantidade total — registrando aumento de 2,6% em relacdo a 2019 —, sendo naturalmente o
principal responsavel pelo maior desempenho da Regido Sudeste. O estado de Santa Catarina
aparece entre os 5 principais produtores de leite, com 3,04 bilhdes de litros produzidos, sendo

responsavel por 8,72% do total produzido no pais. (IBGE, 2020).
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Participacio das Grandes Regides na producao de leite (%)

Morte

Mardeste

Cen:ra-Dusr.e/‘
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W
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Fante: [BGE, Dwetona de Pesquisas, Coordenacso de Agropecuaria, Pesquisa da Pecuana Municipad 2020
Figura 1. Participacao das regides na producao de leite no Brasil em 2020 (IBGE).

O leite ¢ um alimento altamente nutritivo para seres humanos, sendo fonte de proteinas,
gordura, carboidratos, vitaminas e minerais, podendo ser obtido de diferentes espécies de
animais como vacas, cabras, ovelhas, bufalas, camelas e éguas (CLAEYS et al., 2014).
Entretanto, a composicao do leite e produtos lacteos, ricos em nutrientes, propicia também a
sobrevivéncia de diversos microrganismos patogé€nicos envolvidos em casos de doengas
transmitidas por alimentos (DTA) em seres humanos, com ocorréncia de diversas condigdes

clinicas e mortalidade (TAUXE et al., 2010).

Entre os organismos citados, a Brucella abortus. ¢ um patdgeno frequentemente
transmitido por meio do consumo de leite cru e derivados lacteos para seres humanos (MUSSI,
2018). Nestes, as principais manifestagdes clinicas da brucelose humana sao febre recorrente,

fraqueza, dores musculares, distirbios nervosos e sudorese, o que acaba por levar a
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incapacidade parcial ou total ao trabalho (SOLA et. al., 2014; CARVALHO et al, 2016). Em
bovinos, a brucelose quase sempre ¢ causada pela Brucella abortus (SOLA et. al., 2014), tendo
como consequéncias principalmente aborto e retengao de placenta em fémeas, além de lesdes

no trato reprodutivo de machos (CORBEL; ELBERG; COSIVI, 2006).

A brucelose € uma importante zoonose com distribui¢do mundial (OMSA, 2016). A
ocorréncia de brucelose bovina em um pais ou regido pode resultar em perdas econdmicas
significativas, como a imposicao de barreiras sanitarias e tarifarias ao comércio internacional
de produtos de origem animal, além de prejuizos envolvendo a produgdo animal, devido ao
elevado niimero de abortos, nascimento de bezerros fracos, baixa fertilidade nas propriedades
rurais e, principalmente, ao declinio na producao de leite e carne (SANTOS et al., 2013; SOLA
et al., 2014).

No Brasil, o Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT), instituido por meio da Instrugdo Normativa N° 2, de 10 de janeiro de 2001, foi
criado com os objetivos especificos de reduzir a prevaléncia e a incidéncia de novos focos de
brucelose e tuberculose e de criar um nimero significativo de propriedades certificadas como
livres dessas doencas ou monitoradas, e que oferecam ao consumidor produtos de baixo risco

sanitario (BRASIL, 2017).

Para isso, diversas estratégias e acdes foram criadas, entre elas a certificacdo de
propriedades, vacinagdo contra brucelose de fémeas entre 3 ¢ 8 meses de idade, controle de
transito de animais para reproducao, a identificacdo e saneamento de focos e analise de risco

(BRASIL, 2017).

Apos mais de uma década da criagdo do PNCEBT, estudos epidemioldgicos
demonstram que o objetivo inicial de abaixar as prevaléncias da brucelose e da tuberculose foi
alcangado (FERREIRA NETO et al., 2016). Nesse sentido, o PNCEBT foi revisado em 2017 e
novas estratégias foram adotadas, visando baixar ainda mais as prevaléncias com o intuito de
alcancar a erradicacao dessas enfermidades. Dentre essas novas estratégias, os estados passaram
a ser classificados de acordo com o risco para a doenga. A partir dai, necessitardo implementar
sistemas de vigilancia epidemioldgica ativa para identificar e sanear focos normalmente nao

detectados por sinais clinicos ou por agdes rotineiras de controle (BRASIL, 2017).

Um meio eficiente de realizar essa triagem em rebanhos leiteiros € testar o leite do

tanque (OMSA, 2016), atividade que ja ¢ realizada em outros paises como a Argentina
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(VANZINI et al, 2001), Bélgica (KERKHOFS, 1990) e Inglaterra (FODDALI, 2020). O teste
mais utilizado para esta finalidade ¢ o teste do anel em leite (TAL). Além dele, outros testes
também tém esta indicagdo como ELISA indireto (iIELISA), polarizacao fluorescente (FPA),
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), além do isolamento e identificagdo agente. Por se
tratarem de testes de triagem de rebanho, exceto o isolamento e a identificagdo do agente que
sdo testes confirmatorios, um resultado positivo ¢ considerado indicativo da presenca da
enfermidade naquele rebanho, portanto deve ser seguido de teste sorologico individual em todos

os animais do rebanho para confirmac¢ao do achado no leite do tanque (SANTOS et al., 2013).

No Brasil apenas o TAL esta aprovado pelo PNCEBT para triagem na matriz leite, de
bovinos. De acordo com o Art. 29. da IN n° 10, DE 3 DE MARCO DE 2017, o Teste do Anel
em Leite podera ser utilizado pelo servico veterinario oficial ou por médico veterinario
habilitado, para monitoramento de estabelecimentos, ou para outros fins, segundo critérios
estabelecidos pelo servigo veterinario oficial. Entretanto, na mesma Instrugdo Normativa €
prevista a utilizacdo de outros testes diretos e indiretos de diagndstico para brucelose para
complementar ou substituir os testes especificados nessa norma, apds aprovagdo € nas
condigdes estabelecidas pelo DSA (BRASIL, 2017). Este foi o caso de Santa Catarina, que por
meio da Portaria SAR no 44/2020, de 16/12/2020, estabeleceu as técnicas de diagndstico por
ELISA (Enzime Linked Immunosorbent Assay) e pelo TAL como testes oficiais para a

vigilancia da brucelose em amostras de leite nesse estado.

O PNCEBT necessitara de sistema de vigilancia ativa que permita identificar e rastrear
o maior nimero de focos possivel, a um baixo custo e com confiabilidade de resultados. Em
rebanhos leiteiros, os testes aplicados em leite de tanque podem se constituir em ferramentas

adequadas a esse proposito, desde que previamente validados.

