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RESUMO

Avaliaram-se comparativamente as provas de soroaglutinagio ripida, soroaglutinagio em tubo, 2-mercaptoetanol e
antigeno tamponado acidificado no diagnéstico da brucelose bovina. Todas as provas apresentaram boa concordancia
quando considerada a interpretagiio preconizada pelo Ministério da Agricultura do Brasil. As provas do antigeno
tamponado acidificado e do 2-mercaptoetanol apresentaram alta concordéncia. Neste sentido, o presente estudo propoe
o uso da prova do antigeno tamponado acidificado como triagem para o diagnéstico da brucelose bovina.

UNITERMOS: Brucelose animal; Bovinos; Diagnéstico; Serologia.

INTRODUCAO

brucelose bovina é uma enfermidade causada pela
ABmce.-’!a abortus (B. abortus), apresentando-se em

todo o mundo como problema sanitdrio e
econdémico'®. Com exce¢do de um pequeno nimero de paises,
onde foi possivel a erradicagio, sua incidéncia é considerada
alta, particularmente nos trépicos e em paises com pouco
investimento nas dreas de produgao de leite e carne'.

A infecgdo com Brucella nos animais induz no
hospedeiro uma resposta imune, tanto humoral como celular'®,
sendo que a magnitude e a duragao desta resposta podem ser
afetadas por fatores como: viruléncia da amostra, inéculo,
idade, sexo, gestacdo, estado imune e espécie animal".

Tanto no homem como nos animais, a infec¢@o natural
estimula o aparecimento simultineo ou ligeiramente
diferenciado de imunoglobulinas (Ig) das classes IgM e IgG.
Durante a evolugao da doenga, ocorre o declinio e tendéncia
de desaparecimento da IgM, enquanto a IgG se estabelece e
persiste. O desaparecimento da IgG significa, geralmente, a
eliminacdo da infec¢do’. Em bovinos classificados como
positivos para brucelose, Beh® encontrou que a maioria das
Ig séricas pertencia a subclasse IgGl, com pequenas
quantidades da classe IgM.

Na brucelose animal, assim como em outras infecgoes,

o isolamento do microrganismo é o método diagnéstico mais
seguro, mas, em virtude das dificuldades deste procedimento
e da sua limitag@o para uso em grandes rebanhos, os métodos
sorolégicos sdo os mais utilizados*>7'%,

Deve ser levada em consideragio no diagndstico da
enfermidade a presenca de aglutininas séricas nao especificas
para B. abortus, que ocorrem em bovinos'®. Estas aglutininas
podem causar as denominadas reacdes cruzadas, mediadas
por complexos normais entre antigeno e anticorpo,
envolvendo principalmente imunoglobulinas da classe IgM,
decorrentes de vacinagao contra brucelose' e outros agentes.
Aceita-se, atualmente, que agentes como Yersinia enterolitica
0:9, Escherichia coli 0:116 e 0:157, Francisella tularensis,
Salmonella urbana, Pseudomonas maltophilia, bem como
outros géneros possam causar reagdes cruzadas com B.
abortus em testes sorologicos, dificultando o diagnéstico da
enfermidade®",

Dentre os testes soroldgicos empregados no
diagnéstico da doencga, destacam-se como os mais
amplamente utilizados: Soroaglutinacdao Lenta em Tubo
(SAT), Soroaglutinagdo Rapida em Placa (SAR), Antigeno
Tamponado Acidificado (ATA), 2-Mercaptoetanol (2-ME),
Rivanol, Fixa¢io de Complemento (FC) e Enzyme Linked
Immunosorbent Assay — ELISA".

A SAT foi o teste sorolégico mais comumente utilizado
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para o diagnostico da brucelose bovina até aproximadamente
1967°. Em anos recentes, com o melhor conhecimento das
diferentes classes de Ig, surgiram dividas com relagio a sua
eficdcia’. Possui como desvantagem a ocorréncia de reagdes
cruzadas com antigenos heteroespecificos e com aglutininas
pos-vacinais'’, que podem decorrer da sua maior eficiéncia
em detectar Ig da classe IgM, do que da subclasse IgG1'.

