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Resumo: A brucelose bovina é uma zoonose de grande impacto na pecuaria, podendo
comprometer a reprodugao e a qualidade do sémen em centrais de inseminacdo artificial.
Objetivou-se com este estudo investigar a presenca do DNA de Brucella sp. em sémen de touros
pela técnica de qPCR e identificar anticorpos anti-Brucella abortus no plasma seminal por meio da
técnica de sémen plasma aglutina¢do (SPA) com antigeno acidificado tamponado (AAT). Todas
as amostras foram negativas na qPCR, enquanto uma apresentou reatividade no teste de SPA.
Esses achados reforcam a importancia da associagdo de diferentes métodos diagnodsticos para
uma detec¢do mais precisa da brucelose. Concluiu-se que a adogao de protocolos abrangentes de
biosseguranca e vigilancia sanitéria é essencial para a prevencdo da brucelose em rebanhos de
reprodugdo assistida.
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Abstract: Bovine brucellosis is a zoonosis with a significant impact on livestock production,
potentially compromising reproduction and semen quality in artificial insemination centers. This
study aimed to investigate the presence of Brucella spp. DNA in bull semen using the qPCR
technique and to identify anti-Brucella abortus antibodies in seminal plasma by means of the
Seminal Plasma Agglutination (SPA) test with Buffered Acidified Antigen (AAT). All samples
tested negative by qPCR, while one sample showed reactivity in the SPA test. These findings
reinforce the importance of combining different diagnostic methods for more accurate detection
of brucellosis. It was concluded that adopting comprehensive biosafety and sanitary surveillance
protocols is essential for preventing brucellosis in herds used for assisted reproduction.
Keywords: brucellosis; cattle; semen; plasma; agglutination.
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INVESTIGACAO DO DNA DE BRUCELLA ABORTUS EM SEMEN DE TOUROS
DE CENTRAIS DE INSEMINACAO ARTIFICIAL

1 INTRODUCAO

A brucelose bovina é uma zoonose causada pela bactéria Brucella abortus, que
infecta primariamente bovinos e bubalinos, assim como o humano, sendo que os maiores
prejuizos ocorrem na bovinocultura do pais, em fungao da extensao dos rebanhos
brasileiros (Brasil, 2006). Por apresentar graves problemas na saide ptblica, sobretudo
pelo carater ocupacional, os bovinos infectados sao fontes de infeccao para pessoas e
outros animais (Freitas et al., 2001, Megid et al., 2016). Por ser uma zoonose de
distribuicdo universal, acarreta problemas sanitdrios importantes e prejuizos
econdmicos, com manifestagdes nos animais, como abortos, nascimentos prematuros,
esterilidade e diminui¢ao na produgao de leite e carne (Brasil, 2006).

O diagnostico da brucelose baseia-se em exames laboratoriais, com a utilizagao
de métodos indiretos através da detecgao de anticorpos ou por métodos diretos, pela
identificacdo do agente. No Brasil, de acordo com o Plano Nacional de Controle e
Erradicagao da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT), os testes de triagem sao o
Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e Anel em Leite (TAL) e os testes
confirmatorios 2- Mercaptoetanol (2-ME) juntamente com soro aglutinagdo em tubos
(SAT), Fixagao de Complemento (FC) e Polarizagao Fluorescente (PF) (Brasil, 2006). Em
busca de exames mais praticos, rdpidos e especificos, a Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR) vem sendo amplamente empregada em estudos moleculares, em
razao da facilidade com que é possivel ampliar, in vitro, regides especificas do genoma
de qualquer organismo (Herrdn-Ramirez et al., 2022).

A Instrugao Normativa SDA n® 8, de 10 de margo de 2006, estabelece que
somente podera ser distribuido no Brasil o sémen bovino e bubalino coletado em Centros
de Coleta e Processamento de Sémen (CCPS), registrados no Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que cumpram os requisitos sanitarios minimos para
a producdo e a comercializacdo de sémen bovino e bubalino no pais. Essa resolugao
estabelece exigéncias para o touro doador quanto a pré-quarentena e a quarentena para
ingresso no CCPS, controle do rebanho residente e adi¢do de antibidticos ao
processamento de sémen (MAPA, 2006).

