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RESUMO

Avaliaram-se comparativamente as provas do antigeno acidificado tamponado (AAT), a
combinacéo das provas de soroaglutinagdo lenta e 2-mercaptoetanol (2-ME) e a reagdo de fixagdo
de complemento (RFC), provas preconizadas pelo Programa Nacional de Controle e Erradicacao
de Brucelose Tuberculose (PNCEBT). Para tanto, foram alisadas 1.061 amostras de soros bovinos.
Os dados foram analisados pelo indicador kappa, adotando-se como ponto de corte o titulo 25 no
2-ME e 4 na RFC. Constatou-se sensibilidade relativa de 99,6%, 98,8% e 91,1%, respectivamente,
parao AAT,a2-MEeaRFC, eespecificidaderelativa de83,9%,96,2% e100,0%. A comparagdo entre
os testes adotados pelo programa apontou concordancia boa entre o teste de triagem (AAT) e os
testes confirmatorios (kappa: 2-ME = 0,80; e RFC = 0,73) e concordédncia 6tima quando os testes
confirmatoérios foram comparados entre si (kappa = 0,86). No entanto foram encontrados soros
com titulo elevado em um dos testes confirmatorios e resultado negativo no outro, o que reforca
aideia de queo diagnéstico sorolégico da brucelose é mais confidvel quando obtido por meio dos
resultados de varios testes.

PALAVRAS-CHAVE: Brucelose bovina, diagnoéstico sorolégico, concordéancia, sensibilidade
diagnéstica, especificidade diagnéstica.

ABSTRACT

COMPARATIVESTUDY OF SEROLOGICAL TESTS FOR BOVINE BRUCELLOSIS DIAGNOSIS
ADOPTED BY THE BRAZILIAN PROGRAM FOR ANIMAL BRUCELLOSIS AND TUBERCULOSIS
CONTROL AND ERADICATION.Serum samples from 1,061 bovine were analyzed by serological
diagnostic techniques adopted by the Brazilian Program for Animal Brucellosis and Tuberculosis
Control and Eradication in order to compare, as a screening test, the rose Bengal plate test (RBPT),
and as confirmatory tests, the 2-mercaptoethanol plus standard tube agglutination test (2-ME), and
the complement fixation test (CFT). Relative sensitivity of 99.6%,98.8 % and 91.1% were observed,
respectively, for RBPT, 2-ME and CFT, and relative specificity of 83.9%, 96.2% and 100.0%. The
agreement between tests was analyzed by the kappa statistic (2-ME cut-off = titer 25, and CFT cut-
off = titer 4). RBPT showed a substantial agreement (kappa: 2-ME = 0.80; and RFC = 0.73) with the
confirmatory tests, and excellent agreement between the confirmatory tests (kappa = 0.86) was
observed. However sera with a negative result in one of the confirmatory tests and a high titer
inthe other were observed, reinforcing that the serological diagnosis of bovine brucellosis is more
reliable when based on the results of several tests.

KEY WORDS: Bovine brucellosis, serodiagnosis, agreement, sensitivity, specificity.

INTRODUCAO

A brucelose ainda é um dos principais problemas
sanitarios do rebanho bovino brasileiro. Em 2001, foi
instituido pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) o Programa Nacional de
Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose

Animal (PNCEBT), com o objetivo de diminuir o im-
pacto negativo dessas zoonoses na satide humana e
animal, além de promoveracompetitividade da pecu-
aria nacional (Brasir, 2001).

O PNCEBT prevé que o diagndstico da brucelose
bovina e bubalina deve ser feito usando a prova do
antigenoacidificado tamponado (AAT) como testede
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triagem, e os animais com resultado positivo nesse
teste podem ser classificados como infectados ou
entdo podem ser submetidos aum teste confirmatério,
situagdo paraaqual existem duas opgdes: acombina-
¢do das provas de soroaglutinacdo lenta e do 2-
mercaptoetanol (2-ME) ou entdo a reacdo de fixacao
de complemento (RFC) (Brasi, 2001).

