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RESUMO

PAULIN, L. M. S. Estudo comparativo de diferentes técnicas sorologicas para
diagnéstico de infeccdes por Brucella abortus em bufalos (Bubalus bubalis). [Study of
serological techniques for diagnosis of Brucella abortus infection in buffaloes (Bubalus
bubalis)]. 2006. 92 f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2006.

Tendo em vista a importancia da bubalinocultura como fonte de proteina para o Brasil e também do
Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e da Tuberculose para a evolugdo das
cadeias produtoras de bovinos e bubalinos e, devido a escassez de estudos sobre o sorodiagnostico da
brucelose na espécie bubalina, procedimento no qual se apdia o processo de certificagdo de rebanhos
livres € monitorados, o presente estudo objetivou comparar o desempenho de diferentes testes para o
sorodiagndstico da brucelose nessa espécie. Soros de 696 fémeas bubalinas adultas foram submetidos
aos testes qualitativos BPA, AATE, AAT e quantitativos: SRP, SLT, ELISAL ELISAC, PF ¢ ME e
FC. Foi empregada, gold standard, a combinagdo de dois testes, FC e ME, considerando dois
critérios: a) animais positivos para os reagentes na FC (titulo>20UI) e no ME (critério para fémea
vacinada) e como negativos os animais ndo reagentes na FC (titulo<20UI) e no ME; b) animais
positivos os reagentes na FC (titulo>20UI) e no ME (critério para fémea ndo vacinada) e negativos os
nao reagentes na FC (titulo<20UI) e no ME. Esta consideragdo foi necessaria em fung¢do dos animais
ndo apresentarem histdrico de vacinagdo confiavel o que interfere na determina¢do do ponto de corte a
ser utilizado no teste ME de animais vacinados e nio vacinados. Desta forma, numa primeira analise
todos os animais foram avaliados no ME como vacinados e em outra como nao vacinados. Com base
nesses resultados, foi construida a curva ROC para todos os testes quantitativos (SRP, SLT, ELISAC,
ELISAI e PF). Com os resultados dessa analise estabeleceu-se pontos de corte que otimizam os
valores de sensibilidade e especificidade relativas para cada teste. Esses valores foram utilizados para
o célculo do indice de concordancia Kappa para cada teste, incluindo os qualitativos. Concluiu-se que:
a) os resultados dos estudos com os testes de ELISAC e PF em bovinos podem ser inferidos para
bubalinos com razoavel segurancga; b) devem ser estabelecidos pontos de corte especificos para bufalos
para o SLT, o SRP e o ELISAI c) as melhores combinagdes de sensibilidade e especificidade relativas
foram alcangadas pelo ELISAC, o PF, o BPA e o AAT; d) os melhores resultados de Kappa foram
verificados para o ELISAC (kappa), PF, BPA, AATE e AAT; ¢) o BPA, AAT ¢ AATE sdo os
melhores testes para o sorodiagnéstico de triagem em bubalinos € o ELISAC e o PF sdo os mais
promissores testes confirmatorios nessa espécie, ja que ganhos adicionais de especificidade podem ser

alcancados pelo aumento do ponto de corte.

Palavras-chave: Brucelose. Sorodiagndstico. Bufalos



ABSTRACT

PAULIN, L. M. S. Study of serological techniques for diagnosis of Brucella abortus infection
in buffaloes (Bubalus bubalis). [Estudo comparativo de diferentes técnicas sorologicas para
diagnostico de infecgdes por Brucella abortus em bufalos (Bubalus bubalis)]. 2006. 92 f. Tese
(Doutorado em Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria ¢ Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2006.

Considering the importance of the buffalo as a protein source in Brazil and the National
Program of Brucelosis and Tuberculosis Control and Eradication for the evolution of the
bovine and bubaline sector, and also due to the few number of studies on serological
diagnosis of brucelosis in this specie, procedure that supports the process of certification of
brucelosis free herds, the present study aimed to compare different serological tests for
brucelosis diagnosis on buffaloes. Serum samples from 696 adult bubaline females had been
analyzed to BPA, AATE, AAT (qualitatives), SRP, SLT, ELISAL ELISAC, PF and ME and
FC (quantitatives). The combination of two tests, FC and ME was used as reference,
considering two criteria: a) positive animals: reactors for the FC (titer > 20UI) and ME
(vaccinated females), negative animals: no reactors for the FC (titer < 20UI) and ME
(vaccinated females); b) positive animals: reactors for the FC (titer > 20UI) and ME (not
vaccinated females), negative animals: no reactors for the FC (titer < 20UI) and ME (not
vaccinated females). It was necessary because was not possible to garantee the true
vaccination status of the animals. The first step was performing the ROC analysis for all the
quantitative tests (SRP, SLT, ELISAC, ELISAI and PF), and so the relative sensitivity and
specificity and the Kappa were calculated for each test. Conclusions: a) the cut offs of
ELISAC and PF tests proposed for bovines can be used for bubalines with reasonable
security; b) specific cut offs for buffaloes to be used in SLT, SRP and ELISAI must be
established; c) the best relative sensitivity and specificity had been reached by the ELISAC,
PF, BPA and AAT; d) the best results of the Kappa had been reached by ELISAC (kappa),
PF, BPA, AATE and AAT; e) BPA, AAT and AATE are the best screening diagnosis test for