Ressalta-se que, seguindo as recomendagdes da Organizagao Mundial da Satide Animal
(OMSA / WAHO), testes utilizados para o diagndstico da brucelose t€ém sido avaliados quanto
ao propdsito a que se destinam no pais ou regido onde serdo utilizados (OMSA, 2013). Assim,
o desenvolvimento de metodologias para avaliagdo de métodos diagnésticos se mostra
ferramenta importante no acompanhamento de qualquer diagnostico feito por programas que
visem controlar ou erradicar qualquer doenga. Para isso, devem ser empregadas metodologias
adequadas de modo que sejam gerados parametros de validacio confidveis (REITSMA et al.,
2009; MATOPE et al., 2011). Para que novos testes possam ser adotados pelo PNCEBT,

estudos de analise de desempenho devem ser conduzidos nas diversas condi¢des
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epidemioldgicas existentes no Brasil, dada a diversidade encontrada nos sistemas produtivos
do leite e as diferentes prevaléncias da brucelose no pais, para que os objetivos propostos com

o uso destes testes sejam devidamente alcangados.

Técnicas utilizadas no diagndstico de brucelose em leite

O TAL ¢ um teste que pode ser usado como triagem de rebanhos para brucelose. Este
teste tem a finalidade de detectar aglutininas anti-brucelas no leite. Em grandes rebanhos (>
100 vacas em lactacdo), a sensibilidade do teste pode ser comprometida devido ao fator de
dilui¢do destas amostras. Deste modo, o TAL pode ser ajustado para compensar o fator de
dilui¢do, de acordo com o tamanho do rebanho (OMSA, 2016). Ademais, podem ocorrer
reacoes falso-positivas em bovinos vacinados menos de 4 meses antes do teste, em amostras de
colostro, leite de transi¢cdo ou em casos de mastite. Portanto, ndo é recomendado usar este teste
em fazendas muito pequenas, onde esses problemas t€ém um impacto maior nos resultados

(OMSA, 2016).

A presenca de anticorpos anti-brucela no leite ¢ evidenciada pela reagdo dos mesmos
com as células de B. abortus do antigeno, formando uma malha de complexo antigeno-
anticorpo que sera arrastada pelos globulos de gordura para a superficie do leite, e formacao de
um anel azulado na camada de creme do leite (reagdo positiva) — Fig.2. Nao existindo anticorpos
no leite, o anel de creme sera de coloracdo branca e o restante do leite presente no tubo de ensaio

permanecera azulado, reacdo negativa (OLIVEIRA, 2014) — Fig.2.
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Figura 2. Resultados negativo e positivo em teste do anel em leite (TAL) (fonte: arquivo

pessoal).

O ELISA indireto (i-ELISA) em leite ¢ um teste recomendado para triagem de rebanhos
pela WAHO (OMSA, 2016). Varios i-ELISAs comerciais estdo disponiveis, os quais foram
validados em testes de campo e estdo em uso em outros paises (KAMWINE et al., 2017;
VANZINI et al., 2001). De uma forma geral, no i-ELISA o antigeno, aderido a uma fase so6lida
(placa de ELISA) recebe as amostras em teste, na busca por anticorpos contra o antigeno
especifico (quase sempre o LPS ou algum outro componente da membrana externa da bactéria).
Se houver anticorpos especificos contra o antigeno aderido na fase so6lida, ocorrera a ligacao
antigeno-anticorpo, que posteriormente ¢ detectada pela adi¢do de um segundo anticorpo,
conjugado a enzima peroxidase. Ao adicionar-se o substrato apropriado para a enzima, a reagao
positiva ¢ detectada pela mudanga de coloragdo do substrato nos orificios onde ocorreu a reagao

antigeno-anticorpo — Fig. 3.

4; -*:{ + SUBSTRATO
% R

Figura 3. Representacdo esquematica de uma prova de i-ELISA (fonte: Google images).

A polarizagao fluorescente (FPA) ¢ outro teste aplicado ao leite, desenvolvido para
deteccdo de anticorpos anti B. abortus em amostras de soro e plasma sanguineos, sangue total
e leite de tanque a granel (GALL, 2002). A FPA ¢ baseada no desvio da luz polarizada emitida

por uma molécula fluorescente (fluor6foro). A medicao do desvio da luz nos planos paralelos
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e perpendiculares devido a excitacdo do fluordforo permite a avaliacdo da rotacdo das
moléculas marcadas, que ¢ dependente basicamente da taxa de rotagdo destas, e ¢ inversamente
proporcional ao seu tamanho (NASIR e JOLLEY, 1999). Assim, a rotagao de uma molécula
fluorescente conjugada a cadeia O de brucella diminuird se houver reagdo mediada por
anticorpos anti-LPS de brucella, em relacdo as moléculas de LPS e flour6foro ndo ligadas a
anticorpos especificos (McGIVEN, 2003). Portanto, uma molécula maior desviard menos a luz
do seu plano original de polarizagdo. Este desvio ¢ convertido por um equipamento de leitura
de luz polarizada em unidades de milipolarizagdes (mP). Nao se tem noticia da adogao deste

teste como rotina de vigilancia da brucelose em leite de tanque ainda.

Além dos testes indiretos citados, uma ferramenta importante para todo programa de
controle e erradicag@o da brucelose ¢ o isolamento e identificagdo do agente, assim como o uso

de técnicas moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (GERESU, 2016).

O isolamento da bactéria ¢ considerado o método padrdo ouro para o diagnostico da
brucelose por ser especifico e permitir a biotipagem e genotipagem dos isolados, o que ¢
relevante do ponto de vista epidemiologico por permitir identificar os bidtipos e gendtipos das
bactérias circulantes no pais (GERESU, 2016). No entanto, Brucella spp. ¢ uma bactéria
fastidiosa e requer meios de cultura ricos e seletivos para o seu isolamento. Além disso, seu
isolamento requer um grande numero de bactérias viaveis em amostras clinicas,
armazenamento adequado e entrega rapida ao laboratério de diagnostico (GERESU, 2016).
Outro fator limitante para o cultivo de Brucella spp. ¢ o requisito para condi¢des laboratoriais
e treinamento de pessoal para que o procedimento possa ser realizado com seguranca, visto que
esse microrganismo ¢ classificado como nivel 3 de biosseguranga (GERESU, 2016). Dentre
outras situagdes, seu uso ¢ indicado como diagndstico definitivo em casos nos quais ha suspeita
da doenga e a prevaléncia ¢ muito baixa, devido a sua alta especificidade (100% ou muito

proximo disso) — Fig.4.
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Figura 4. Colonias de Brucella abortus isoladas em agar triptose.

M¢étodos moleculares tém sido explorados a fim de superar estas dificuldades inerentes
ao isolamento e identificacdo do agente, notadamente custos, requisitos de biosseguranca e
tempo de execucdo das provas. A PCR baseia-se na amplificagdo de sequéncias gendmicas
especificas do género, espécie ou mesmo biotipo de Brucella spp., e pode ser utilizada tanto
para o diagndstico, a partir de espécimes clinicos, quanto para a identificacao do agente, a partir
de colonias suspeitas — Fig. 5. Além disso, os ensaios baseados em PCR possuem uma maior
sensibilidade em relagdo ao ensaio microbioldgico padrido para o diagnostico de brucelose
(GERESU, 2016). Diversas PCRs tém sido padronizadas e testadas para uso no diagnoéstico a
partir de leite, com diferentes desempenhos clinicos tendo sido alcangados e reportados

(BRICKER, 2002; DADAR, 2019; NING, 2012; O'LEARY, 2006; MASCARENHAS, 2017).
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Figura 5. Curvas de amplificagido de PCR em tempo real representando reagdes de
amplificacdo do material genético do agente especifico (fonte: arquivo pessoal)

Recomendacoes e Conclusao

O PNCEBT necessitara de sistema de vigilancia ativa que permita identificar e rastrear
o maior nimero de focos possivel, a um baixo custo e com confiabilidade de resultados. Em
rebanhos leiteiros, os testes aplicados em leite de tanque podem se constituir em ferramentas

adequadas a esse proposito, desde que previamente validados.

