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RESUMO

Com o objetivo de determinar a especificidade da prova do anel
em Teite (PAL) para o diagnostico da brucelose bovina, foram coletadas
amostras de leite na plataforma de recebimento de leite da Companhia
Riograndense de Lacticinios e Correlatos (CORLAC) de Santa Maria - RS.
Foram coletadas 503 amostras de leite procedentes de 354 propriedades.
Desse total de amostras, 122 (24,26%) foram positivas e 381 (75,74%)
foram negativas a PAL. As amostras positivas eram provenientes de 94
(26,56%) das 354 propriedades estudadas. As propriedades positivas fo-
ram visitadas, sendo coletado sangue de 760 vacas para as provas soro-
16gicas (rapida em placa, "card test" e reducdo pelo mercaptoetanol).
A essas provas foram positivas apenas trés vacas (0,4%). Tambem foram
coletadas 420 (55,206%) amostras de leite de vacas positivas ao "Cali-
fornia mastitis test" (CNT), para exame bacteriologico.
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SUMMARY

With the objective to determine the Ring Test specificity in the
diagnosis of bovine brucellosis, milk samples were collected directly
from miTk pails at the local industry. Five hundred and three miTk
samples were collected from 354 farms. One hundred and twenty two
samples (24.26%) were positive and 381 (75.74%) were negative at the
Ring Test. The positive samples were from 94 (26.56%) of the 354 farms
studied. The positive farm were visited and blood was collected from
760 cows and tested with the plate test, card test and mercaptoetanol
reduction test. Only three serum samples were positive for brucellosis.
Also 420 (55.26%) milk samples from California Mastitis Test (CMT)
positive cows were collected for bacteriological examination.

KEY WORDS: Ring Test, bovine brucellosis.

INTRODUCAO

A prova do anel em leite (PAL) foi usada pela primeira vez na
Alemanha (PACHECO & TIAGO DE MELLO, 16), tendo inicialmente grande
aceitacao entre os paises escandinavos, Alemanha e Suica. Posteriormen-
te, teve seu uso generalizado, principalmente apos a divulgacao de re-
sultados satisfatorios por parte de outros pesquisadores (ARANALDE et
alii, 2; MOTA et alii, 12; ROEPKE, 17; ROEPKE & STILES, 18).

SZYFRES & DURAN (21) realizaram a PAL em leite de abastecimento
da cidade de Azul (Argentina), encontrando 41% de reagentes. MOTA et
alii (12), realizando a PAL em virios tambos no municipio de Santa Ma-
ria (RS), encontraram 4,9% das amostras examinadas como sendo positi-
vas. ARANALDE et alii (2) observaram, através de trabalho com a PAL na
bacia leiteira de Pelotas (RS), um percentual de 10,1% de animais po-
sitivos. A prevalencia de brucelose bovina na bacia Teiteira de Goidnia
 (G0) foi levantada pela PAL no leite fornecido a Cooperativa Central
Rural de Goiania e Companhia de LaticTnio Goiano, situando-se em 17,38%
(TORRES et alii, 22). +

As vantagens da prova do anel em leite (PAL) tém sido citadas por
ALTON et alii (1), BAILEY (3), COSTA (8), GARCIA-CARRILLO (9), GARCIA-
-CARRILLO (10), HAFEZ (11), NOVAS & FURLONG (13), ROEPKE & STILES (18)
e SUTHERLAND (20). Entre as principais, citam: praticidade, seguranca,
simplicidade e utilidade na profilaxia da brucelose bovina, alem de boa
sensibilidade, e & uma prova coletiva de estabulo que permite diagnos-
ticar brucelose em rebanhos, para depois realizar uma investigacdo
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individual, sendo também de facil execucdo e interpretacao. Segundo os
mesmos autores, as principais desvantagens da PAL sao: € restrita ao
gado leiteiro; so pode ser aplicada em animais em lactacdo; € sujeita
a resultados falsos positivos em leite procedente de animais vacinados
apos a idade -indicada com a vacina B19, assim como em animais que es-
tio no inicio (pela presenca do colostro) ou final de lactacao (pela
presenca de células de descamacao da gandula mamaria e aumento fisio-
16gico no nimero de leucdcitos), em infeccoes inespecificas (mastites)
e devido a fatores ecoldgicos (condicionam maior ou menor sobreviven-
cia do agente). A PAL, por si sd, nao pode ser considerada uma prova
confiavel para o diagnostico de rebanhos brucelicos (ROEPKE, 17.).