bubalines and ELISAC and PF are the most promising confirmatory tests for this species.

Key words: Brucellosis. Serological diagnosis. Buffaloes
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Quadro 1

LISTA DE QUADROS

Exemplos sensibilidades e especificidades relativas
elevadasd, expressas em percentagem, dos testes utilizados
no sorodiagnéstico da brucelose bovina. Sao Paulo, 2006 -----



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS"

ME - Teste do 2-mercaptoetanol

AAT - Teste do antigeno acidificado tamponado

BPA - Teste do antigeno brucélico acido tamponado para prova rapida em placa
CEPANZO ------ Centro Panamericano de Zoonoses.

CICVyA --—--—--- Centro de Investigagdes em Ciéncias Veterindrias e Agrondmicas

CO e Cadeia O

ELISAC --------- Teste imunoenzimatico ELISA competitivo
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1. INTRODUCAO

O bufalo indiano, ou doméstico, pertence ao género Bubalus, espécie bubalis, a qual é
dividida em dois grupos principais: o Bubalus bubalis sp., com 50 pares de cromossomos,
conhecido como bufalo de rio, € o Bubalus bubalis variedade kerebau, denominado bufalo do
pantano ou Carabao, com 48 pares de cromossomos. Existem 19 ragas de bufalos, a Carabao
representa uma delas e ¢ utilizada para trabalho de campo e produgdo de carne. As 18
restantes, todas pertencentes a espécie Bubalus bubalis, sdo representadas pelos bufalos de
rio, e possuem dupla aptiddo (producdo de carne e leite). Dezesseis (Murrah, Jafarabadi, Surti,
Nagpuri, Mili-Ravi, Kundi, Meshana, Pandharpuri, Manda, Jerangi, Kalahandi, Sambalpur,
Bhadawari, Tharai, Toda e South Kanara) t€ém origem no continente indo-paquistanés, porém
totalizando somente 20% da populag¢do bubalina dessa regido. A maioria (80%) ¢ constituida
por bufalos sem raga definida, ou “Desi”. A raca Mediterranea originou-se da Surti e recebeu
esse nome por ter sido levada para o sul da Europa e selecionada para produgdo leiteira ha
mais de 2.000 anos. Hoje, a raca ¢ considerada patrimonio italiano. Resultados de escavagdes
arqueolégicas realizadas na India evidenciaram fésseis de bufalos datados de 60.000 anos
antes de Cristo (A.C.). Estima-se que o bufalo tenha sido domesticado em torno do ano 3.000
A.C. no Vale de Indus, na India, na regido de Ur, no Iraque, e na China. Do continente
asiatico foi levado para a Africa e depois para a Europa, Oceania e, recentemente, para a

América (BUBBALIFE, 2005).

Bufalos sao animais doceis, rusticos, precoces, longevos e produzem tanto leite quanto
carne, além de serem utilizados no trabalho de campo. Atualmente, sdo criados em varias
regides do mundo, com destaque para India, Ttalia e Brasil (BARUSELLLI, 1993; MARQUES;

CARDOSO, 1997). Estao presentes em todos os paises americanos, a exce¢do do Chile e
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Canada. Estima-se que a populagdao bubalina em nosso continente seja de cerca de 3.800.000,
dos quais 3.500.000 encontram-se no Brasil, 150.000 na Venezuela, 50.000 na Argentina,
30.000 na Colombia e o restante distribuido pelos outros paises América (BUBBALIFE,
2005). No Brasil, os bufalos foram importados da Australia, do Egito, da India, da Italia e do
sudoeste asiatico e introduzidos pela ilha de Marajo, em 1895, onde encontraram condigdes
Otimas para sua adaptacdo (MARQUES; CARDOSO, 1997).