O teste de SAR € uma adaptacido da SAT, e se baseia
na visualizagdo da aglutinagdo em placa’. Mac Millan'
considera que a SAR possui como vantagem a simplicidade
de execugdo e precocidade de resultados em relagao a SAT,
porém com menor sensibilidade, enquanto Alton et al.’
consideram-nas idénticas. Segundo Mac Millan"?, a SAR e
a SAT detectam as mesmas classes de Ig.

A prova do ATA (Rosa Bengala) consiste em uma
soroaglutinag¢@o em placa, onde o antigeno € tamponado em
pH baixo". Esta acidifica¢do do antigeno reduz a atividade
da IgM", tornando a prova seletiva para identificagdo da
subclasse IgG17. O teste ¢ utilizado como prova de triagem
em rebanhos e possui uma grande sensibilidade em animais
vacinados com a B19. Recomenda-se, porém, que os positivos
nesta prova sejam retestados em provas complementares'.

0 2-ME é utilizado como teste complementar as provas
de SAR e SAT’. A prova fundamenta-se na agdo de certos
compostos que contém o radical tiol (2-ME), que degradam a
configura¢dao em pentimero da IgM, determinando assim a
perda da sua atividade aglutinante. Este processo torna o teste
sensivel as aglutinagoes estabelecidas pela classe IgG, que
ndo sofre alteragdo na sua atividade na presenca deste
reagente’. Conforme Nicoletti"?, a prova do 2-ME gera reagoes
falso-positivas em menor quantidade que as provas de SAT,
SAR e ATA (Rosa Bengala).

Considerando a resposta imune animal decorrente da
infec¢do pela Brucella e das caracteristicas das diferentes
provas, pretendeu-se avaliar a concordéincia entre as provas
de SAR, SAT, 2-ME e ATA no diagnéstico da brucelose
bovina e sua aplicabilidade a campo e laboratorial.

MATERIAL E METODO

Foram analisados soros sangiiineos procedentes de
animais adultos, de diversas ragas e de diferentes propriedades,
com histérico vacinal desconhecido, encaminhados para
diagnéstico a Disciplina de Enfermidades Infecciosas dos
Animais - FMVZ - UNESP/Botucatu-SP.

Os soros foram submetidos as provas de SAR, SAT e
2-ME, de acordo com Alton et al.’, e ATA, com base em
Mac Millan'. Para a avaliagio estatistica da concordincia
entre as provas quantitativas (SAR, SAT e 2-ME) e
qualitativas (ATA) foram considerados positivos os titulos
maiores ou iguais a 100 na SAR e SAT, de acordo com o
preconizado pelo Ministério da Agricultura do Brasil para
animais nao vacinados® e titulo 50 para a prova do 2-ME. A
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andlise estatistica foi baseada no estudo comparativo dos
métodos, 2 a 2, quanto a igualdade das proporg¢des de positivos
detectados pelo teste de Mc Nemar™, e a concordéncia entre
os métodos através do coeficiente Kappa®, considerando-se
K = 0 auséncia de concordincia; K entre 0,6 e 0,8 boa
concordancia e K = 1 concordancia perfeita.

RESULTADOS

As tabelas abaixo demonstram os resultados obtidos
nos diferentes testes independentemente da interpretagao de
positividade adotada para cada prova.

Dos animais com titulos < 50 na SAR, observou-se
que 89,3% (732/820) resultaram negativos ao ATA. Por outro
lado, dos soros que reagiram com titulos = 100 na SAR,
85,7% (144/168) resultaram positivos ao ATA. Em 1,3%
(8/609) dos soropositivos no ATA verificaram-se resultados
negativos na SAR (Tab.1). Dos animais com titulos = 100
na SAR constataram-se 14,3% (24/168) de resultados
negativos no ATA.