Em busca de maior qualidade, técnicas como inseminagao artificial (IA),
inseminagao artificial em tempo fixo (IATF), transferéncia de embrido (TE) e fertilizacao
in vitro (FIV) sdo utilizadas com maior frequéncia para propiciar aumento da
produtividade, assim mostrando a importancia do controle sanitario no sémen (Barcelos
et al., 2009). Segundo o Relatorio Estatistico de Produgdo, Importagao e Comercializagao
de Sémen da Associacgao Brasileira de Inseminacao Artificial (ASBIA), em 2012 o Brasil
comercializou aproximadamente 12,3 milhdes de doses de sémen. Desse total, cerca de
53,29% sao de origem nacional (ASBIA, 2012).

A contaminagado bacteriana do sémen congelado pode afetar sobremaneira a
fertilidade, pois, quando microrganismos patogénicos sao veiculados pela inseminagao
artificial, ndo necessitam atravessar a mucosa vaginal ou cervical, que agem como
barreiras para bactérias, visto que sdo introduzidos diretamente no tutero. Assim, o
diagnostico desse patdogeno no sémen bovino € uma pratica desejavel, pois os exames
sorologicos de rotina podem apresentar um resultado falso-negativo e os machos podem
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ficar assintomaticos e levar a contaminagao de todo um rebanho. Diante disso, objetivou-
se com este estudo detectar a presenca do DNA de Brucella spp. no sémen de touros de
centrais.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 AMOSTRAS

O estudo foi realizado com amostras de sémen de touros (Bos taurus e Bos
indicus) provenientes de centrais de coleta de sémen. Foram selecionadas trés centrais de
comercializagdo de sémen bovino da regiao do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba em
Minas Gerais. De cada estabelecimento foram adquiridas comercialmente cinco
amostras de sémen, independentemente de raca, aptidao reprodutiva e idade do animal.
Cada amostra foi identificada de acordo com o reprodutor e dados como identificagao
da central produtora e nimero de registro dos touros foram mantidos em sigilo.

2.2 DELINEAMENTO AMOSTRAL

Para a determinagao do tamanho da amostra (n), foi admitida uma prevaléncia
esperada de 1% (Gongalves et al., 2009), nivel de confianca de 95% e variagao de 5%. A
férmula utilizada, segundo Thrusfield (2004), foi:

n= 1,962 Pesp (1 - Pesp)

dz
Nessa formula,
n = tamanho da amostra baseado em uma populagao infinita,
Pesp = prevaléncia esperada,
d = precisdo absoluta desejada.

Substituindo os valores na formula:
n=1,9620,01(1-0,01)
0,052

n =15 amostras
2.3 TESTES DE DIAGNOSTICO
Em cada amostra de sémen, foi realizado o exame para detec¢ao de anticorpos
anti-Brucella abortus, por meio do teste do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e

exame para deteccao do DNA de Brucella spp, o qual foi encaminhado para laboratério
particular da area de Medicina Veterindria credenciado pelo MAPA.
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2.3.1 Sémen Plasma Aglutina¢ao (SPA)

Apds descongelamento, o semen total foi centrifugado e retirado o plasma, em
seguida foi submetido a prova de AAT (Paulin, 2003). O exame AAT foi realizado e
interpretado de acordo com metodologia descrita no PNCEBT (Brasil, 2006). O exame
foi realizado no Laboratorio de Doencgas Infecciosas do Centro Universitario de Patos de
Minas (UNIPAM)