Os bufalos sdo pouco seletivos em relagdo as forrageiras e transformam alimentos que
ndo sdo normalmente consumidos por outros animais do mesmo porte em proteinas nobres
(MARQUES; CARDOSO, 1997). Além disso, podem ser criados em regides topograficas
improprias para bovinos, como varzeas inundaveis do rio Amazonas, baixadas litoraneas
como o Vale do Ribeira — Sdo Paulo, Pantanal Mato-grossense e banhados da regido Sul
(BARUSELLI, 1993; MARQUES; CARDOSO, 1997). Essas caracteristicas peculiares tém
despertado o interesse dos pecuaristas, fazendo com que, na ultima década, a bubalinocultura
crescesse a uma taxa de 12,7% ao ano, ganhando cada vez mais importancia econdmica, tanto
na producdo de carne quanto de leite, colocando o Brasil como detentor do quinto maior
rebanho comercial do mundo (MARQUES; CARDOSO, 1997). O rebanho bubalino brasileiro
concentra-se principalmente na regido Norte do pais (65% do efetivo total), distribuido entre
as ragas Carabao, Murrah, Jafarabadi ¢ Mediterraneo (JORGE, 2000).

O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos refere que a carne de bufalos
contém 40% menos colesterol, 55% menos calorias, 11% mais proteinas e 10% mais minerais
que a carne bovina, e o leite apresenta menor teor de colesterol, maior teor de gordura e mais
proteinas, significando maior rendimento na producdo de queijo e manteiga, sendo seu
principal produto a mussarela (TONHATI, 1997; JORGE, 2000).

Embora no passado tenha-se atribuido ao bufalo uma maior resisténcia as vérias

doencas que acometem os bovinos, hoje, com o avango dos estudos na espécie bubalina,
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verifica-se que essa afirmacdo era desprovida de base cientifica. Por serem animais de
produgdo, as doengas zoondticas que também apresentam impacto negativo na producgdo t€ém
especial importancia para a espécie. Em bufalos, dentre essas doencas destacam-se a
leptospirose e a brucelose, pois além de zoondticas causam os mesmos problemas
reprodutivos verificados em bovinos (FAINE et al., 1999), resultando em diminuicdo da
produg¢do de carne e leite. Pelo fato da brucelose ser um dos classicos exemplos de
antropozoonose com ampla comprovagdo de seu impacto na producdo, tornou-se alvo de
programas em massa desencadeados por varios paises desde o inicio do século XX e hoje
significa uma barreira para o comércio internacional de animais e seus produtos (OIE, 2005).
A brucelose € uma antropozoonose infecto-contagiosa de evolugdo geralmente cronica
e carater granulomatoso difuso, caracterizada pela infeccado das células do sistema
mononuclear fagocitario, provocada por uma bactéria intracelular facultativa pertencente ao
género Brucella. Nos animais compromete, sobretudo, os sistemas reprodutivo e osteo-
articular, ocasionando com freqiiéncia abortamento no terco final da gestacdo. No homem, os

sintomas mais freqiientes sdo aqueles comumente observados nos quadros de infecc¢des

generalizadas (CARTER & CHENGAPPA, 1991; METCALF et al., 1994).

Em 1859, Marston caracterizou a doenga como entidade nosoldgica autdbnoma quando
contraiu brucelose na ilha de Malta, situada ao sul da Sicilia, Italia. Descreveu, pela primeira
vez, uma ‘“febre gastrica renitente” como principal sintoma da doenca. Considera-se, no
entanto, que a brucelose tenha sido descoberta pelo australiano David Bruce, em 1887. Bruce
isolou a bactéria do bago de um soldado que morrera em conseqiiéncia da doenca que
grassava na base naval inglesa da Ilha de Malta, denominada entdo de “febre de Malta”.
Baseando-se nas caracteristicas coloniais e microscopicas, denominou a bactéria Micrococcus
melitensis. “Micrococcus”, porque observou um agente pequeno e curto, e “melitensis”, em

homenagem a ilha. Melita ¢ o nome em latim para Malta que, em grego, lingua corrente local,
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significa “do mel” (adaptado de PACHECO; MELLO, 1956). Em 1897, Bang e Stribolt, na
Dinamarca, isolaram e identificaram, pela primeira vez, a brucela em vacas que abortaram,
denominando-a Bacillus abortus bovis. O sinal foi reproduzido em novilhas gestantes
infectadas experimentalmente. Nesse mesmo ano, Wright & Smith desenvolveram o teste de
Wright ou teste da soroaglutinag@o lenta em tubos (SLT) para o sorodiagnostico da septicemia
causada pelo M. melitensis. Em 1905, Zammit concluiu que o leite oriundo das cabras de
Malta era meio de transmissdo para humanos, fato que levou a proibi¢do do consumo do
produto no Reino Unido, em 1906. Apds um ano dessa resolugdo, constatou-se forte redugao
nas mortes de soldados britanicos. Em 1918, Alice Evans identificou, pela primeira vez, a
brucelose em humanos nos EUA e concluiu que as bactérias isoladas de caprinos, bovinos e
humanos eram similares. Em 1920, Meyer e Shaw criaram o género Brucella (PACHECO;
MELLO, 1956).