Ressalta-se que, seguindo as recomendagdes da Organizagao Mundial da Satide Animal
(OMSA / WAHO), testes utilizados para o diagndstico da brucelose t€ém sido avaliados quanto
ao propdsito a que se destinam no pais ou regido onde serdo utilizados (OMSA, 2013). Assim,
o desenvolvimento de metodologias para avaliagdo de métodos diagnésticos se mostra
ferramenta importante no acompanhamento de qualquer diagnostico feito por programas que
visem controlar ou erradicar qualquer doenga. Para isso, devem ser empregadas metodologias
adequadas de modo que sejam gerados parametros de validacdo confidveis (REITSMA et al.,
2009; MATOPE et al., 2011). Para que novos testes possam ser adotados pelo PNCEBT,
estudos de analise de desempenho devem ser conduzidos nas diversas condi¢des

epidemiologicas existentes no Brasil, dada a diversidade encontrada no sistema produtivo do
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leite e as diferentes prevaléncias da brucelose no pais, para que os objetivos propostos com o

uso destes testes sejam devidamente alcangados.
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Capitulo 2

AVALIACAO DE DESEMPENHO DE TRES TESTES DIAGNOSTICOS PARA
VIGILANCIA DA BRUCELOSE BOVINA EM AMOSTRAS DE LEITE DE TANQUE

Resumo

A brucelose bovina ¢ uma zoonose de grande impacto econdmico e na satde publica. No Brasil,
o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) foi
criado em 2001 com os objetivos especificos de reduzir a prevaléncia e a incidéncia de novos
focos de brucelose e tuberculose e de promover a certificagdo de propriedades livres de
brucelose e tuberculose ou monitoradas para tais doencas e que oferecam ao consumidor
produtos de baixo risco sanitario. Apos mais de uma década da criagdo do PNCEBT, novas
estratégias foram tracadas e passou a ser necessario implementar sistemas de vigilancia
epidemioldgica ativa para identificar focos normalmente ndo-detectados por sinais clinicos ou
por acdes rotineiras de controle. Em rebanhos leiteiros, os testes aplicados em leite de tanque
também podem se constituir em ferramentas adequadas a esse propdsito, desde que previamente
validados para a finalidade a que se destinam. Estes testes apresentam vantagens como baixo
custo, facilidade de coleta de amostras e rapidez na obtencdo dos resultados. No presente
estudo, foram avaliados os desempenhos de trés testes diagnosticos para brucelose bovina em
amostras de leite de tanque do estado de Santa Catarina (SC) - Brasil: teste do anel em leite
(TAL), ELISA Brucellosis Antibody Test Kit — Tank Milk IDEXX (i-ELISA) e qPCR,
desenvolvida pelo LFDA-MG (PCR). Foram obtidas 187 amostras de leite de tanque, oriundas
de rebanhos classificados como livres (103) e de rebanhos classificados como foco (84). Os
parametros de interesse, sensibilidade e especificidade de cada teste, foram estimados por
modelo Bayesiano de classe latente para duas populagdes e trés testes diagndsticos, sendo dois
deles correlacionados - ELISA e TAL. As estimativas a posteriori para os parametros foram
informadas com 95% de intervalo de credibilidade. O i-ELISA apresentou sensibilidade (Se)
igual a 0,90 [0,73 - 0,99] e especificidade (Sp) igual a 0,99 [0,95 — 1,0]. O TAL apresentou Se
igual a 0,82 [0,68 — 0,93] e Sp igual a 0,84 [0,77 — 0,9]. Por fim, a qPCR apresentou Se igual a
0,01 [0,0 — 0,05] e Sp igual a 0,97 [0,93 — 0,99]. Os resultados deste estudo indicam que o i-
ELISA seria a ferramenta de elei¢cdo para vigilancia de brucelose bovina usando amostras de
leite de tanques devido a sua maior especificidade em relagao ao TAL, sendo o TAL uma boa

alternativa aquela prova devido aos valores de sensibilidade destas duas provas. A qPCR
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avaliada neste estudo nao seria adequada como ferramenta de detec¢@o de rebanhos infectados

por brucelose.

Introducio

A brucelose ¢ uma zoonose de grande impacto econdmico ¢ na saude publica
(DUCROTOY, 2018), erradicada de alguns paises do mundo, mas prevalente no Oriente Médio,
regides do Mediterraneo, Africa subsaariana, China, India ¢ América Latina. Varios paises da
Europa, assim como Canada, Japao, Australia e Nova Zelandia, sao considerados livres do

agente causador da doenca. (WOAH, 2023; MOTA, 2016).

Em bovinos, a brucelose quase sempre ¢ causada pela Brucella abortus (SOLA et. al.,
2014), tendo como manifestacdes principalmente aborto, nascimento de crias fracas e baixa
fertilidade (POESTER et al., 2006). Essas complicagdes levam a queda estimada de 25% na
produgdo de leite e de carne e de 15% na producdo de bezerros. Além disso, as estimativas
mostram que a cada cinco vacas infectadas uma se torna permanentemente estéril (LEITE,

2012).

A ocorréncia de brucelose bovina pode levar a perdas econdmicas significativas, como
a imposicao de barreiras sanitarias e tarifarias ao comércio internacional de produtos de origem
animal, além de prejuizos envolvendo a produgdo animal, devido ao elevado nlimero de abortos,
nascimento de bezerros fracos, baixa fertilidade nas propriedades rurais e, principalmente, ao

declinio na produgao de leite e carne (LEITE, 2012).

No Brasil, o Programa Nacional de Controle e Erradicacao da Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT) foi criado em 2001 com os objetivos especificos de reduzir a prevaléncia e a
incidéncia de novos focos de brucelose e tuberculose e de promover a certificagdo de
propriedades livres de brucelose e tuberculose ou monitoradas para tais doencas e que oferecam
ao consumidor produtos de baixo risco sanitario (MAPA, 2017). Para isso, diversas estratégias
e agOes foram criadas, entre elas a certificagdo de propriedades como livres, vacinacao contra
brucelose de fémeas entre 3 e 8 meses de idade, controle de transito de animais para reproducao,

assim como identificagdo ¢ sancamento de focos ¢ analise de risco (MAPA, 2017).