2.3.2 Diagnoéstico Molecular de Brucella spp.

As amostras de sémen foram enviadas para laboratdrio de referéncia, onde foi
investigada a presenga do DNA de Brucella spp. por meio de diagndstico molecular pela
técnica de Reacdo em Cadeia pela Polimerase quantitativa (qQPCR). Para a extragdo do
DNA bacteriano, foi utilizado o kit Patégeno IndiMag® 48 (Indical Bioscience Gmbh),
método automatizado de extragao de acidos nucleicos a base de esferas magnéticas. A
amplificagao do DNA foi realizada com a utilizacao dos reagentes Go Taq® Probe qPCR
Master Mix (Promega) para qPCR. O protocolo de execugao das técnicas foi seguido
mediante as recomendagoes do fabricante.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Para o calculo da frequéncia, foi estabelecida a relagdo do niimero de amostras
reagentes aos testes de diagnostico em relacdo ao nimero de animais amostrados,
utilizando-se de analise estatistica descritiva, por meio de frequéncia absoluta e relativa.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na andlise molecular por qPCR, nao foi detectada a presenca do DNA de
Brucella sp. no sémen dos touros das centrais de inseminagao artificial. Esse achado é
consistente com os resultados de outros estudos que nao encontraram Brucella no sémen
de touros (Fuverk, 2010), o que sugere que o grupo de touros estudados ndo tinha
infeccao ativa ou uma carga bacteriana suficientemente alta para ser detectada por essa
técnica e que a transmissao da brucelose por essa via pode nao ser tao prevalente ou
significativa quanto outras formas de transmissao, como a via oral, conforme discutido
por SOUZA et al., (2016).

O uso da qPCR para a deteccao do DNA de B. abortus é altamente sensivel, o
que confere robustez a esses resultados negativos, reforcando a ideia de que a infecgao
no sémen de touros nao é comum nas condi¢oes estudadas. Rocha, Brugeff e Bier (2019)
avaliaram a ocorréncia de animais sororreagentes a brucelose bovina em fazendas do
Estado de Mato Grosso do Sul, utilizando o AAT. Foram testados 724 bovinos da raca
Nelore, sendo 274 machos e 450 fémeas. Os resultados mostraram baixa soroprevaléncia
da doenga nos bovinos testados, com prevaléncia de 1,10% nos machos e 2,88% nas
fémeas. Embora o estudo tenha focado na soroprevaléncia e nao especificamente na
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presenca da bactéria no sémen, os baixos indices de soropositividade nos machos
sugerem uma menor probabilidade de deteccao da bactéria no sémen desses animais.

Estudos como os de Xavier et al., (2010) e os de Nardi Junior et al. (2017)
demonstraram a eficacia da qPCR na identificagdo do DNA de Brucella em sémen de
touros, destacando a sensibilidade dessa técnica para a detecgao precoce de infecgdes.
Entretanto, o teste SPA oferece outra perspectiva diagnostica ao detectar anticorpos anti-
Brucella no plasma seminal, o que pode indicar uma infec¢ao passada ou uma resposta
imunoldgica a exposicdo ao patdgeno, mesmo na auséncia de material genético
detectavel por PCR.

A auséncia de deteccdo do DNA de Brucella no sémen dos touros em nosso
estudo, aliada a reatividade de uma amostra no teste SPA com AAT, sugere uma
exposigao prévia ao patodgeno sem a presenga atual da bactéria vidvel no sémen. Esse
achado esta de acordo com os estudos de Lourencetti ef al. (2018), que, ao avaliarem 100
amostras de sémen bovino, identificaram 68% de positividade no PCR, enquanto 11%
das amostras foram reagentes no SPA, mas todas negativas no AAT e com o estudo de
Junqueira Junior et al. (2015), que, ao investigarem 177 touros, nao detectaram anticorpos
anti-Brucella no soro sanguineo, mas identificaram 5,06% de amostras reagentes no SPA,
enquanto todos os animais foram negativos nos testes soroldgicos tradicionais,
sugerindo que touros soronegativos podem eliminar a bactéria no sémen.