Em 1994, ROSS et al. (Reino Unido) e EWALT et al. (EUA) isolaram, a partir de
mamiferos marinhos, um grupo de brucelas distinto das espécies conhecidas, entdo referido
como B. maris, que possui vasta gama de hospedeiros e, devido a ocorréncia de um acidente
de laboratorio, ¢ considerada zoonose (BREW et al., 1999). Cloeckaert et al. (2001)
verificaram diferencas moleculares entre os isolados e propuseram classificd-los em duas
espécies: a B. pinnipediae, correspondente a isolados de pinipideos (focideos e otariideos) e a
B. cetaceae (isolados de cetaceos).

No Brasil, a brucelose bovina ¢ conhecida desde 1914, quando Danton Seixas
diagnosticou clinicamente a doenca no Rio Grande do Sul. Porém o primeiro estudo com base
em resultados de pesquisas epidemiologicas e exames microscopicos do isolado de fetos
abortados foi feito por Tineciro Icibaci em 1922, que descreveu um foco de brucelose bovina
em Sao Carlos - SP (BRASIL, 1988).

Atribui-se a Zaki, no ano de 1948, o primeiro isolamento da B. abortus em leite de
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bufala (GENTILE, 1957). No Brasil, a ocorréncia da brucelose em bufalos foi relatada por
Santa Rosa et al. (1969), que reportaram 27 de 66 bufalos reatores ao teste da soroaglutinagao
rapida em placa - SRP (40,9%); porém foram Ogassawara et al. (1969) quem, primeiramente,
isolaram a B. abortus de higroma articular observado em bufala (Mathias et al.,1998).

As perdas econOmicas provocadas pela brucelose em bovinos ja estdo bem
caracterizadas e sdo decorrentes de abortamentos, pioras dos indices reprodutivas, perda de
prestigio para as propriedades-foco, menor valor dos animais e produtos provenientes de areas
acometidas e perda de mercados potenciais (FAO, 2005). Atribui-se a doenga uma diminuigdo
da producdo de carne entre 10 e 15%, queda de 10 a 24% na producdo leiteira, dilatacdo do
intervalo entre partos de 11,5 para 20 meses, queda de 15% nos nascimentos e sobrevivéncia
dos produtos e aumento na taxa de reposi¢do dos animais em cerca de 30% (GARCIA
CARRILLO, 1990; OMS, 1986). Acredita-se que prejuizos semelhantes sejam causados a
bubalinocultura.

A brucelose no homem ¢ de distribui¢do mundial. Com o advento da pasteurizagdo do
leite, houve redu¢do da brucelose como problema de saude publica. Porém, em paises menos
desenvolvidos, muitos casos de brucelose ainda ocorrem pela ingestdo de produtos lacteos
contaminados( MANUAL MERCK, 2004). Estudo de 1994, conduzido nos EUA, sugeriu que
casos humanos de brucelose na Califérnia foram causados pela ingestao de leite e derivados
oriundos do México (USDA, 2005). Hoje, a brucelose humana possui forte carater
ocupacional, afetando profissionais que desenvolvem atividades com maior risco de
exposicao, como tratadores, médicos veterindrios, magarefes e laboratoristas (USDA, 2005).
A espécie mais patogénica e invasora para humanos ¢ a B. melitensis, seguida da B. suis, B.
abortus e B. canis. Essas, além da B. pinnipediae da B. cetaceae, foram relacionadas a
infeccdo humana (CORBEL, 1997). Porém a maior freqiiéncia de casos em humanos ¢ por

infeccdo pela B. abortus, pois € a espécie mais difundida nos plantéis animais. Nesse caso, a
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doenca manifesta-se geralmente na forma subclinica, e os sinais mais comuns sdao semelhantes
aos observados nos quadros de infecgdes generalizadas, dificultando o diagnoéstico clinico. Os
sintomas caracteristicos em geral sao mais brandos do que os causados por B. melitensis ou B.
suis (OMS, 1986). No Brasil, ha poucos relatos de isolamento da brucela no homem, porém
os dados disponiveis sugerem altos indices de exposi¢ao (HOMEM et al., 2000).

