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soroaglutinacao lenta, antigeno acidificado e
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diagnosis of bovine brucellosis
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Avaliaram-se comparativamente as provas de soroaglutinacfio rapida, soroaglutinacao em tubo, 2-mercaptoetano l e
antfgeno tamponado acidificado no diagn6stico da brucelose bovina . Todas as provas apresentaram boa concordancia
quando considerada a interpretacao preconizada pelo Ministerio da Agric ultura do Brasil. As prova s do antfgeno
tamponado acidificado e do 2-merc aptoetanol apresentaram alta conco rdiincia. Neste sentido, 0 presentc cstudo prop6e
o uso da prova do antfgcno tamponado acidificado como triagem para 0 diagn6stico da brucelose bovina.
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INTRODU<;AO

A bruce lose bovina e uma enfennidade causada pela
Brucella abortus (B. abortus), apresen tando-se em
tod o 0 mundo como probl ema sa nitario e

economico" :Com excecao de urn pequeno mimero de pafses,
onde foi possfve l a erradicacao, sua incidencia econsiderada
alta, partic ulannente nos tr6picos e em pafses com pouco
investimento nas areas de producao de leite e carne '".

A infeccao com Bru cella nos animais induz no
hospedeiro uma resposta imune, tanto humora l como celular" ,
sendo que a magnitude e a duracao desta resposta podem ser
afetadas por fatores como: virulencia da amost ra, in6culo,
idade, sexo, gestacao , estado imune e especie animal" .

Tanto no homem como nos animais, a infeccao natural
es ti m ula 0 aparecimento si rnulta neo ou ligeiramen te
diferenciado de imunoglobulinas (Ig) das classes IgM e IgG,
Durante a evolucao da doenca, ocorre 0 declfnio e tendencia
de desaparecimento da IgM, enquanto a IgG se estabelece e
persiste . 0 desaparecimento da IgG significa, gera lmente, a
eliminacao da infeccao", Em bovinos classificados como
positivos para brucelose, Beh" encontrou que a maioria das
Ig sericas perte ncia a subcl asse IgG I, com pequenas
quantidades da classe IgM.

Na brucelose animal, assim como em outras infeccoes,

o isolamento do rnicrorganismo e0 metodo diagn6stico mais
seguro, mas, em virtude das dificuldades deste procedimento
e da sua limitacao para uso em grandes rebanhos, os metodos
sorol6gicos sao os mais utilizados' <"-" .

Deve ser levada em consideracao no diagn6stico da
enfennidade a presenca de aglutininas sericas nao especfficas
para B, abortus, que ocorrem em bovines". Estas aglutininas
podem causar as denominadas reacoes cruzadas, mediadas
par complexos normais entre antfgeno e an ticorpo,
envolvendo principalmente imunoglobulinas da classe IgM,
decorrentes de vacinacao 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, bern como
outros generos possam ca usar reacoes cruzadas com B.
abortus em testes sorol6gicos, dificultando 0 diagn6stico da
enfermidade":" .

De ntre os testes sorol6gicos empregados no
diagn6stico da doenca, destacam-se como os mais
amplamente utilizados : Soroaglutinacao Lenta em Tubo
(SAT), Soroaglutinacao Rapida em Placa (SAR), Antfgeno
Tamponado Acidificado (ATA), 2-Mercaptoetanol (2-ME ),
Rivanol, Fixacao de Complemento (FC) e Enzyme Linked
Immunosorbent Assay - ELISA I9

•

A SAT foi 0 teste sorol6gico mais cornumente utilizado
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para 0 diagnostico da brucelose bovina ate aproximadamente
19679. Em anos recentes, com 0 melhor conhecimento das
diferentes classes de Ig, surgiram diividas com relacao a sua
eficacia' . Possui como desvantagem a ocorrencia de reacoes
cruzadas com antfgenos heteroespecfficos e com aglutininas
pos-vacinais'", que podem decorrer da sua maior eficiencia
em dctcctar Ig da classe IgM, do que da subclasse IgG I I .

o teste de SAR e uma adaptacao da SAT, e se baseia
na visualizacao da ag lutinacao em placa ' . Mac Mill an "
considera que a SAR possui como vantagem a simplicidade
de execucao e precocidade de resultados em relacao a SAT,
porem co m menor sens ibilidade, enquanto Alton et al?
consideram-nas identicas. Segundo Mac Millan ", a SAR e
a SAT detectam as mesmas classes de Ig.