Comparando-se a prova do ATA com a SAT,
verificou-se que dos animais com titulos < 25 na SAT, 3,3%
(13/388) apresentaram reagdes positivas no ATA. Dos
animais com titulos 25 e 50 na SAT, constatou-se em 78,7%
(111/141) dos soros auséncia de reacdo na prova do ATA.
Em animais com titulos 100 na SAT, 33,7% (27/80) dos
soros resultaram negativos no ATA, enquanto dos soros que
apresentaram titulo = 200 na SAT, 94.1% (161/171)
resultaram positivos no ATA (Tab. 2).

Quando comparados os resultados do ATA com o 2-
ME, observaram-se 3,7% (16/431) de reacdes positivas no
ATA e negativas no 2-ME. Dos soros que reagiram na
diluigao 1:25 no 2-ME, 59,0% (23/39) resultaram negativos
no ATA. Dos animais com titulos iguais a 50 no 2-ME,
23.5% (12/51) apresentaram reagdes negativas no ATA,
enquanto 92,1% dos soros com titulos 250 no 2-ME também
reagiram no ATA (Tab. 3).

Quando comparados os resultados da SAT e SAR,
verificou-se que dos animais com titulos = 25 na SAT, 20,4%
(96/470) dos soros foram negativos na SAR. Destes animais,
46,9% (45/96), 35,4% (34/96) e 15,6% (15/96) apresentaram,
respectivamente, titulos 25, 50 e = 100 (Tab. 4).

Dos soros testados comparativamente na SAR e 2-ME,
verificou-se que nos animais negativos ou que apresentaram
titulos < 25 no 2-ME, em 63,7% (426/669) ndo foram
constatadas reagoes na SAR. Por outro lado, dos animais que
apresentaram titulos = 25 na SAR, em 29,6% (179/605) dos
soros, verificou-se auséncia de reacdo no 2-ME, dos quais,
17,8% (108/605) e 4.1% (25/605) apresentaram,
respectivamente, titulos 50 e = 100 na SAR. Dos soros que
resultaram negativos na SAR, observaram-se 3,5% (16/456)
de reagoes positivas no 2-ME, com titulos = 50 (Tab. 5).
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Tabela 1
Resultados obtidos na prova de Soroaglutinagido Rdpida (SAR)
comparativamente a prova do Antigeno Acidificado Tamponado
(ATA). Botucatu-SP, 1999.

SAR
ATA NEG 25 50 100 200 400 Total
NEG 601 42 89 22 2 0 756
oo, S S
Total 609 50 161 84 71 13 988
K =0.65

Tabela 2
Resultados obtidos na prova de Soroaglutinagdo Lenta (SAT)
comparativamente a prova do Antigeno Acidificado Tamponad:
(ATA). Botucatu-SP, 1999. ’
SAT
100 200 400 >800 Total

ATA NEG 25 50

NEG 319 56 55 27 9 1 0 467
POS 7 6 .24 53 66 36 57 251
Total 326 62 79 80 75 39 57 718
K=077

Tabela 3

Resultados obtidos na prova de 2-Mercaptoetanol (2-ME)
comparativamente 4 prova do Antigeno Acidificado Tamponado
(ATA). Botucatu-SP, 1999.

2 ME

Tabela 5
Resultados obtidos na prova de 2-Mercaptoetanol (2-ME)
comparativamente 4 prova de Soroaglutinacdo Rapida (SAR).
Botucatu-SP, 1999,

- 2 ME
SAR NEG 25 50 100 200 400 >800 Total
NEG 426 14 9 4 1 2 0 456
25 4 4 4 3 1 0 0 58

50 108 28 27 23 21 ] 1 213
100 20 15 14 12 16 23 6 106
200 5 3 11 12 10 27 41 109
Total 605 64 65 54 49 57 48 942

Tabela 6
Resultados obtidos na prova de 2-Mercaptoetanol (2-ME)
comparativamente a prova de Soroaglutinagio Lenta (SAT).
Botucatu-SP, 1999,

SAT NEG 25 50
NEG 454 14 2 O 2 0 0
25 7% 145 3 1 0 0

50 60 16 256 4 2 1 108
100 23 16 26 26 5 2 98

472
95

400 1 0 1 4 15 29 55
>800 0O 0 0 © 3 21 6 88

ATA NEG 25 50 100 200 400 >800 Total

NEG 415 23 12 3 2 1 0 456
POS 16 16 39 37 52 47 35 242
Total 431 39 51 40 54 48 35 698
K=0.84
Tabela 4

Resultados obtidos na prova de Soroaglutinagio em Tubos (SAT)
comparativamente a prova de Soroaglutinagdo Répida (SAR).