As brucelas apresentam duas morfologias de colonias — lisas ou rugosas, decorrentes
da constituicio quimica da sua parede celular. Por isso, sdo divididas em dois grupos
antigenicamente distintos: as lisas ou classicas, que sdo a B. abortus, B. melitensis, B. suis e
B. maris e as rugosas, a B. ovis e a B. canis. A B. abortus subdivide-se em oito biovares (1, 2,
3,4,5,6,9 e aestirpe vacinal B19), a B. melitensis em trés (1, 2 e 3) e a B. suis em cinco (1,
2,3,4¢e5). O grupo das rugosas nao se subdivide (CORBEL, 1997; QUINN et al., 1994).

Existe uma preferéncia das brucelas por determinados hospedeiros. A B. abortus
acomete preferencialmente bovideos, a B. suis suideos, a B. melitensis caprinos, a B. canis
canideos, a B. ovis ovinos e a B. neotomae, isolada apenas do roedor Neotoma lepida, oriundo
do deserto de Utah, nos EUA. O principal agente para bovinos ¢ a B. abortus biotipo 1,
presente no mundo todo, sendo o mais prevalente também na América Latina. No Brasil, até
1985, foram confirmados os biotipos 1, 2 e 3 da B. abortus, o biotipo 1 da B. suis, a B. ovis e
a B. canis (GARCIA-CARILLO,1990). Os bufalos sio acometidos pelos mesmos biotipos
que os bovinos (BISHOP et al., 1994; OMS, 1986;).

As brucelas possuem, em sua membrana externa, um lipopolissacarideo (LPS)
constituido de trés partes: um glicofosfolipidio denominado lipidio A (LA), endotoxina
responsavel pela patologia da doenga; um oligossacarideo central e, em sua por¢do terminal, a
cadeia O (CO), homopolimero formado por cerca de 100 residuos do monossacarideo a-D-
Rhap4Nfo (CORBEL, 1987). A CO ¢ sitio imunodominante da bactéria, responsavel pelo

desencadeamento da maior parte da resposta humoral tanto da infec¢do natural quanto
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daquela desenvolvida apos vacinagao pela B19 (SCHURIG, 1997). Quatro epitopos estdo
ligados a CO: C/Y, C, A e M; porém a maioria dos anticorpos ¢ produzida contra C/Y e
contra NH, hapteno antigenicamente ligado ao LPS (MORENO et al., 1998). Esses epitopos
sdo responsaveis pelas reagdes cruzadas com outras bactérias Gram-negativas, como a E. coli
sorogrupo O:157, a Yersinia enterocolitica sorogrupo O:9 e a Salmonella sorogrupo O:30
(CORBEL, 1985).

A CO também se relaciona com a aderéncia da bactéria as células do hospedeiro, além
de lhe conferir resisténcia aos fagdcitos e protecdo contra as reagdes frente a anticorpos e ao
sistema complemento. Devido a essas particularidades, acredita-se que a CO seja importante
fator de interacdo parasita-hospedeiro e que sua auséncia resulte em perda de viruléncia
(QUINN et al., 1994).

As brucelas penetram no organismo mamifero pelas mucosas do trato digestorio,
genital ou nasal, conjuntiva ocular ou por solu¢des de continuidade da pele. Em bovideos, a
principal porta de entrada ¢ a mucosa orofaringeana. Do aparelho digestorio superior, sdo
carreadas até os linfonodos e fagocitadas, principalmente por macrdéfagos, onde podem
permanecer quiescentes por meses. Sobrevivendo, podera ocorrer bacteremia, com as brucelas
dentro dos macréfagos ou livres no plasma, alojando-se em tecidos ricos em células do
sistema mononuclear fagocitario tais como baco figado e linfonodos (ACHA; SZYFRES,
1986; BATHKE, 1988) e naqueles onde h& maior disponibilidade de elementos que
estimulem sua multiplicagdo. No caso dos bovideos, destaca-se o eritritol, possivelmente
hormonios esterdides e outras substancias (QUINN et al., 1994).

O eritritol estd presente nos tecidos osteoarticulares, mamarios, 6rgaos reprodutores
masculino e feminino (sobretudo utero gravidico), atingindo grandes concentragdes na
placenta, nos liquidos fetais e nos placentomas (KEPPIE et al., 1964). Entretanto, as brucelas

ndo metabolizam diretamente o eritritol, mas sim a eritrose, acgucar simples, resultante do
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desdobramento da eritrulose, metabdlito do eritritol. A quebra da eritrulose em eritrose ¢ feita
pela enzima D-eritrulose-1-fosfato de-hidrogenase (D-Ery) produzida por todas as brucelas,
exceto pela estirpe B19. A oferta de eritritol cresce na razao direta da evolucdo da gestagao,
atingindo maxima concentra¢do em torno dos cinco meses (SAMARTINO et al., 1996). Essa
inferéncia sugere que outros fatores devam ser incluidos como as principais causas do
abortamento por brucelose, como o0s estrogenos e a progesterona, visto que a maioria dessa
ocorréncia € no ter¢o final da gestagdo, quando o tecido corion-alantoideano apresenta-se bem
desenvolvido e ha maxima concentracdo dessas substancias no soro materno (BEDFORD, et
al.,, 1972) e, portanto méaxima disponibilidade de produtos de sua degradagao das quais a
brucela pode metabolizar, além da eritrose.