Apdés mais de uma década da criacio do PNCEBT, estudos epidemioldgicos
demonstram que o objetivo inicial de reduzir as prevaléncias da brucelose e da tuberculose foi

alcancado (MAPA, 2017). Assim, novas estratégias foram tracadas e, entre elas, os estados
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passaram a ser classificados de acordo com o risco para a doenga. A partir dai, passa a ser
necessario implementar sistema de vigilancia epidemioldgica ativa para identificar e sanear
focos normalmente nado-detectados por sinais clinicos ou por agdes rotineiras de controle

(BRASIL, 2017).

A vigilancia epidemioldgica inclui coleta sistematica, analise e interpretacao dos dados
para fornecer informagdes e tomada de decisdo. Quando se trata de vigilancia em larga escala
com o objetivo de erradicagdo, o uso de métodos sorologicos baseados na detec¢do de
anticorpos especificos contra Brucella se mostra a estratégia mais amplamente utilizada
(ADONE, 2013). Em rebanhos leiteiros, os testes aplicados em leite de tanque também podem
se constituir em ferramentas adequadas a esse proposito (OMSA, 2016), desde que previamente
validados para a finalidade a que se destinam (OMSA, 2013). Apesar da vigilancia no leite ja
ser realizada em outros paises, como na Argentina (VANZINI et al, 2001), Japao
(YAMAMOTO, 2008) e Inglaterra (FODDAI, 2020), no Brasil, apenas o estado de Santa
Catarina ja utiliza essa estratégia. Além do teste do anel em leite (TAL), aprovado pelo
PNCEBT para triagem na matriz leite de bovinos, em SC também estd aprovado o uso do teste

ELISA (MAPA, 2017; SANTA CATARINA, 2012; SANTA CATARINA, 2020).

O leite de tanque pode ser considerado uma boa matriz para ser usada na vigilancia de
brucelose em rebanhos leiteiros, visto que a coleta da amostra ¢ simples, rapida, de baixo custo
e ndo estressa os animais. Este modelo de vigilancia ¢ utilizado por apresentar alta sensibilidade
(YAMAMOTO, 2008; FODDALI, 2022). Além disso, no Brasil existe a Rede Brasileira de
Qualidade do Leite (RBQL), que ja faz diversas andlises em todo o leite produzido
formalmente, atendendo os padrdes de garantia e confiabilidade de resultados definidos pelo
MAPA. Deste modo, o PNCEBT poderia utilizar esse sistema, ja implantado em grande parte
do territorio nacional, para vigilancia da brucelose bovina na cadeia produtiva do leite devido

a boa capilaridade e cobertura de rebanhos desta rede.

O TAL ¢ um teste que pode ser usado como triagem de rebanhos para brucelose. Em
grandes rebanhos (> 100 vacas em lactacdo), a sensibilidade do teste pode ser comprometida
devido ao fator de diluicdo destas amostras. Deste modo, o TAL pode ser ajustado para
compensar o fator de diluicdo, de acordo com o tamanho do rebanho (DUCROTOY, 2018;
OMSA, 2016). Ademais, podem ocorrer reagdes falso-positivas em amostras de colostro, leite
de transi¢do ou em casos de mastite. Portanto, ndo ¢ recomendado usar este teste em fazendas

muito pequenas, onde esses problemas tém um impacto maior nos resultados (OIE, 2016).
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Varios I-ELISAs comerciais estdo disponiveis, os quais foram validados em testes de
campo e estdo em uso em outras partes do mundo, como por exemplo, estudos realizados por
KAMWINE et al., 2017, WANG et, al., 2020 e VANZINI et al., 2001, em Uganda, China e

Argentina, respectivamente.

Além dos testes indiretos citados, métodos moleculares tém sido explorados a fim de
superar estas dificuldades inerentes ao isolamento e identificacdo do agente, notadamente
custos, requisitos de biosseguranca e tempo de execucdo das provas. A PCR baseia-se na
amplificacdo de sequéncias genomicas especificas do género, espécie ou mesmo bidtipo de
Brucella spp., e pode ser utilizada tanto para o diagnostico, a partir de espécimes clinicos,
quanto para a identificacdo do agente, a partir de colonias suspeitas. Além disso, os ensaios
baseados em PCR possuem uma maior sensibilidade em relacdo ao ensaio microbiologico
padrdo para o diagndstico de brucelose (GERESU, 2016). Diversas PCRs tém sido
padronizadas e testadas para uso no diagndstico a partir de leite, com diferentes desempenhos

(BRICKER, 2002; DADAR, 2019; NING, 2012; O'LEARY, 2006).

O conhecimento do desempenho dos testes diagnosticos € a espinha dorsal de qualquer
sistema de vigilancia sanitaria. Assim, o desenvolvimento de metodologias para avaliagao de
métodos diagndsticos se mostra ferramenta importante no acompanhamento de qualquer
diagnostico feito por programas que visem controlar ou erradicar qualquer doenga. Para isso,
devem ser empregadas metodologias adequadas de modo que sejam gerados parametros
confiaveis, entre eles, sensibilidade e especificidade dos métodos (REITSMA et al., 2009;
MATORPE et al., 2011).

A inexisténcia de padrao-ouro dificulta a validagao clinica de métodos diagndsticos para
a brucelose bovina, ja que nenhum teste ¢ 100% sensivel ou especifico (MUMA et al., 2007;
MATOPE et al., 2011; KOSTOULAS et al, 2017). Segundo REITSMA et al. (2009), a melhor
alternativa nestes casos ¢ utilizar metodologia baseada em modelos Bayesianos de classe
latente, partindo-se de informagdes prévias sobre os testes, conjugadas com informagdes
geradas pelos dados coletados, que permitem estimar os valores a posteriori de sensibilidade e

especificidade (ENOE et al 2000).

No presente estudo, foram avaliados os desempenhos de trés testes diagndsticos para
brucelose bovina em amostras de leite de tanque de produtores do estado de Santa Catarina -
Brasil, a fim de propor o melhor uso de cada metodologia para subsidiar a implementacdo de

um sistema de vigilancia de brucelose na cadeia produtiva do leite.
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Materiais e Métodos

Foram coletadas, pela CIDASC (Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola
de Santa Catarina), amostras de leite de tanque de rebanhos certificados como livres e de focos
de brucelose, confirmados pela mesma agéncia, todos localizados no estado de Santa Catarina

durante o ano de 2019.

Para que a propriedade fosse considerada como livre deveria atender aos critérios
propostos pelos PNCEBT hé pelo menos um ano, realizagdo de dois testes soroldgicos de
rebanho negativos com resultados negativos em todos animais do rebanho elegiveis para o
diagnostico com intervalo de 6 a 12 meses, exceto a vacinagao de bezerras de 3 a 8§ meses de
idade porque este procedimento € proibido no estado. No caso das propriedades que
contribuiram para o grupo foco, o critério foi a confirmagao pela CIDASC de que a propriedade
estava com pelo menos um caso confirmado de brucelose, baseado nas provas soroldgicas
definidas pelo PNCEBT, e ser declarada oficialmente como foco pelo 6rgao de defesa estadual.
Seja para a propriedade ser classificada como livre ou como foco, os testes realizados foram a
triagem por meio do Teste do Antigeno Acidificado Tamponado e confirmagdo das reagdes

positivas por soroaglutinagdo lenta em tubos com 2-Mercaptoetanol.