O AATfoiescolhido como teste de triagem por sua
sensibilidade, rapidez e simplicidade de execugao,
porém, animais vacinados com aamostra B19 podem
apresentarreagdes falso-positivas nesse teste (HUBER;
Nicorerti, 1986; NicoLeTT] TANYA, 1993; ABIMERHI etal.,
1998; MEcID et al., 2000; FosGATE et al., 2002). Assim,
provas confirmatérias de maior especificidade de-
vemserrealizadas, para evitar o sacrificio de animais
naoinfectados, porém, geralmente elas sdo mais caras
e laboriosas (NIELSEN, 2002).

Apesar de o 2-ME ser eficiente para bovinos
(NicorerTl, 1969; MAarINO et al., 1991) e bubalinos
(SHaNDU; JosHi, 1993; BercovicH, 1998; FosGATE et al.,
2002), NieLsen (2002) indicou a possibilidade de ocor-
réncia de resultado falso-negativo nesse teste, em
decorréncia da presenca de pontes dissulfeto também
nas moléculas de IgG, e BercovicH (1998) alegou nao
ser uma prova adequada para a identificacdo de
animais infectados recentemente.

A RFC é o teste de referéncia recomendado pela
Organizacdao Mundial de Satade Animal (OIE) para o
transito internacional de animais (Dajeret al., 1999) e
tem sido utilizada com sucesso em muitos paises nos
programas de controle e erradicagado (NIELSEN, 2002).
Estudosrealizadosembovinosinfectados, natural ou
experimentalmente, indicaram que a RFC apresenta
boa correlagdo com o isolamento do agente etiolégico
(HaYEs; CHAPPEL, 1982; SUTHERLAND et al., 1982; CORNER
et al., 1983), fato que embasou sua adogao como teste
de referéncia para a avaliacdo de outros testes
sorolégicos (MaTHIAs; PINTO, 1983; MATHIAS etal., 1995).
Além da alta especificidade, a RFC sofre menor inter-
feréncia dos anticorpos vacinais do que as provas do
AAT e 2-ME (ALTON et al., 1975).

Ambos os testes confirmatdrios aceitos pelo
PNCEBT possuem suas vantagens e desvantagens, e
existem varios trabalhos comparando os resultados
dos dois testes em bovinos (N1coLETTI, 1969; CORREADE
SA, 1989; MARINO et al., 1991; MYLREA; FRASER, 1976;
PauLIN et al., 2002; Kuropa et al., 2004) e em bubalinos
(PiNTOet al., 2005). A literatura também registra diver-
sos artigos comparando resultados do teste de tria-
gem com os testes confirmatérios em bovinos (GUARINO
et al. 2001; Kuropa et al., 2004; DaJER et al., 1999) e em
bubalinos (PauLiN, 2006; MOLNAR et al., 2002; PiNTO et
al., 2005), com resultados nem sempre apontando na
mesma dire¢ao.

Diante disso, o trabalho em pauta se prop6s a
estudar odesempenhodas provasoficiaisdo PNCEBT

(AAT, 2-ME e RFC) no diagnéstico sorolégico da
brucelose bovina.

MATERIAL E METODOS
Amostras

Foram analisados soros sanguineos de bovinos
adultos, de diversas racas, ambos os sexos e de dife-
rentes propriedades, encaminhados ao Laboratério
de Diagnéstico de Brucelose do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducao Ani-
mal daFaculdade de Ciéncias Agrériase Veterinarias
(FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal, SP, e tam-
bém soros bovinos colhidos em frigorificos do Estado
de Sao Paulo, totalizando 1.061 amostras.