Nesse momento, uma grande quantidade de endotoxinas ¢ liberada apos a destruicao
das bactérias, levando a um processo caracterizado por reagao inflamatoria dos placentomas.
A inflamagdo culmina em necrose, lise das vilosidades e subseqiiente descolamento do
cotilédone e da carincula. Nos cursos agudos, esse processo desencadeia o abortamento.
Porém quanto menos intensa a necrose, maior sera a deposicdo de fibrina entre as vilosidades
e mais tardio o abortamento, podendo a gestacdo vir a termo, gerando produtos que
sobrevivem poucos dias. O excesso de deposi¢do de fibrina leva a retencdo de placenta. As
lesdes também diminuem a circulagdo materno-fetal, comprometendo a respiracdo e a
alimentacdo do produto, levando-o a morte, que também pode ser causada pelas proprias
bactérias, caso estejam em concentracdo elevada no amnion. Em ambos os casos, podem
surgir fetos macerados e/ou mumificados, sinais mais freqiientes em bufalos do que em
bovinos (ACHA; SZYFRES 1986). O quadro pode evoluir para metrite ou endometrite
cronicas, gerando subfertilidade, infertilidade ou esterilidade, em geral apresentando secreg¢ao
vaginal (ACHA; SZYFRES 1986; BATHKE, 1988). Cerca de duas semanas apos a expulsio

do produto, quando o utero entra em repouso e a bactéria migra para outros O6rgios ativos,
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como a glandula mamaria e os linfonodos supramamarios, pode ocorrer mastite cronica sem
lesdes aparentes ou mudancas caracteristicas do leite (BATHKE, 1988).

A bactéria ¢ eliminada em grandes quantidades pelo animal infectado pelos produtos
do abortamento ou parto e pela secre¢do vaginal, durante todo o puerpério, contaminando o
ambiente e propiciando a infeccdo dos contactantes. A eliminacdo do agente pelo leite ¢
intermitente e persiste por meses (ACHA; SZYFRES, 1986).

A capacidade de sobrevivéncia da brucela em condi¢des naturais € grande se
comparada a de outras bactérias patogénicas ndo esporuladas, sobretudo em ambiente imido,
ao abrigo da luz solar direta, pH neutro e em ambiente contendo matéria organica. Em geral a
remog¢ao dos animais e produtos infectados, a eliminacdo da matéria organica, a desinfecc¢ao
do local do abortamento, a secagem de ambientes imidos e o vazio sanitario de no minimo
dois meses sdo suficientes para evitar a transmissdo (USDA, 2005). Os desinfetantes mais
recomendados sdo os produtos a base de cloro (2,5%), a soda caustica a 2-3% e a cal
hidratada a 20%, com tempo minimo de contato de uma hora. Alcool 70° tem acao imediata;
inativacdo pelo calor ¢ eficaz quando bem realizada (OMS, 1986). Recomenda-se o corte da
pastagem para facilitar a acdo bactericida da luz solar direta, que em 4 horas ¢ 30 minutos
destréi a brucela (WRAY, 1975).

Quando a brucela ¢ introduzida em uma populagdo suscetivel, num primeiro momento
a maioria das fémeas aborta. Na prenhez subseqiiente, ha reinvasao do ttero, mas a propor¢ao
de abortamentos decresce em 20 a 25%. Raramente o sinal ocorre na terceira prenhez.
Passada a fase aguda, sobrevem a cronica, quando apenas os animais suscetiveis introduzidos
no rebanho ou novilhas de primeira cria abortam (BISHOP et al., 1994; ACHA; SZYFRES,
1986).

Entre os ruminantes, a maioria das infec¢des ocorre pela ingestdo de pastagens,

alimentos e aguas contaminadas, mas também pelo contato direto com o animal ou sémen
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contaminado (ACHA; SZYFRES, 1986). Porém a transmissao vertical também ocorre (OMS,
1986), podendo desencadear a condicdo de “portador latente”, que ¢ um fendmeno relatado
numa freqliéncia entre 1% e 9% das novilhas nascidas de vacas infectadas (BISHOP et al.,
1994). Essas novilhas apresentam-se sorologicamente negativas ou com titulos instaveis
(NIELSEN; DUNCAN, 1990), soroconvertendo-se na metade da primeira prenhez. Nesse
caso, a vacinacao ¢ ineficaz (BISHOP et al., 1994). Nao ha comprovagdo desse fendmeno em
bufalos.