A prova do ATA (Rosa Bengala) consiste em uma
soroaglutinacao em placa, onde 0 antfgeno e tamponado em
pH baixo!". Esta acidificacao do antfgeno reduz a atividade
da IgM 12

, tomando a prova seletiva para identificacao da
subclas se IgG P . 0 teste e utilizado como prova de triagem
em rebanhos e possui uma grande sensibilidade em animais
vacinados com a B19. Recomenda-se, porem, que os positivos
nesta prova sejam retestados em provas complementares'".

o 2-ME e utilizado como teste complementar as provas
de SAR e SATI

. A prova fundamenta-se na acao de certos
compostos que contem 0 radical tiol (2-ME), que degradam a
configuracao em pentamero da IgM, deterrninando assim a
perda da sua atividade aglutinante. Este processo toma 0 teste
sensfvel as aglutinacoes estabelecidas pela classe IgG, que
nao sofre alteracao na sua atividade na presenca deste
reagente' . Conforrne Nicoletti" , a prova do 2-ME gera reacoes
falso-positivas em menor quantidade que as provas de SAT,
SAR e ATA (Rosa Bengala).

Considerando a resposta imune animal decorrente da
infeccao pela Brucella e das caracterfsticas das diferentes
provas, pretendeu-se ava liar a concordancia entre as provas
de SAR, SAT, 2-ME e ATA no diagnostico da brucelose
bovina e sua aplicab ilidade a campo e laboratorial.

MATERIAL E METODO

Foram analisados soros sanglifneos procedentes de
animais adultos, de diversas racas e de diferentes propriedades,
com historico vacinal desconhecido, encaminhados para
diagnostico a Discipl ina de Enferrnidades Infecci osas 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 avaliacao estatfstica da concordancia
en tr e as pr ovas qu ant it ativas (SA R, SAT e 2-ME) e
qualitativas (ATA) foram considerados positivos os tftulos
maiore s ou iguais a 100 na SAR e SAT, de acordo com 0

preconizado pelo Ministerio da Agricultura do Brasil para
animai s nao vacinados" e tftulo 50 para a prova do 2-ME. A
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analise estatfstica foi baseada no estudo comparativo dos
metodos, 2 a 2, quanta a igualdade das proporcoes de positivos
detectados pelo teste de Me Nemar", e a concordancia entre
os metodos atraves do coeficiente Kappa' , considerando-se
K = 0 ausencia de conc ordancia; K entre 0,6 e 0,8 boa
concordancia e K = I concordancia perfeita.

RESULTADOS

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

Dos animai s com tftulos :s; 50 na SAR , observou-se
que 89,3% (732/820) resultaram negativos ao ATA. Por outro
Jado, dos soros que reagiram com tftulos ~ 100 na SA R,
85,7% ( 144/168) resultaram positivos ao ATA. Em 1,3%
(8/609) dos soropositivos no ATA verificaram-se resultados
negativos na SAR (Tab. I). Dos animais com titulos ~ 100
na SAR co ns ta taram-se 14,3% (24 / 168) de resultados
negativos no ATA.

Co mpa ra ndo -se a pro va do ATA com a SAT,
verificou-se que dos animais com tftulos :s; 25 na SAT, 3,3%
(13/388) aprese ntara m reacoes positi vas no ATA. Dos
animais com tftulos 25 e 50 na SAT, constatou-se em 78,7%
(111/14 1) dos soros ausencia de reacao na prova do ATA.
Em anim ais com tftulos 100 na SAT, 33,7% (27/80) dos
soros resultaram negativos no ATA, enquanto dos soros que
apresentar am tftul o ~ 200 na SAT, 94, I % (16 1/1 71 )
resultaram positivos no ATA (Tab. 2).

Quando comparado s os resultados do ATA com 0 2­
ME, observaram-se 3,7% ( 16/43 I) de reacoes positivas no
ATA e negativ as no 2-ME. Dos soros que reagira m na
diluicao 1:25 no 2-ME, 59,0% (23/39) resultaram negativ os
no ATA. Dos animais com titulos iguais a 50 no 2-ME,
23,5% ( 12/5 1) aprese ntaram reacoes negativas no ATA,
enquanto 92, I% dos soros com tftulos ~50 no 2-ME tambern
reagiram no ATA (Tab. 3).

Quando comparados os resultados da SAT e SAR,
verificou-se que dos animais com tftulos ~ 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, tftulos 25, 50 e ~ 100 (Tab. 4).