Seguindo estes critérios, foram obtidas 187 amostras de leite de tanque, oriundas de
rebanhos classificados como livres (103) e de rebanhos classificados como foco (84) — Fig. 1 e
2. Devido a dificuldades de logistica, mao-de-obra e identificacdo de rebanhos livres e
infectados, a coleta foi feita de acordo com a disponibilidade dos servidores da CIDASC, assim
como de alguns veterinarios habilitados que se dispuseram a colaborar na coleta de material
dos rebanhos inicialmente elencados para fazer parte deste trabalho, tratando-se, portanto, de

amostras de conveniéncia.
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® PROPRIEDADES CERTIFICADAS LIVRE
© PROP CERTIFICADAS LIVRE AMOSTRADAS

Figura 1. Localizagao das propriedades livres de onde as amostras de leite de tanque foram

coletadas no estado de Santa Catarina — Brasil (CIDASC).
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Figura 2. Localizagdo das propriedades focos de onde as amostras de leite de tanque foram

coletadas no estado de Santa Catarina — Brasil (CIDASC).

As amostras de leite foram conservadas em bronopol™ (2-bromo-2nitro-1,3-
propanodiol; 8mg/40mL de leite) e mantidas sob refrigeragao (2-8°C), no maximo até 5 dias
apos a coleta. As amostras foram homogeneizadas e distribuidas em 3 aliquotas de 2 mL cada

uma, univocamente identificadas, para cada teste ser realizado de forma independente.

O TAL foi realizado na aliquota de leite refrigerado, no laboratorio regional da
CIDASC, localizado em Chapecd-SC, de acordo com metodologia definida por ALTON et al.,
(1988) e BRASIL (2017). Utilizou-se como ponto-de-corte da prova intensidade da cor do anel
de gordura igual ou maior que a intensidade da cor da coluna de leite (BRASIL, 2017). As
demais aliquotas de leite foram congeladas e estocadas em freezer a -20°C até que pudessem
ser enviadas ao Laboratorio Federal de Defesa Agropecudria de Minas Gerais (LFDA-MG) para

a realizagdo dos demais testes.

A Reacdo de Polimerase em Cadeia em tempo real (qPCR) foi executada conforme
Mascarenhas (2017). Resumidamente, a extracdo de DNA foi feita com kit DNeasy Mericon
Food Kit (Qiagen, Germany). O DNA extraido foi congelado a -20°C para posterior realizagao
da PCR.

As regides selecionadas para o diagnodstico especifico de B. abortus foram escolhidas
de acordo com as disponiveis no GenBank (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A
especificidade dos primers foi previamente testada in silico no programa PrimerBlast (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/index.cgi?LINK LOC=Blasthome)
(ALTSCHUL et al., 1990), como descrito por SALES et al. (2014). Os iniciadores e as sondas

para a detec¢do de B. abortus no leite cru estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Relagdo dos iniciadores e sonda de hibridizacao usados na PCR em tempo real para
deteccdo de Brucella abortus em leite cru.

Iniciadores Regido alvo | Sequéncia de nucleotideos Autores

Bru.IS6501.128F | Elemento de | TGGTGCTGTCAATGAGGACA | MASCARENHAS,
inser¢ao 2017

Bru.IS6501.128R | 1520601 GACCTTCGGCAAATGGACAG
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Bru.IS6501.128S 5" FAM-
CGGCGTATCAGCCAGGGCAT
“BHQ1.3’

Os protocolos de temperatura da reagdo foram realizados segundo as recomendagdes do

fabricante do RealQ 2x Master Mix — Ampliqon de acordo com a tabela 2.

Tabela 2 - Protocolos de tempo e temperatura utilizados nos ensaios de qPCR para
deteccdo de Brucella abortus em leite cru.

Pré-ciclo Ciclo(45x)
50°C — 2 minutos 95°C — 15 segundos

95°C — 15 minutos 60°C — 60 segundos

(Fluoroéforo FAM)

As quantidades e concentracdes adequadas dos componentes do master mix estao
listadas na tabela 3. A amostra padrao B. abortus 2308 (ORZIL et al., 2016) inativada foi
utilizada durante todo o processo como controle positivo da reagdao. Todas as reagcdes foram
feitas em um termociclador LigthCycler® 480 II (Roche), com Software Release 1.5.0 SP4, os

mesmos utilizados na padronizacao da técnica.
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Tabela 3. Concentracdo e volume dos componentes utilizados no master mix para reagdo de
PCR em Tempo Real para detec¢ao de Brucella abortus em leite cru.

Primers Componentes do Mix Volume (pL)
Bru. is6501.128 Agua tratada com DEPC | 4,4
Mix Ampligqon 12,5
Iniciador F (5 pmol/ uL) | 2,0
Iniciador R (5 pmol/ pL) | 2,0
Sonda (5 pmol/ puL) 1,0
MgCI2 (25 mM) 0,6
DNA de B. abortus 2,5
Total 25,0

Para avaliacao do controle de extracdo do DNA e consequente validagao dos resultados

negativos, todas as amostras foram submetidas a uma qPCR para Beta-actina (BIELANSKY et

al., 2009). Foram avaliados dois pontos de corte na reagdo para Brucella abortus: o proposto na

validagdo analitica (30,82) e um valor médio de duas amostras de leite positivas das quais foi

isolada Brucella abortus (34,24).

O ELISA Brucellosis Antibody Test Kit — Tank Milk IDEXX foi realizado seguindo o

descrito pelo fabricante. A interpretacao dos resultados se deu conforme tabela 4, tal como

indicado no manual de instrugdes do fabricante.

Tabela 4. Parametros para interpretagdo dos resultados - ELISA Brucellosis Antibody Test Kit

— Tank Milk IDEXX
negativo suspeito positivo
S/P% <45% 45% < S/P% < 55% S/P% > 55%
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Os testes foram realizados de forma independente, sem que os analistas soubessem a

origem das amostras nem os resultados obtidos por estas nos outros testes.

Os dados obtidos foram tabulados e os parametros de interesse, sensibilidade e
especificidade de cada teste, foram estimados por modelo Bayesiano de classe latente
(BRANSCUM, 2005; MWEU et. al., 2012) para duas populacdes e trés testes diagndsticos,
sendo dois deles correlacionados -ELISA e TAL. Como o modelo utilizado atende as condigdes

de identificabilidade, foram utilizadas prioris minimamente informativas [modelo (B(1,1)].

Além disso, foi realizada analise de sensibilidade dos modelos variando-se os
hiperpardmetros das distribuicdes a priori para prevaléncia. Para isso foram testadas prioris
informativas para prevaléncia, levando-se em conta a rigida caracterizagdo das duas populacdes
amostradas. As estimativas a posteriori para os parametros foram informadas com 95% de

credibilidade (NITZOUFRAS, 2009).