Nossos resultados reforcam a importancia de utilizar multiplas técnicas
diagnosticas para uma avaliagdo mais precisa da infeccao em reprodutores bovinos. A
utilizagdo de métodos distintos é fundamental para aumentar a sensibilidade na
deteccao de Brucella sp e minimizar o risco de resultados falso-negativos ou falso-
positivos (Batista, 2016). A qPCR, por ser uma técnica molecular altamente sensivel e
especifica, permite a deteccdo do DNA do patdgeno em amostras bioldgicas, mesmo
quando o agente esta presente em quantidades baixas ou em infec¢des subclinicas (OIE,
2018).

Além disso, o emprego de diferentes abordagens diagnosticas € essencial para
o monitoramento eficaz de doengas como a brucelose, especialmente em centrais de
inseminacgao artificial, onde a seguranca e a qualidade do sémen siao determinantes. A
deteccao do DNA de Brucella em sémen de touros por PCR tem sido indicada como uma
estratégia importante para o controle de infec¢des em programas reprodutivos, como
evidenciado no estudo de Xavier et al., (2010), que ressaltaram a importancia da qPCR
na identificagao de infec¢des em estdgios iniciais, muitas vezes antes que sinais clinicos
evidentes aparecam. Nardi Junior et al. (2017) relatam que, sendo a brucelose uma
zoonose de grande importancia veterindria e humana, é importante que as técnicas de
diagnostico sejam precisas para evitar sua disseminagao, especialmente em ambientes
de reproducao assistida. Ao combinar a deteccao direta do patdégeno, como a qPCR, com
a avaliacdo da resposta imunoldgica por meio de testes sorologicos, como o SPA, é
possivel identificar de maneira mais eficaz a presenca do patdgeno ou da resposta
imune, melhorando as estratégias de prevencao e controle da doenga nas populac¢des de
touros e reduzindo os riscos a satde publica.

As amostras utilizadas neste estudo foram provenientes de centrais de
inseminagao artificial que seguem rigorosos padroes sanitarios, sendo reconhecidas por
sua credibilidade e referéncia na regiao. Essas centrais desempenham um papel

252 ‘ Revista Perquirere, vol. 22, n. 2, 2025



INVESTIGACAO DO DNA DE BRUCELLA ABORTUS EM SEMEN DE TOUROS
DE CENTRAIS DE INSEMINACAO ARTIFICIAL

fundamental na disseminagao de genética de alta qualidade, contribuindo para o
melhoramento genético e a produtividade dos rebanhos. A tecnologia minimiza os riscos
associados a monta natural, garantindo maior seguranga sanitaria ao impedir o contato
direto entre machos e fémeas, fator essencial no controle e prevengao de enfermidades
(SENAR/MT, 2023). No entanto, a contaminagao do sémen com agentes patogénicos
pode resultar na ampla disseminagao de diversas doengas, tornando imprescindivel a
adocao de medidas rigorosas de monitoramento e biosseguridade (EMBRAPA, 2021).

Diante dos desafios diagndsticos da brucelose em touros, especialmente pela
predilecao de Brucella abortus pelas glandulas acessorias e testiculos, a auséncia ou
presenga de baixos titulos séricos de imunoglobulinas podem comprometer a eficacia
dos métodos soroldgicos convencionais. Esse fato reforga a necessidade da utilizagao de
exames complementares no plasma seminal, como a PCR e os testes de aglutinagao com
AAT e SPA, permitindo uma abordagem mais precisa na detec¢ao da infecgao (Oliveira
et al., 2013; Nardi Junior et al., 2011). Dessa forma, a adog¢do de protocolos laboratoriais
que integrem a anadlise do sémen pode contribuir significativamente para o controle da
brucelose bovina, particularmente em centrais de inseminacdo artificial, onde a
biosseguranca ¢ essencial para evitar a disseminagao da doenga.

4 CONCLUSAO

Este estudo reforca a necessidade de protocolos diagnosticos abrangentes e
continuos em programas de reprodugcao assistida, visando a prevengao e ao controle da
brucelose bovina. Novas investigagdes, associando diferentes técnicas e ampliando o
escopo das andlises, sdo essenciais para aprimorar as estratégias de vigilancia sanitdria
e reduzir o impacto da doenca na pecuadria.
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