Dos soros testados comparativamente na SAR e 2-ME,
verificou-se que nos animais negativos ou que apresentaram
titul os :s; 25 no 2-ME , em 63,7% (426/669) nao foram
constatadas reacoes na SAR. Por outro lado, dos animais que
apresentaram tftulos ~ 25 na SAR, em 29,6% (179/605) dos
soros, verificou-se ausencia de reacao no 2-ME, dos quais,
17 ,8% ( 108/605) e 4, I% (25/605) ap rese ntaram ,
respectivamente, tftulos 50 e ~ 100 na SAR. Dos soros que
resultaram negativos na SAR, observaram-se 3,5% (16/456)
de reacoes positivas no 2-ME, com tftulos ~ 50 (Tab. 5).
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TabeIa 1
Resultados obtidos na prova de Soroaglutinacao Rapida (SAR)
comparativamente a pro va do Antfgeno Acidificado Tamponado
(ATA). Botucatu-SP, 1999.

ATA NEG 25 50 100 200 400 Total
NEG 601 42 89 22 2 0 756
POS 8 8 72 62 69 13 232
Total 609 50 161 84 71 13 988

K = 0,65

Tabela 2
Resultados obtidos na prova de Soroaglutinacao Lenta (SAT)
comparativamente a prova do Antigeno Acidificado Tamponado
(ATA2..Botucatu-SP,1999.

SAT
ATA NEG 25 50 100 200 400 >800 Total
NEG 319 56 55 27 9 1 0 467
POS 7 6 24 53 66 38 57 251
Total 326 62 79 80 75 39 57 718

Tabela 3
Re sultados obtidos na prova de 2-Mercaptoetanol (2-ME)
comparativamente a prova do Antigeno Acidificado Tamponado
(ATA). Botucatu-SP, 1999.

2 ME
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 5
Resultados obtidos na prova de 2-Mercaptoetanol (2-ME)
comparativamente a prova de Soroaglutinacao 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 46 4 4 3 1 0 0 58
50 108 28 27 23 21 5 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

~.~-~~-..- """,,~,-,~--~~

K =0,61

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

2~ME

SAT NEG 25 50 100 200 400 >800 Total
NEG 454 14 2 0 2 0 0 472
25 75 15 3 1 0 0 1 95
50 60 16 25 4 2 1 0 108
100 23 16 26 26 5 2 0 98
200 7 2 4 19 37 13 2 84
400 1 0 1 4 15 29 5 55
>800 0 0 0 0 3 21 64 88
Total 620 63 61 54 64 66 72 1000

K = 0,79

mscussxo

Tabela 4
Resultados obtidos na prova de Soroaglutinacao em Tubos (SAT)
comparativamente a prova de Soroaglutinacao Rapida (SAR).
Botucatu-SP, 1999.

Na comparacao entre a SAT e 0 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 tftulos entre 25 e 100. Dos soros negativos
no 2-ME, 5,0% (311620) 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).

SAR
NEG
25
50
100
200
Total

K = 0,61

NEG 25
374 45

34 11
46 26
11 6
1 5

466 93

50
34

4
46
11
6

101

SAT
100 200
12 3
6 1

45 29
16 27
11 23
90 83

400
2
1
6

23
19
51

>800
o
o
1

12
46
59

Total
470

57
199
106
111
943

Embora a analise estatfstica tenha demonstrado born
coeficiente de concordancia (coeficiente Kappa) entre os
diferentes metodos, os menores valores destes coeficientes
de concordancia foram observados na cornparacao da SAR ­
considerada prova de triagem - com a SAT e provas
complementares (ATA e 2-ME). 0 maior coeficiente de
concordancia foi observado entre as provas do ATAe 2-ME,
seguido, respectivamente, pelo 2-ME e SAT, ATA e SAT,
ATAe SAR.

As provas de SATe SAR apresentaram born percentual
de resultados concordantes quando considerados os titulos :::;;
50, que resultaram negativos ao ATA e 2-ME. Quando
avaliado, no entanto, 0 resultado dos animais com titulos iguais
ou superiores a 100 na SAR e SAT - considerados positivos
em ambas as provas para animais nao 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, I% 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 c1asse IgM e
IgGI, contrariamente ao ATAe 2-ME, que apresentam reacoes
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preferencialmente co m Ig07
, considerada a cIasse de

imunoglobuIina de maior especificidade no diagn6stico da
doenca . No presente estudo , el evado pe rcentual de
resultados concordantes entre SAR e SAT com 0 2-ME e
ATA foi observado somente em soros com tftulos iguais ou
superiores a 200 na SAR e SAT, sendo es tes tftulos
considerado s positivos independentemente do estado vacinal
do animal".

As provas do ATA e 2- ME apres entaram alt o
percentual de resultados concordantes, visto que 92, I% dos
animais com tftulos ~ 50 no 2-ME tambern reagiram no
ATA. Por outro lado, 3,7% dos animais positivos no ATA
nao apresentaram reacao no 2- ME, que pod eri a se r
j ustificado com base na maior sensibilidade do ATA em
relacao ao 2-ME , conforme reIatado por Huber e Nicoletti10.