Os modelos foram comparados pelos critérios de adequacdo dos modelos aos dados
(Deviance Information Criterion — DIC e nimero de parametros efetivamente estimados pelo
modelo — pD (BERKVENS et al., 2006). As analises foram realizadas no programa OpenBUGS
(LUNN et al., 2009), sendo as primeiras 5.000 iteragdes descartadas na fase burn-in e as 95.000
iteragdes seguintes utilizadas para inferéncias posteriores. As iteracdes foram tomadas a cada
10 valores gerados pelo modelo para minimizar a ocorréncia de autocorrelacdo. A convergéncia
das cadeias foi avaliada por inspecao visual de graficos e executando cadeias multiplas a partir

de valores iniciais dispersos (BERKVENS et al., 2006).
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Resultados

As frequéncias de resultados obtidos em cada um dos testes avaliados nas amostras de

rebanhos livres e focos sdo apresentadas nas tabelas 5 e 6, respectivamente.

Tabela 5. Resultados da PCR, do ELISA e do TAL em amostras de leite de tanque de
rebanhos classificados como livres , no estado de Santa Catarina.

Rebanhos livres

TAL ELISA PCR Numero de

(CT 30,82) observagoes

Resultado POS POS POS 0

POS POS NEG 0

POS NEG POS 0

NEG POS POS 0

POS NEG NEG 15

NEG NEG POS 3

NEG POS NEG 1

NEG NEG NEG 84
Total 103

PCR — Reagdo em cadeia da polimerase, CT — treshold cycle = ponto de corte, ELISA -
Ensaio imunoenzimatico. TAL — Teste do anel em leite, POS — positivo, NEG — negativo

Nas amostras provenientes de rebanhos classificados como Livre, 81,55% foram

negativas em todos os testes (84/103), 19 amostras foram positivas em pelo menos um teste,

sendo 15 delas positivas somente no TAL, 3 somente na PCR e 1 no ELISA.
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Tabela 6. Resultados da PCR, do ELISA e do TAL em amostras de leite de tanque de rebanhos
classificados como Foco, no estado de Santa Catarina.

Focos

TAL ELISA PCR Numero de

observagoes

Resultado POS POS POS 0

POS POS NEG 57

POS NEG POS 0

NEG POS POS 0

POS NEG NEG 4

NEG NEG POS 0

NEG POS NEG 7

NEG NEG NEG 16
Total 84

PCR — Reacdo em cadeia da polimerase, ELISA - Ensaio imunoenzimatico, TAL —
Teste do anel em leite, POS — positivo, NEG — negativo

Conforme apresentado na tabela 6, das 84 amostras provenientes de rebanhos
declarados foco, 68 delas (80,95%) foram positivas em pelo menos um dos testes. Nenhuma
amostra foi positiva em todos os trés testes e 16 (19,04%) foram negativas em todos os testes.

Nao houve alteracdes nas estimativas dos pardmetros de desempenho dos testes quando
foram utilizados modelos com prioris informativas e ndo-informativas, assim como quando foi
utilizado o ponto de corte 34,24 na PCR. Também nao houve alteracdo nos parametros quando
os resultados suspeitos de ELISA foram considerados negativos ou positivos (dados ndo
apresentados).

A Tabela 7 apresenta as estimativas dos pardmetros de desempenho dos testes e
parametros de avaliagdo do modelo 3T2P com correlagdo entre os testes ELISA e TAL, ponto
de corte da PCR igual a 30,82 e resultados suspeitos do ELISA considerados como positivos
(Anexo). Este se mostrou mais adequado ao estudo, visto que na avaliacdo de sensibilidade dos
modelos nao houve variacdo maior que 3 no DIC (DIC do modelo com covariancia e DIC do
modelo sem covariancia) entre os diferentes modelos avaliados e o escolhido apresentou menor
valor de Pd, o que indica melhor ajuste do modelo aos dados. Além disso, a inspeg¢ao visual das
cadeias dos modelos demonstrou que houve convergéncia apos a fase de burn-in assim como

observou-se nao haver autocorrelagao dos dados.
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Tabela 7 — Estimativa dos parametros de desempenho da PCR, do ELISA e do TAL em
amostras de leite de tanque de rebanhos classificados como Livre e rebanhos classificados como
Foco, no estado de Santa Catarina

Pardmetro Mediana ICr 95%
Se ELISA 0,90 0,73 -0,99
Se PCR 0,01 0,0 - 0,05
SeTAL 0,82 0,68 — 0,93
SpELISA 0,99 0,95-1,0
SpPCR 0,97 0,93 -0,99
SpTAL 0,84 0,77 - 0,90
corrDn 0,05 -0,06 — 0,29
corrDp 0,40 -0,03-0,74
pil 0,01 0,0 -0,05
pi2 0,83 0,70 - 0,99
DIC 37,88

pD 4,72

Se — sensibilidade, Sp — especificidade, corrDn — correlagao dos resultados negativos,
corrDp — correlagdo dos resultados positivos, pi — freqiiéncia de positivos, DIC — critério de
informacao da deviance, pD —medida da complexidade do modelo, pil — populagao classificada
como livre, pi2 — populacao classificada como foco.

De acordo com os resultados apresentados, o ELISA foi o teste que apresentou o maior
valor de sensibilidade, seguido do TAL e da PCR, sendo este significativamente inferior aos
demais. Dentre os testes analisados, o ELISA foi o que apresentou melhor especificidade,
seguido pela PCR e depois pelo TAL.

O valor médio da correlacdo dos resultados positivos foi 0,4 (-0,03 — 0,74) e dos
resultados negativos foi 0,05 (-0,06 — 0,30) entre os testes iIELISA e TAL. A frequéncia de
positivos nas amostras do grupo 2 (0,83; ICr = 0,70 — 0,99) foi maior que nas amostras do
grupo 1 (0,01; ICr=0-0,05), o que era esperado dadas as caracteristicas da selegao das mesmas

para inclusao no estudo .
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Discussao

Os resultados apresentados nas tabelas 5 e 6 estdo de acordo com o esperado,
considerando a divisdo da amostragem em extratos bem definidos, livres e focos. Entretanto,
18,45% das amostras oriundas de rebanhos livres e 19,05% das amostras de rebanhos foco
terem apresentado resultados diferentes do esperado se justifica pelo fato de os testes
soroldgicos utilizados para classificacdo dos rebanhos serem imperfeitos. Além disso, os
proprios testes em estudo sdo imperfeitos e a classificagdo dos rebanhos pode ser afetada
também por este erro. Estas limitagdes corroboram o uso do modelo Bayesiano de classe latente

para esta situacao.