Técnicas laboratoriais

Os testes do AAT, SAL e 2-ME foram realizados
conforme as técnicas recomendadas no Manual Téc-
nico do ProgramaNacional de Controle e Erradicacao
da Brucelose e Tuberculose (Brasir, 2006). No teste do
AAT, oantigeno empregado é preparado comBrucella
abortus amostra1119/3, corado comrosa de Bengala,
na concentracao de 8,0% de volume celular, pH 3,63.
Nos testes de SAL e 2-ME, foi utilizado antigeno de
célula total (antigeno para soroaglutinacdo lenta),
preparado com B.abortusamostra1119/3,naconcen-
tragdo final de 0,045% de volume celular. A interpre-
tagdo da combinagdo dos resultados do teste do 2-ME
e do teste de SAL foi obtida segundo estabelece o
PNCEBT; devido ao fato de nao se conhecer a condi-
¢do vacinal dos animais avaliados, adotou-se o qua-
dro correspondente a animais ndo vacinados (BrasiL,
2001).

Na execucado dareagdo de fixagdo de complemen-
to, foi empregada a microtécnica comincubagao a 37°
Cnas duas fases da reacdo, recomendada por ALTON
et al. (1988). Foi utilizado antigeno produzido com B.
abortus amostra 1119/3, o mesmo usado no teste de
soroaglutinacao lenta em tubos. Como complemento
foi utilizado soro de cobaia, titulado conforme a téc-
nica descrita por ALToN et al. (1988). Foi empregado
sistema hemolitico formado por hemacias de carneiro
sensibilizadas com hemolisina (anticorpo de coelho
contra hemacia de ovino) titulada conforme a reco-
mendacao de ALTON et al. (1988). Para a classificacao
dos resultados em positivos e negativos adotou-se a
diluicdo 1:4 como ponto de corte.

Anilise dos dados

Para a comparagdo entre os resultados das diver-
sas provas foi usado o coeficiente Kappa, o qual foi
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interpretado de acordo com os critérios adotados por
PEREIRA (2000). Para o calculo da sensibilidade e da
especificidade diagnéstica relativas de cada teste
adotado pelo programa, a condicdo verdadeira foi
estabelecida pela combinagdo dos resultados dos
outros testes, conforme recomendam MARTIN et al.
(1987), ou seja, amostras com resultado negativo nos
outros dois testes foram consideradas deanimaisnao
infectados, amostras com resultado positivo nos ou-
tros dois testes foram consideradas de animais
infectados e amostras com resultado discrepante en-
tre os dois testes que serviram de parametro para
determinar a condicdo verdadeira foram
desconsideradas.

RESULTADOS

Os resultados obtidos na prova do AAT e na
combinagdo das provas SAL+2-ME, conforme prevé
a legislacdo brasileira (negativos, inconclusivos e
positivos), podem ser observados na Tabela 1. Das
644 amostras positivas no AAT, 79 (12,3%) foram
negativasnacombina¢doSAL+2-ME, 37 (5,7%) foram
inconclusivas e 528 (82,0%) tiveram o resultado posi-
tivo confirmado. Quanto as 417 amostras negativas
no AAT, 376 (90,2%) também foram negativas na
combinacdo SAL+2-ME, 24 (5,8%) foram incon-
clusivas, mas17 (4,1%) apresentaramresultado posi-
tivo. Desconsiderando as 61 amostras com resultado
inconclusivo na combinagao SAL+2-ME, observa-se
uma concordanciaboa, pois o valor dekappafoiigual
a 0,80, e uma proporcdo de 90,4% de resultados con-
cordantes.

Tabela 1 - Resultados do teste do antigeno acidificado
tamponado (AAT) comparados com a interpretagdo da
combinacédo dos resultados dos testes de soroaglutinagao
lenta (SAL) e 2-mercaptoetanol (2-ME) para diagndstico
sorolégico de brucelose em bovinos.