SAT
SAR NEG 25 50 100 200 400 >800 Total
NEG 374 45 34 12 3 2 0 470
25 34 11 4 6 1 1 0 57
50 46 26 46 45 29 6 1 199
100 "1 6 11 16 27 23 12 106
200 1 65§ 6 11 23 19 46 1M
Total 466 93 101 90 83 51 59 943

K =061

Na comparacio entre a SAT e o 2-ME ,observou-se
que dos soros com titulos = 25 na SAT, 26,8% (166/620)
resultaram negativos no 2-ME, dos quais 25,5% (158/620)
apresentaram titulos entre 25 e 100. Dos soros negativos
no 2-ME, 5,0% (31/620) apresentaram titulo 100 na SAT.
Os resultados negativos na SAT concordaram em 99,4%
(469/472) com os resultados negativos ou com titulos < 25
no 2-ME (Tab. 6).

1
0
0
200 7 2 4 19 37 13 2 84
5
4
2

Joipl 1626 63 61 o4 B4 66 72 000
K=0,79

DISCUSSAO

Embora a andlise estatistica tenha demonstrado bom
coeficiente de concordincia (coeficiente Kappa) entre os
diferentes métodos, os menores valores destes coeficientes
de concordincia foram observados na comparacdo da SAR -
considerada prova de triagem - com a SAT e provas
complementares (ATA e 2-ME). O maior coeficiente de
concordincia foi observado entre as provas do ATA e 2-ME,
seguido, respectivamente, pelo 2-ME e SAT, ATA e SAT,
ATA e SAR.

As provas de SAT e SAR apresentaram bom percentual
de resultados concordantes quando considerados os titulos <
50, que resultaram negativos ao ATA e 2-ME. Quando
avaliado, no entanto, o resultado dos animais com titulos iguais
ou superiores a 100 na SAR e SAT - considerados positivos
em ambas as provas para animais ndo vacinados® - constatou-
se que 14,3% e 33,7% dos animais, respectivamente,
resultaram negativos no ATA. De maneira similar, dos animais
com titulos = 100 na SAR e entre 25 e 100 na SAT, 4,1% e
26,8% dos soros resultaram negativos, respectivamente, no 2-
ME. Estes resultados podem ser justificados em virtude de
SAR e SAT reagirem indistintamente com Ig da classe IgM e
IgG', contrariamente ao ATA e 2-ME, que apresentam reagoes
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preferencialmente com IgG’, considerada a classe de
imunoglobulina de maior especificidade no diagnéstico da
doenca. No presente estudo, elevado percentual de
resultados concordantes entre SAR e SAT com o 2-ME e
ATA foi observado somente em soros com titulos iguais ou
superiores a 200 na SAR e SAT, sendo estes titulos
considerados positivos independentemente do estado vacinal
do animal®.