MATERIAL E METODOS

0 presente trabalho foi desenvolvido em diferentes etapas. A pri-
meira parte constituiu-se da coleta de amostras de leite em tarros na
indistria e testes pela prova do anel em leite (PAL). As etapas se-
guintes foram realizadas nas propriedades identificadas como positivas
a essa prova, que constituiram-se na realizacao do "California masti-
tis test" (CMT) e coleta de sangue para provas sorologicas. Das vacas
que reagiram positivamente no CMT, foi coletado leite para exame bac-
teriologico.

Foram coletadas 503 amostras de leite de recipientes com capaci-
dade de 15 a 50 1itros, procedentes de 354 propriedades que enviaram o
produto para resfriamento e beneficiamento na Companhia Riograndense de
Lacticinios e Correlatos (CORLAC - Santa Maria, RS). As amostras foram
coletadas dos vasilhames entregues na plataforma de recebimento da
CORLAC. Apds prévia homogeneizacao do conteudo, com uso de conchas de
aco inoxidavel, eram retiradas amostras de 30ml e colocadas em vidros
esterilizados contendo 1,5ml de formalina a 1% (ALTON et alii, 1). Os
vidros foram identificados com o numero de matricula dos cooperados,
acondicionados em caixa de isopor contendo gelo e enviados para labo-
ratorio do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Univer-
sidade Federal de Santa Maria (UFSM), RS, onde as amostras permaneciam
48 horas na temperatura de 4 a 6°C, até o momento do processamento.

As 503 amostras de leite foram submetidas a prova do anelem lei-
te, conforme recomendacoes de ALTON et alii (1), BRASIL (5), CENTRO PA-
NAMERICANO DE ZOONOSIS (7) e OLASCOAGA (15).

.Ap0s conhecer-se os resultados da prova do anel em leite, foram
visitadas as 94 propriedades positivas, realizando-se o “California
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mastitis test" (CMT) em todas as vacas, independente do estdgio da lac-
tacdo. Independente do grau de reacdao ao CMT, coletou-se amostras de
leite de 760 vacas em vidros esterilizados. 0 leite era coletado, des-
prezando-se os tres primeiros jatos de leite, em um balde plastico. A
glandula mamdria era lavada, a assepsia dos tetos era feita utilizan-
do-se algodao embebido em alcool iodado a 10%. As amostras de leite fo-
ram coletadas dos quartos reagentes ao CMT na forma de "pool". As amos-
tras foram, em seguida, acondicionadas em caixa de isopor em gelo e
enviadas ao laboratorio de Microbiologia da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM), para exame bacteriologico. Coletou-se, também, san-
gue de todas as 760 vacas para realizacdo de provas sorologicas para
diagnostico de brucelose bovina (rapida em placa, "card test" e redu-
cao pelo mercaptoetanol). 0 sangue foi coletado por puncio da Jjugular
e, apos a retracdo do coagulo, o soro era separado e refrigerado ate
ser testado dentro de 24 horas.

0 conjunto de raquete e solucdo reagente para a realizacdo da
prova do CMT foi adquirido da FATEC e manuseado segundo orientacdes do
fabricante. A interpretacao do resultado foi executada conforme as re-
comendacoes de SCHALM & NOORLANDER (19).

Uma hora antes da realizacao da PAL, tanto as amostras de Tleite
como o antigeno foram colocados a temperatura ambiente para so entao
serem utilizados. As amostras eram homogeneizadas invertendo-se varias
vezes os recipientes para uma perfeita mistura da gordura. Com uma pi-
peta retirava-se um mililitro de leite, que era colocado em tubos de
12 x 75mm e sobre o leite acrescentava-se uma gota de antigeno com au-
xilio de um conta-gotas calibrado para 0,03ml; fazia-se homogeneizacao
do material pela inversao do tubo, sem permitir a formacao de espuma.
Os tubos eram, entao, colocados na estufa, a temperatura de 37°C, du-
rante 60 minutos. ApOs a incubacdo, realizou-se a leitura conforme re-
comendacoes de ALTON et alii (1), BRASIL (5), CENTRO PANAMERICANO DE
ZOONOSIS (7) e GARCIA-CARRILLO (9). +

Foram realizados 420 exames bacteriologicos no laboratorio de
Microbiologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria. Os
exames microbiologicos de isolamento e identificacdo de microrganismos
foram realizados segundo BIER (4) e CARTER (6).