AAT SAL + 2-ME Total
Positivo Inconclusivo Negativo
Positivo 528 37 79 644
Negativo 17 24 376 417
Total 545 61 455 1.061

Das 644 amostras comresultado positivono AAT,
494(76,7 %) apresentaramresultado positivo também
na RFC, ao passo que as outras 150 (23,3%) apresen-
taram resultado negativo. P6de-se observar também
que, das 417 amostras com resultado negativo no
AAT, 2 (0,5%) apresentaram resultado positivo na

RFC, e as outras 415 (99,5%) expressaram resultado
negativonessa prova (Tabela 2). A comparacdo entre
esses dois testes resultou em uma concordéancia boa,
com 85,7% de resultados concordantes e um indica-
dor kappa igual a 0,73.

Tabela 2 - Resultados do teste do antigeno acidificado
tamponado (AAT) em comparagdo com os titulos obtidos
nareacdo de fixacdo de complemento (RFC) para diagnés-
tico sorolégico de brucelose em bovinos.

AAT REFC Total
Positivo Negativo

Positivo 494 150 644

Negativo 2 415 417

Total 496 565 1.061

Quando comparados osresultados da RFC comos
da combinacédo dos testes SAL+2-ME (Tabela 3), ob-
serva-se que, dos455soroscomresultadonegativona
combinagdo, 448 (98,5%) apresentaram resultado
negativo na RFC e 7 (1,5%) apresentaram titulo a
partir de 4, devendo-se destacar a ocorréncia de um
soro comtitulo 64 nesta provaeresultadonegativona
combina¢do SAL+2-ME. Das 61 amostras com resul-
tado inconclusivo na combinacao, 55 (90,2%) apre-
sentaram resultado negativo na RFC e 6 (9,8%) apre-
sentaram resultado positivo, sendo um deles com
titulo 64 e um com titulo igual ou superior a 128.
Excluindo as amostras com resultado inconclusivo,
verifica-se que, das 490 amostras positivas na RFC,
483 (98,6%) foram também positivas na combinacao
SAL+2-MEe7(1,4%) foramnegativas. Das510amos-
tras negativas na RFC, 448 (87,8%) foram negativas
também na combinacdo e 62 (12,2%) foram positivas.
A proporcdo de resultados concordantes entre esses
dois recursos de diagnéstico confirmatério foi de
93,1%, resultando em kappa igual a 0,86, ou seja,
concordancia 6tima.

Tabela 3 - Titulos obtidos na reacéo de fixacao de comple-
mento (RFC) comparados comacombinagao dos testes de
soroaglutinagdo lenta (SAL) e 2-mercaptoetanol (2-ME)
para diagnéstico sorolégico de brucelose em bovinos.

RFC SAL +2-ME Total
Positivo Inconclusivo Negativo
Positivo 483 6 7 496
Negativo 62 55 448 565
Total 545 61 455 1.061
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Combasenacombinagdo dosresultados daSAL+2-
ME e da RFC, a sensibilidade relativa do AAT foi
99,6% e a especificidade relativa foi 83,9%. A RFC
apresentou sensibilidade relativa de 91,1% e
especificidaderelativa de100%, quando seusresulta-
dos foram confrontados com a condic¢do verdadeira
determinada pela associagdo dos resultados do AAT
edacombinacdoSAL+2-ME. A sensibilidaderelativa
dacombinacao SAL+2-MEf0i 98,8 % eaespecificidade
relativa foi 96,2 %, com base na condi¢édo verdadeira
determinada pela associagdo do AAT e da RFC.

DISCUSSAO

Os testes soroldgicos constituem a base do diag-
nostico em um programa sanitario para controle ou
erradicacdo da brucelose animal, por proporciona-
rem uma alternativa que viabiliza o teste de um gran-
de niimero de amostras. No entanto, deve ser consi-
derado que o diagnédstico sorolégico esta sujeito a
erros, tanto pela ocorréncia de resultados falso-posi-
tivos quanto pela ocorréncia de resultados falso-ne-
gativos. O recurso adotado pelo PNCEBT, para o
diagnéstico da brucelose em bovinos e bubalinos, foi
a utilizacdo de testes sorolégicos em série, usando o
teste do AAT na triagem, sendo a confirmagdo dos
resultados positivos realizada pela combinacdo dos
testes SAL+2-ME ou entdo pela RFC (Brasi, 2001;
2004). Esse procedimento tem o propésito de melho-
rar a especificidade do diagnéstico, de modo a
minimizaraocorréncia deresultados falso-positivos,
0 que acarretaria o sacrificio desnecessario de um
grande ntimero de animais.