As provas do ATA e 2-ME apresentaram alto
percentual de resultados concordantes, visto que 92,1% dos
animais com titulos = 50 no 2-ME também reagiram no
ATA. Por outro lado, 3,7% dos animais positivos no ATA
ndo apresentaram reacdo no 2-ME, que poderia ser
justificado com base na maior sensibilidade do ATA em
relacdo ao 2-ME, conforme relatado por Huber e Nicoletti'.
Estes autores referem a sensibilidade do ATA comparavel
a de FC na deteccao de animais vacinados, infectados com
amostra de campo, além da sensibilidade do ATA superior
a FC na detec¢do de animais infectados nao vacinados,
porém com menor especificidade. Consideram, desta
maneira, que, quando da ocorréncia de reagdes positivas
a0 ATA e negativas a FC em animais ndo vacinados, fatores
como rebanho, vaca e histérico vacinal deveriam ser
avaliados. Entretanto, Casas Olascoaga’ relata ripida
negatividade do ATA em animais vacinados entre 3 e 8
meses de idade, testados apos 24 meses de idade. No Brasil,
resultados semelhantes foram descritos por Ribeiro et al."’,
que referem auséncia de animais reagentes nas provas do
ATA e 2-ME no 308.° dia apés a vacinagdo de bezerras
coma B19.

O uso do ATA como teste de triagem, no diagnéstico
da brucelose bovina, vem sendo feito no controle da doenga
em paises sul-americanos, como a Argentina.
Adicionalmente, o ATA também tem sido empregado como
prova de triagem para brucelose humana, comparativamente
a FC, com resultados promissores, em virtude de sua alta
sensibilidade, especificidade, praticidade e baixo custo''.
Casas Olascoaga’ relata que o emprego do ATA como teste
de triagem em campanhas de controle e erradicagio da
brucelose permite reduzir o nimero de provas diagndsticas,
possibilita a detecc@o de casos cronicos, a eliminagdo de

suspeitos, além da boa correlacio com a fixagdo de
complemento.

Os resultados obtidos no presente estudo
caracterizaram bom coeficiente de concordancia entre os
testes utilizados rotineiramente no diagndstico da brucelose
bovina, desde que respeitados os critérios de positividade
definidos pelo Ministério da Agricultura do Brasil para
animais vacinados e ndo vacinados®. Demonstram
claramente, no entanto, a ocorréncia de reagoes falso-
positivas e falso-negativas quando do uso da preva de
soroaglutinacao rapida como triagem, possibilitando, por
um lado, a permanéncia de animais positivos no rebanho,
e, por outro, a elimina¢do de animais falso-positivos quando
utilizada isoladamente. O uso desta prova como triagem
obriga o envio das amostras suspeitas e positivas para o
reteste em provas complementares, por laboratorios
especializados, aspecto muitas vezes dificil em virtude da
distancia dos laboratérios e do encaminhamento das
amostras, retardando e encarecendo sobremaneira o
diagnéstico.

A prova do 2-ME, avaliada comparativamente ao
ATA, demonstrou o maior coeficiente de concordancia e se
caracterizou como prova complementar especifica, o que
sugere a sua utilizacio em substitui¢ao a fixagdo de
complemento nos laboratérios que nao realizam esta dltima
prova rotineiramente, por dificuldades técnicas e materiais.

A utilizagdo do ATA, concordante com Casas
Olascoaga’, elimina reagdes suspeitas e falso-positivas
observadas nas provas de soroaglutinagio rapida e em tubo,
além de permitir a realizacio do teste a campo,
possibilitando aos veterindrios um diagndstico mais
acurado, reduzindo a necessidade de envio de um grande
nimero de amostras para laboratérios especializados e o
reteste de animais suspeitos.

Os resultados obtidos sugerem o uso do ATA como
teste de triagem em substituicdo 2 SAR em virtude de sua
alta sensibilidade, especificidade, praticidade e baixo custo,
0 que no contexto global resulta em menor custo diagnéstico,
aliado a maior eficdcia diagnéstica, possibilitando
estratégias de controle da brucelose em menor espaco de
tempo.

SUMMARY

Bovine serums were evaluated by the plate agglutination, tube agglutination, buffered plate antigen and 2-Mercaptoethanol
tests for bovine brucellosis diagnosis. All presented a good concordance when considering the official Brazilian Ministry of
Agriculture interpretation. High concordance was verified for the buffered plate antigen and 2-Mercapthoetanol tests. This
study suggests the use of the buffered plate antigen test as a screening test for bovine brucellosis diagnosis.

UNITERMS: Brucellosis; Cattle; Diagnosis; Serology.
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