As provas das amostras de soro sanguineo foram realizadas no la-
boratorio do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Uni-
versidade Federal de Santa Maria. Foram examinadas 760 amostras. As
provas sorologicas realizadas foram: rapida em placa, "card test" e
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reducdo pelo mercaptoetanol e interpretadas em conjunto e de acordo
com ALTON et alii (1), BRASIL (5), CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS (7).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos encontram-se nas Tabelas 1 e 2.

TABELA 1. Resultados da prova do anel em leite
(PAL) em amostras de leite coletadas na
plataforma de recebimento de leite da
Companhia Riograndense de Lacticinios e
Correlatos - CORLAC - Santa Maria, RS.

Niimero de Positivas Negativas
amostras
NO % NO %
503 122 24,26 381 75,74

TABELA 2. Resultados das provas sorologicas realizadas em va-
cas das 94 propriedades do municipio de Santa Maria
(RS) com prova do anel em leite positivas.

Provas Positivas  Negativas  Total ~ Fositivas

(%)
Rapida em placa* 175 585 760 23,0
"Card test" 21 739 760 2,8
Mercaptoetanol 3 757 760 0,4

*Positivas: amostras com aglutinacdo maior ou igual a 25 UI.

L

0Os resultados das provas sorologicas realizadas em vacas das 94
propriedades positivas @ PAL no municipio de Santa Maria, RS, estdo
resumidos na Tabela 2.

Realizou-se a prova do anel em leite nas 503 amostras coletadas,
obtendo-se 122 (24,26%) positivas, correspondendo a 94 (26,56%) pro-
priedades, observacoes ja descritas por SZYRES & SURAN (21), em leite
de abastecimento da cidade de Azul (Argentina), os quais encontraram
um percentual de 41% de amostras positivas. COSTA (8), no municipio de
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Barra Mansa (RJ), examinando 360 animais, verificou 175 (48,6%) de po-
sitivos. MOTA et alii (12), usando a prova do anel em leite em 102 tam-
bos no municipio de Santa Maria (RS), determinaram que 4,9% das amos-
tras coletadas foram positivas. No entanto, quando foi coletado soro
de 52 animais, 14% foram positivos para brucelose bovina. Esses resul-
tados sao completamente diferentes dos encontrados no presente traba-
Tho. TORRES et alii (22), na bacia leiteira de Goiania (G0), determina-
ram a prevalencia através da prova do anel em leite, chegando a um per-
centual de 17,38%. ARANALDE et alii (2), em trabalho realizado pela PAL
na bacia Teiteira de Pelotas (RS), encontraram 10,1% de animais posi-
tivos. No entanto, os autores mencionadas nunca verificaram a especi-
ficidade da PAL, pois os mesmos nao realizaram provas sorologicas in-
dividuais nos animais das propriedades estudadas.

Os autores ALTON et alii (1), BAILEY (3), GARCIA-CARRILLO (9),
NOVAS & FURLONG (13), OGONOWSKI & McDIARMID (14), ROEPKE & STILES (18)
e SUTHERLAND (20) descreveram a boa especificidade da prova do anel em
leite. Entretanto, no presente trabalho foi verificada uma baixa espe-
cificidade da PAL, pois em uma grande percentagem de amostras compos-
tas somente 0,4% foram positivas sorologicamente para brucelose bovina
nos exames individuais. ROEPKE (17) cita que a PAL por si so nio pode
ser considerada uma prova confidvel para o diagndstico de rebanho bry-
célico. A afirmacao do autor pode ser confirmada no presente trabalho,
pois somente 0,4% das amostras de soro foram positivas para brucelose
bovina, interpretadas pelo conjunto das provas, enquanto que 26,56% do
leite examinado foi positivo na PAL. Esses dados indicam uma baixa es-
pecificidade da PAL.

CONCLUSOES

A prova do anel em leite (PAL) por si so nao pode ser considera-
da uma prova confiavel para diagndstico da brucelose bovina. Esta pro-
va deve ser indicada para rebanhos com baixos dndices de mastite bovi-
na; portanto, nao pode ser utilizada como diagnostico da brucelose bo-
vina na regido estudada. Ficou tambem evidenciado que a mastite bovina
interfere no diagndostico pela prova do anel em leite. 0s leucocitos,
ceélulas de descamacdo da glandula mamaria ou, talvez, componentes an-
tigenicos comuns sdo as causas mais proviveis dos falsos positivos. 0
uso das provas sorologicas e interpretadas no seu conjunto & fundamen-
tal para a confirmacao de diagnostico para brucelose bovina.
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