A comparagdo, no presente estudo, entre os testes
adotados pelo PNCEBT mostrou uma concordancia
boa entre o teste de triagem e os testes confirmatdrios.
Essa comparacdo apontou um coeficiente kappa de
0,73e0,80, quando o AAT foi comparado, respectiva-
mente, com a RFC e a combina¢do SAL+2-ME. Esta,
como se pode observar, apresentou a melhor concor-
dancia com o teste de triagem. Concordancias mais
elevadas que esta entre o AAT e 0 2-ME foram obser-
vadas em bovinos por Meacipet al. (2000), kappa=0,84,
e por Kuropaet al. (2004), kappa=0,94, eembubalinos,
por PiNtoet al. (2005), kappa = 0,92.

Os valores de kappa entre AAT e RFC encontra-
dos por Dajeretal. (1999) em bovinos e PauLin(2006)
em bubalinos, respectivamente, 0,70 e 0,69, foram
inferiores aosrelatados no presente trabalho (kappa
=0,73);ja os valores citados por MoLNAR ef al. (2002)
e PinTO et al. (2005), ambos em bubalinos, foram
superiores, respectivamente 0,84 e 0,82. GuariNnO et al.
(2001), comparando o teste rosa de Bengala, similar
ao AAT, com a RFC, obtiveram 88% de resultados
concordantes, e Kuropa et al. (2004) observaram

97,3%, ao passo que no presente trabalho essa pro-
porcdo foi de 85,7%.

Entretanto, devem-se destacar algumas ocorrénci-
as de resultado positivo no teste confirmatério em
soros com resultado negativo no teste de triagem
(Tabelas 1 e 2), 0o que mostra a possibilidade de resul-
tado falso-negativo no procedimento adotado pelo
PNCEBT. Resultados negativos no AAT e positivos
em provas confirmatérias também ja foram relatados
emoutros trabalhos (MaTHIAs; PINTO, 1983; SUTHERLAND,
1984; BercovicH, 1998; GuarmNoet al., 2001), mas essa
nao ¢ a situagdo desejada, pois um teste de triagem
deve primar pela elevada sensibilidade, pois a ocor-
réncia deresultados falso-negativos pode dificultara
erradica¢do da enfermidade. Para contornar esse
problema, o PNCEBT prevé a repeti¢do periédica dos
testes até o completo saneamento do rebanho (Brasit,
2004). A ocorréncia de resultados falso-negativos
também foi relatada por NicoLertI (1967), embora o
mesmo autor, em outra investigacao (N1coLETT], 1992),
tenha constatado que o AAT foi capaz de identificar
todos os bufalos infectados de um rebanho, e SHANDU;
Joshi (1993) e FosGATE et al. (2002) recomendem o AAT
como teste de triagem para o controle da brucelose em
bovinos e bubalinos, devido a maior sensibilidade,
em comparacao com a de outros testes.

SHANDU; JosH! (1993) apontaram o 2-ME como um
excelente teste confirmatério para o diagnoéstico da
brucelose. Por outro lado, NiELsEN (2002) afirmou que
essa prova pode proporcionar resultados falso-nega-
tivos em decorréncia da presenca de pontes dissulfeto
também nas moléculas de [gG. OPNCEBT optou pela
execugdo do teste do2-ME juntamente coma prova de
SAL porque, como aquele teste ndo detecta IgM, nao
éadequado paraaidentificacdo deinfec¢des recentes,
podendo proporcionar resultado negativo em soros
com titulos elevados de IgM, os quais podem ser
detectados pelo teste de SAL; nesse caso, o resultado
é classificado como inconclusivo.