Considerando a imperfeicdo dos testes sorologicos utilizados no diagnoéstico da
brucelose bovina para a definicdo de caso, a opcao por utilizar modelo Bayesiano de classe
latente foi a mais adequada para o presente estudo. Neste caso, o0 modelo de duas populagdes e
trés testes diagndsticos, sendo dois deles correlacionados justifica-se pelo fato de os testes TAL
e ELISA detectarem a atividade bioldgica de imunoglobulinas contra Brucella abortus
presentes no leite de vacas infectadas e o teste de qPCR detectar sequéncias especificas do DNA
desta bactéria. Levando-se em conta o pardmetro DIC, critério de informac¢ao da deviance, nao
houve diferenca entre os modelos utilizados. Desta forma, o modelo 3T2P com correlagdo foi
selecionado porque apresentou menor numero efetivo de parametros a serem estimados (pD).
Este critério alternativo ¢ utilizado para avalia¢ao da qualidade do ajuste dos modelos aos dados
quando ndo se encontra diferenca entre os DICs dos modelos utilizados no experimento
(NASCIMENTO, 2018). Apesar desta abordagem ja ter sido utilizada para avaliacdo de testes
diagnosticos em leite para outras enfermidades (MAHMMOD, 2013; NIELSEN et al, 2013),
nao foram encontrados até o momento estudos para testes diagnosticos de brucelose em leite

que a tenham utilizado.

Entre os testes avaliados, o que apresentou melhor desempenho, de acordo com o
modelo escolhido, foi o iELISA. A mediana da sensibilidade do ELISA foi maior que a do
TAL, no entanto, houve sobreposi¢do dos ICr das sensibilidades dos testes. Por outro lado, a
estimativa da especificidade do iELISA foi maior que a do TAL, sem haver sobreposicao de
ICr. O maior valor de especificidade em relacao ao TAL se justifica pelo fato de esta técnica
detectar apenas IgG, um anticorpo mais especifico para o diagnostico da brucelose bovina. Ja
o TAL detecta tanto IgG, quanto IgA e IgM, o que predispde esta prova a maior frequéncia de

reacdes inespecificas, diminuindo assim seu valor de especificidade. No geral, o ELISA
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apresenta menor valor de limite de detec¢do que o TAL e este ¢ mais influenciado pelo fator

dilui¢do do que aquele.

A PCR apresentou valor de especificidade semelhante ao do ELISA, mas um valor de
sensibilidade extremamente baixo, apesar de a sensibilidade analitica apresentada na
padronizagdo da PCR por MASCARENHAS et. al. (2017). A presenca de Brucella no leite nao
ocorre em todos os animais doentes, e mesmo quando hé eliminagao, esta ¢ intermitente. Soma-
se a isto, o fato de a PCR ser, provavelmente, mais influenciada pelo fator diluicao do leite de

animais doentes no total de leite do tanque que o iELISA.

Em estudo avaliando a sensibilidade analitica de um ELISA e do TAL por meio de
diluicao seriada de leite positivo em leite negativo, o ELISA demonstrou ser 22 vezes mais
sensivel que o TAL (KERKHOF, 1989). Da mesma forma, em outro estudo utilizando amostras
colhidas de rebanhos infectados e livres, utilizando a abordagem frequentista, em que a
classificagdo dos rebanhos foi realizada baseada nos resultados de testes soroldgicos, o ELISA
avaliado demonstrou ser mais sensivel que o TAL e nao foi encontrada diferenca significativa

entre as especificidades (VANZINI, 2001).

Apesar das metodologias de amostragem terem sido muito semelhantes entre os
diferentes estudos, que utilizaram testes soroldgicos imperfeitos para discriminar rebanhos
positivos e negativos, os resultados citados acima diferem daqueles encontrados neste estudo.
Neste ndo foi encontrada diferenca significativa entre as sensibilidades do TAL e do ELISA,
mas a especificidade desse foi significativamente superior a daquele. Por outro lado, as
diferengas entre os estudos podem se justificar devido ao fato dos ELISAs avaliados serem
diferentes entre si. Apesar de todos serem ELISAs indiretos, diferencas na padronizagdo, nos
pontos-de-corte e nos antigenos utilizados podem levar a diferencas de desempenho dos testes.
Além disso, os estudos citados utilizaram a abordagem frequentista para comparacgao dos dados,
nao levando em conta os erros intrinsecos dos testes sorologicos utilizados na discriminagao

dos rebanhos.

Em outro estudo foi realizada a comparagdo entre um ELISA indireto e uma qPCR, em
amostras de leite de individuos, tendo os dois testes apresentado especificidade de 100% quando
realizados em amostras de animais oriundos de rebanhos livres (ROMERO, 1995). Em
amostras de animais infectados, com isolamento de B. abortus, o ELISA apresentou valor de
sensibilidade de 98,2%, enquanto a qPCR apresentou 87,5%. No presente estudo, ndo houve

diferenga significativa entre os valores de especificidade encontrados para o ELISA e a qPCR
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e a sensibilidade da PCR foi extremamente baixa. Estes achados podem ser resultantes da
diferenga entre os métodos de amostragem, visto que no estudo conduzido por Romero et al.,
1995 as amostras eram de individuos e neste estudo as amostras eram de tanques. Além disso,
as PCRs e os ELISAs utilizados nos estudos nao foram os mesmos, o que também pode levar a

diferentes resultados de desempenho.

A comparagdo das estimativas de desempenho dos testes entre os modelos com
dependéncia condicional entre os testes e sem dependéncia condicional, corroboram o achado
da mediana do valor de correlacao entre os resultados positivos dos testes TAL e iIELISA, onde
as estimativas destes parametros foram superiores no modelo sem dependéncia condicional
entre os testes (GARDNER et al., 2000). A variagdo de aproximadamente 5% nos valores de
sensibilidade dos testes estd de acordo com a mediana da correlagdo positiva entre os testes
(JOHSON et al., 2019). Na pratica, a correlagdo positiva encontrada entre os resultados
positivos dos testes iIELISA e TAL ¢ pouco relevante porque se trata de testes de triagem e que

dificilmente serdo utilizados em associa¢ao

Por outro lado, ¢ sabido que correlagdes até 0,2 nao interferem nas estimativas dos
parametros dos testes, isto ¢, os valores dos parametros de desempenho dos testes estimados
por modelos com e sem correlacdo sdo equivalentes (JOHSON et al., 2019), como se pode
constatar em relagdo a correlagdo dos resultados negativos dos testes, que ndo apresentaram

diferencas entre os modelos com covariancia e sem covariancia.
Conclusoes

Considerando os resultados alcancados, o iELISA foi considerado o melhor teste para
triagem de brucelose em amostras de leite de tanque. O TAL também pode ser usado como
alternativa, apesar do menor valor de especificidade apresentada. Neste caso, recomenda-se seu

uso em situagdes de maior prevaléncia, onde o valor preditivo positivo do teste ¢ maior.

A gPCR ndo se mostrou eficiente para este fim, mas pode vir a ser alternativa para uso

em leite individual ou casos especificos.