Embora os mecanismos de transmissdo da brucelose bovina e bubalina sejam
basicamente os mesmos, algumas particularidades do comportamento dessa ultima espécie
devem ser consideradas antes de se estabelecer um programa de controle. A forma de criagao
¢ quase exclusivamente extensiva, com a utilizagdo de grandes areas, proporcionando acesso
continuo desses animais a diversos tipos de ecossistemas. Além disso, sdo animais muito
fortes e possuem habitos migratérios e gregarios. Movimentam-se principalmente a noite por
pastos, rios ¢ aguadas e, se desagregados, ou a procura de alimento ou dgua, podem destruir
cercas € entrar em contato com outros grupos de animais, ampliando a possibilidade de
difusdo da doenga. O hébito de o bufalo banhar-se, visando a termorregulaciao corpdrea, bem
como o pastoreio em aguadas e acudes, tornam a espécie mais exposta a determinados
microorganismos, entre os quais as brucelas, pois nesses ambientes a sobrevivéncia da
bactéria ¢ ampliada (MARQUES; CARDOSO, 1997; WRAY, 1975).

A brucelose provoca grandes prejuizos econdmicos na bubalinocultura devido a
problemas reprodutivos acarretados pela doenca (TIMONEY et al., 1988). Marques e Cardoso
(1997) referem que é a principal causa de abortamento em rebanhos bubalinos na India, na
Italia e no Brasil. Algumas fémeas que abortam permanecem estéreis devido as lesdes
cronicas no utero (GENTILE, 1957). Das et al. (1990) relataram abortamento entre trés meses

e meio e quatro meses ¢ meio de gestacdo em 50% das bufalas estudadas. Além disso, seu
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principal produto com maior valor agregado, a mussarela frescal, deve provir de animais saos.
Portadores nao identificados, além de servirem como fonte de infec¢do para o rebanho, podem
eliminar a bactéria pelo leite. O produto, quando ingerido in natura ou apos ser utilizado para
fabricacdo de derivados sem a prévia pasteurizagdo, pode causar brucelose no homem
(USDA, 2005).

O sistema de manejo extensivo, o insipiente programa de controle sanitario no Brasil,
os grandes rebanhos, as condi¢des ambientais das propriedades e a crenga equivocada de que
a espécie ¢ imune a algumas doengas que acometem bovinos dificultam o controle da
brucelose em bubalinos (GUARINO et al., 2001). FOSGATE et al. (2002) sugerem haver
caracteristicas epidemiologicas diferentes entre bovinos e bubalinos, ratificando a necessidade
de mais estudos nesse tema, pois a maioria dos trabalhos sobre a brucelose animal refere-se a
espécie bovina.

A B. abortus foi isolada tanto do bufalo indiano (Bubalus bubalis) como do bufalo
africano - Syncerus caffer (BISHOP et al., 1994). Estudos soroldgicos realizados com .
caffer na Africa, detectaram mais de 30% de reatores, indicando que a espécie pode ser
importante reservatdrio para bovinos, quando ambos dividem o mesmo ambiente (METCALF
et al., 1994). Fosgate et al. (2002) relataram taxa de prevaléncia, nas ilhas de Trindade e
Tobago, situadas no Caribe, entre 4% e 56,4%. No Brasil, hd poucos estudos sobre as
caracteristicas epidemioldgicas e imunologicas dos rebanhos bubalinos. A maioria das
populagdes ¢ trabalhada sem controle especifico (MOTTA et al., 2002). Entre os estudos de
prevaléncia e ocorréncia da doenga na espécie no Brasil, destacam-se os de Mathias et al.
(1998), que observaram prevaléncia de 10,4% de animais reatores encontrados em 11 focos
(68,8%) de 16 rebanhos estudados na regido do Vale do Ribeira — SP. Motta et al. (2002)
encontraram uma taxa de 11% de animais reatores em oito rebanhos do Estado de Minas

Gerais.
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A brucelose, por ser zoonose € causar prejuizos a producado de carne e leite, tornou-se
alvo de programas de controle ¢ erradicagdo em varios paises. Esses programas geralmente
ndo fazem distingdo entre as espécies bovina e bubalina, adotando estratégias comuns para
ambas. Basicamente, esses programas apoiam-se em vacina¢do em massa de bezerras com a
estirpe B19 ou RB51 e na certificagdo de rebanhos livres (OMS, 1986; SCHURIG et al.,
2002).