Comparando os resultados dos testes
confirmatorios entre si, observou-se concordancia
6tima quando a RFC foi comparada com a combina-
¢doSAL+2-ME (Tabela3), sendo o kappaiguala0,86.
Na comparagao entre RFC e SAL+2-ME, a proporgao
de resultados concordantes foi de 93,1%, resultados
préoximos aos encontrados por PauLiN ef al. (2002), em
bovinos (kappa = 0,88; proporcao de resultados con-
cordantes = 94,6%), e por PiNTO ef al. (2005), em
bubalinos (kappa = 0,86; propor¢do de resultados
concordantes = 93,3%), e inferiores aos obtidos por
Kuropa et al.(2004), em bovinos (kappa = 0,96; propor-
¢do de resultados concordantes = 97,8%).

Como esperado, os testes confirmatérios apresen-
taram melhor concordanciaentresidoquecomoteste
de triagem, uma vez que muitos soros com resultado
positivo na triagem apresentam resultado negativo
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no teste confirmatdério, como consequéncia da maior
especificidade deste. No entanto, ndo se pode
desconsiderar a ocorréncia de alguns resultados di-
vergentes entre os testes confirmatérios, com soros
apresentando resultado negativo em um teste e titulo
elevado no outro, indicando a possibilidade de ocor-
réncia de falso-negativo nos testes confirmatérios.
Esses resultados discordam da constatacao feita por
MyLREA; FrRASER (1976), que observaram correspon-
déncia entre os resultados do 2-ME e da RFC a partir
da dilui¢do 1:16 neste tltimo teste. NicoLETTI(1969) e
MarmNoetal. (1991) ndo observaram diferenca signifi-
cativaentre RFCe2-MEparadetectarvacasinfectadas,
mas CORrREA DE SA (1989) relatou que a RFC nao deve
ser substituida pelo 2-ME, como teste confirmatoério
no diagnéstico da brucelose bovina, por ndo ter sido
observada concordancia adequada entre os resulta-
dos dos dois testes. A ocorréncia de resultado nega-
tivona RFC em soro com titulo alto no 2-ME, observa-
da no presente estudo, poderia estar associada a
presenca de [gG2, a qual aglutina, mas nao fixa com-
plemento (PAULIN et al., 2002).

O desempenho do AAT, com sensibilidade relati-
vade99,6% eespecificidaderelativade83,9%, estade
acordo com o que se espera de um teste de triagem, ou
seja, maior sensibilidade e menor especificidade.
Também o desempenho da reacao de fixagdo de com-
plemento, com sensibilidade relativa de 91,1% e
especificidade relativa de 100,0%, é compativel com
as caracteristicas de um teste confirmatério, que deve
primar pela maior especificidade. Ja os resultados
observados para a combinagdo SAL+2-ME mostra-
ram maior sensibilidade relativa do que
especificidade, o que é diferente daquilo que se espera
deumteste confirmatério. Obviamentehd queselevar
emcontaqueestimativarelativa dasensibilidadeeda
especificidade estd mais sujeita a distor¢des, pela
dificuldade dos testes determinarem a condig¢do ver-
dadeira de alguns animais e pelo descarte de amos-
tras resultantes da discrepancia entre os testes usa-
dos como parametro.

CONCLUSAO

Osresultados obtidos no presente trabalho mos-
traram que o teste do antigeno acidificado
tamponado apresentou elevada sensibilidaderela-
tiva, como se espera de um teste de triagem, e que os
dois testes confirmatdrios apresentaram elevada
especificidade. Os dados obtidos também reforcam
aidéia de que o diagndsticosorolégico dabrucelose
é mais confidvel quando obtido por meio dos resul-
tados de mais de um teste, uma vez que soro com
titulo elevado em um teste pode apresentar resulta-
do negativo em outro.
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