Estes autores refere m a sensibilidade do ATA comparavel
ade FC na deteccao de animais vacinados, infectados com
amostra de campo, alern da sensibilidade do ATA superior
a FC na deteccao de animais infectados nao vacinados,
por ern com menor especif ici dade . Co ns ideram, desta
maneira, que, quando da ocorrencia de reacoes positivas
ao ATA e negati vas it FC em animais nao vacinados, fatores
com o reba nho , vaca e hist6rico vacina l deveri am ser
aval iados. Entretanto, Casas Olascoaga? relata rapida
negatividade do ATA em animais vacinados entre 3 e 8
meses de idade, testados ap6s 24 meses de idade. No Brasil,
resultados semelh antes foram descritos por Ribeiro et al.17,

que referem ausencia de animais reagentes nas provas do
ATA e 2-ME no 308.° dia ap6s a vacinacao de bezerras
com a B19.

o uso do ATA como teste de triagem, no diagn6stico
da brucelose bovina, vern sendo feito no controle da doenca
em pa fses sul-ame ric anos, co mo a Argentina .
Adicio nalmente, 0 ATA tambem tern sido empregado como
prova de triagem para brucelose humana, comparativamente
it FC, com resultados promissores, em virtude de sua alta
sensibilidade, especificidade, praticidade e baixo custo" .
Casas Olascoaga? relata que 0 emprego do ATA como teste
de triagem em campanhas de contro le e erradicacao da
brucelose permite reduzir 0 mimero de provas diagn6sticas,
possibil ita a deteccao de casos cronicos, a eliminacao de

suspeitos, alern da boa co rre lac ao co m a Iixacao de
compl emento.

Os resultados obti dos no presente es tudo
caracterizaram born coeficie nte de concordancia entre os
testes utilizados rotineiramente no diagn6stico da brucelose
bovina, desde que respeitados os criterios de positividade
definidos pelo Ministeri o da Agricultura do Brasil para
anim ai s vac ina dos e nao vaci na dos". Dem on st ram
claramente, no entanto, a ocorrencia de reacoe s falso ­
positi vas e falso-negativas quando do uso da prova de
soroag lutinacao rapida como triagem, possibilitando, por
urn lado, a permanencia de animai s positivos no rebanh o,
e, por outro, a eliminacao de animai s falso-positivos quando
utilizada isoladamente. 0 uso desta prova como triagem
obriga 0 envio das amostras suspeitas e positivas para 0

reteste em provas co mple me nta res, por lab orat6ri os
especia lizados, aspecto muitas vezes diffcil em virtude da
distancia dos laborat6rios e do encaminha mento das
amos tras, re ta rdando e encarecendo so bre mane ira 0

diagn6stico.
A prova do 2-ME , aval iada comparativamente ao

ATA, demonstrou 0 maior coeficiente de concordancia e se
caracterizou como prova complementar especffica, 0 que
suge re a sua utili zacao em subs ti tuicao it fixacao de
complemento nos laborat6rios que nao realizam esta ultima
prova rotineiramente, por dificuldades tecnicas e materiais.

A utili zacao do ATA, co ncorda nte co m Casas
Olascoaga", elimi na reacoes suspeitas e falso- posi tivas
observadas nas provas de soroaglutinacao rapida e em tubo,
a le rn de permiti r a real iz acao do test e a ca mpo,
possi bilitando aos ve te ri na ries urn diag n6s tico mai s
acurado, reduzindo a necessidade de envio de urn grande
mimero de amostras para laborat6rios especializados e 0

reteste de animais suspeitos.
Os resultados obtidos sugerem 0 uso do ATA como

teste de triagem em substituicao it SAR em virtude de sua
alta sensibilidade, especificidade, praticidade e baixo custo,
o que no contexto global resulta em menor custo diagn6stico,
a liado a mai or eficac ia di agn 6st ica , possibilitando
estrategias de controle da brucelose em menor espaco de
tempo.

SUMMARY

Bovine serums were evaluated by the plate agg lutination, tube agglut inat ion , buffered plate antigen and 2-Mercaptoet hanol
tests for bovi ne bruce llosis diagnosis. All presented a good concordance when considering the offic ial Brazilian Mini stry of
Agriculture interpretatio n. High conco rdance was veri fied for the buffered plate antige n and 2-Mercapthoe tano l tests. Th is
study suggests the use of the buffered plate antige n test as a screening test for bovine brucellosis diagnos is.

UNITERMS: Brucellosis; Cattle; Diagnosis; Serology.
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