A partir dos resultados apresentados, o PNCEBT pode adotar a vigilancia em rebanhos
leiteiros de forma a diversificar as estratégias visando controle e erradicagdo da brucelose no

pais.
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ANEXO

MODELO 3T2P UTILIZADO NO ESTUDO

model{

y1[1:8] ~ dmulti(p1[1:8], nl)

pl[1] <- pil*(SeTAL*SeELISA+covDp)*SePCR + (1-pil)*((1-SpTAL)*(1-
SpELISA)+covDn)*(1-SpPCR) # 0

p1[2] <- pil *(SeTAL*SeELISA+covDp)*(1-SePCR) + (1-pil)*((1-SpTAL)*(1-
SpELISA)+covDn)*SpPCR # 0

pl[3] <- pil*(SeTAL*(1-SeELISA)-covDp)*SePCR + (1-pil)*((1-SpTAL)*SpELISA-
covDn)*(1-SpPCR) # 0

pl[4] <- pil*((1-SeTAL)*SeELISA-covDp)*(SePCR) + (1-pil)*((SpTAL)*(1-SpELISA)-
covDn)*(1-SpPCR) # 0

pl[5] <- pil*(SeTAL*(1-SeELISA)-covDp)*(1-SePCR) + (1-pil)*((1-SpTAL)*SpELISA-
covDn)*(SpPCR) # 15

pl1[6] <- pil*((1-SeTAL)*(1-SeELISA)+covDp)*(SePCR) + (1-
pil)*(SpTAL*SpELISA+covDn)*(1-SpPCR) # 3

pl1[7] <- pil*((1-SeTAL)*SeELISA-covDp)*(1-SePCR) + (1-pil)*(SpTAL*(1-SpELISA)-
covDn)*(SpPCR) # 1

p1[8] <- pil *((1-SeTAL)*(1-SeELISA)+covDp)*(1-SePCR) + (1-
pil)*(SpTAL*SpELISA+covDn)*SpPCR # 84

y2[1:8] ~ dmulti(p2[1:8], n2)

p2[1] <- pi2*(SeTAL*SeELISA+covDp)*SePCR + (1-pi2)*((1-SpTAL)*(1-
SpELISA)+covDn)*(1-SpPCR) # 0

p2[2] <- pi2*(SeTAL*SeELISA+covDp)*(1-SePCR) + (1-pi2)*((1-SpTAL)*(1-
SpELISA)+covDn)*SpPCR # 0

p2[3] <- pi2*(SeTAL*(1-SeELISA)-covDp)*SePCR + (1-pi2)*((1-SpTAL)*SpELISA-
covDn)*(1-SpPCR) # 0

p2[4] <- pi2*((1-SeTAL)*(SeELISA)-covDp)*(SePCR) + (1-pi2)*(SpTAL*(1-SpELISA)-
covDn)*(1-SpPCR) # 0

p2[5] <- pi2*(SeTAL*(1-SeELISA)-covDp)*(1-SePCR) + (1-pi2)*((1-SpTAL)*SpELISA-
covDn)*(SpPCR) # 15

p2[6] <- pi2*((1-SeTAL)*(1-SeELISA)+covDp)*(SePCR) + (1-
pi2)*(SpTAL*SpELISA+covDn)*(1-SpPCR) # 3

p2[7] <- pi2*((1-SeTAL)*(SeELISA)-covDp)*(1-SePCR) + (1-pi2)*(SpTAL*(1-SpELISA)-

covDn)*(SpPCR) # 1

p2[8] <- pi2*((1-SeTAL)*(1-SeELISA)+covDp)*(1-SePCR) + (1-
pi2)*(SpTAL*SpELISA+covDn)*SpPCR # 84

Is <- (SeTAL-1)*(1-SeELISA)

us <- min(SeTAL,SeELISA)-SeTAL*SeELISA

lc <- (SpTAL-1)*(1-SpELISA)

uc <- min(SpTAL, SpELISA)-SpTAL*SpELISA

covDn ~ dunif(lIc, uc)

covDp ~ dunif(ls, us)

corrDp <- covDp / sqrt(SeTAL*(1-SeTAL)*SeELISA*(1-SeELISA))
corrDn <- covDn / sqrt(SpTAL*(1-SpTAL)*SpELISA*(1-SpELISA))
ppvITAL < - pil*SeTAL/(pil *SeTAL+(1-pil)*(1-SpTAL))
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ppVv1ELISA < - pil *SeELISA/(pil *SeELISA+(1-pil)*(1-SpELISA))
ppVvIPCR < - pil*SePCR/(pil *SePCR+(1-pil)*(1-SpPCR))

npvITAL <- SpTAL*(1-pil)/(SpTAL*(1-pil)+pil *(1-SeTAL))
npv1ELISA < - SpELISA*(1-pil)/(SpELISA*(1-pil)+pil*(1-SeELISA))
npvIPCR < - SpPCR*(1-pil)/(SpPCR*(1-pil)+pil*(1-SePCR))
ppv2TAL < - pi2*SeTAL/(pi2*SeTAL+(1-pi2)*(1-SpTAL))
ppv2ELISA < - pi2*SeELISA/(pi2*SeELISA+(1-pi2)*(1-SpELISA))
ppVv2PCR < - pi2*SePCR/(pi2*SePCR+(1-pi2)*(1-SpPCR))

npv2TAL < - SpTAL*(1-pi2)/(SpTAL*(1-pi2)+pi2*(1-SeTAL))
npv2ELISA < - SpELISA*(1-pi2)/(SpELISA*(1-pi2)+pi2*(1-SeELISA))
npv2PCR < - SpPCR*(1-pi2)/(SpPCR*(1-pi2)+pi2*(1-SePCR))

pil ~ dbeta(1.0, 1.0) ## livre

pi2 ~ dbeta(1.0, 1.0) ##

SeTAL ~ dbeta(1.0, 1.0) ## Mode=0.5, L1=0, L2=1

SpTAL ~ dbeta(1.0, 1.0) ## Mode=0.9995, L1=0.999, L.2=1.00
SeELISA ~ dbeta(1.0, 1.0) ## Mode=0.5, L1=0, L2=1

SpELISA ~ dbeta(1.0, 1.0) ## Mode=0.5, L1=0, L2=1

SePCR ~ dbeta(1.0, 1.0) # Mode=0.5, L1=0, L2=1

SpPCR ~ dbeta(1.0, 1.0) ## Mode=0.5, L1=0, L2=1

b

data

list(n1=103, y1=¢(0,0,0,0,15,9,1,78), n2=84, y2=¢(0,57,0,0,4,0,7,16))

inits

list(pi1=0.01, pi2=0.5, SeTAL=0.5, SpTAL=0.5, SeELISA=0.5, SpELISA=0.5, SePCR=0.3,
SpPCR=0.5, covDp=0.002, covDn=0.001)

list(pi1=0.05, pi2=0.8, SeTAL=0.75, SpTAL=0.7, SeELISA=0.9, SpELISA=0.9, SePCR=0.3,
SpPCR=0.9, covDp=0.03, covDn=0.003)
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