Até o momento, somente as vacinas vivas conferiram imunidade satisfatéria contra a
brucelose. A mais utilizada no mundo ¢ a B19, desenvolvida na década de 1930 (ADAMS,
1990). E estavel, protege contra a infecgio e o abortamento em cerca de 60 a 75%, de acordo
com a prevaléncia da doenga no rebanho. Corbel (1997) explica que sua atenuagdo e baixa
patogenicidade derivam de perda do gen eritrulose-1-fosfato de-hidrogenase durante a
mutagdo espontanea ocorrida com a estirpe, e por isso nao ha produgdo da enzima D-Ery, o
que leva a inibi¢do da sua multiplicacdo. Assim, a B19 ndo se beneficia da degradagdo do
eritritol, tendo, inclusive, seu crescimento inibido pelo mesmo (ADAMS, 1990). Seu
inconveniente ¢ a presenca da cadeia O, que induz anticorpos nos primeiros meses pos-
vacinais. Além do que ¢ patogénica para bovideos machos e outras espécies incluindo o
homem. No Brasil ¢ obrigatéria a vacinacdo de fémeas bovinas e bubalinas entre trés e oito
meses de idade (BRASIL, 2004).

A RBS5I1 ¢ outra vacina viva desenvolvida para bovinos contra brucelose. Trata-se de
uma mutante rugosa, rinfampicina-resistente € com caracteristicas semelhantes as da B19.
Porém, devido a auséncia da CO, ndo induz a formagao de anticorpos detectaveis nos testes
utilizados no sorodiagnéstico da B. abortus (SCHURIG et al., 2002). Outro fator a ser
considerado a seu favor é que tem sua viruléncia comprometida (SCHURIG, 1997),
provavelmente também devido a auséncia da CO (QUINN et al., 1994). Este ¢ um bom

argumento na defesa da sua utilizagdo em fémeas adultas ndo reatoras visando aumentar a
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cobertura vacinal em situagdes de alto risco de infeccdo; ou em fémeas desprovidas da
prote¢do conferida pela B19 devido a idade avangada ou a falhas na vacinagao.

As operagdes de certificagdo de rebanhos livres apoiam-se no diagnéstico indireto. E
estabelecida uma rotina de testes, a intervalos regulares, com sacrificio dos animais positivos,
até a obtencdo de trés ou mais testes negativos para todos os animais de reprodug¢do. Como o
diagnostico positivo significa a remog¢do do animal da populacdo, as caracteristicas de
sensibilidade e especificidade dos testes tornam-se muito importantes, pois resultados falso-
positivos significam sacrificar animais sadios, e resultados falsos negativos significam deixar
fontes de infecgdo em contato com animais sadios.

Assim sendo, existe intensa atividade cientifica no sentido do aperfeigoamento dos
métodos de sorodiagnostico da brucelose bovina. Como o interesse econdmico pela espécie
bubalina é mais restrito, naturalmente o nimero de estudos envolvendo bufalos é reduzido,
havendo uma espécie de paradigma de que o que foi desenvolvido para bovinos também serve
para bubalinos.

O diagnéstico definitivo de qualquer doenca ¢ obtido por isolamento e identificagdo do
agente (BRICKER, 2002). No entanto, os métodos diretos sdo inviaveis quando se trabalha
com rebanhos. Assim, os programas de combate a brucelose baseiam-se no sorodiagnoéstico,
levando-se em conta na escolha dos testes a serem aplicados, as suas caracteristicas
intrinsecas, o custo e¢ a praticidade de execugdo. Os testes oficais do Programa Nacional de
Controle e Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose (PNCEBT) do Brasil sdo o do antigeno
acidificado tamponado (AAT), o 2-mercaptoetanol (ME) e o teste de fixagdo do complemento
- FC (BRASIL, 2004).

O desempenho dos testes utilizados no sorodiagnostico da brucelose baseia-se
principalmente na detec¢do do anticorpo IgG;, o mais prevalente em animais naturalmente

infectados. Os testes imunoenzimaticos (o ELISA Indireto — ELISAI e o ELISA Competitivo
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— ELISAC) e a FC sdo aqueles com limiar de deteccdo mais baixo para essa classe de
anticorpo (WRIGHT; NIELSEN, 1990).

Existem varios testes utilizando antigeno acidificado tamponado, como o do antigeno
brucélico acido tamponado para prova rapida em placa (BPA) e o AAT. O mais difundido € o
AAT. Sdo testes qualitativos, rapidos, baratos, de simples execucdo e possuem Otima
sensibilidade e boa especificidade (KRUZE, 1975). A OIE refere que o AAT ¢ a melhor
alternativa para o diagnostico em massa (OIE, 2005). Nicoletti (1969) demonstrou que o AAT
detectou alta percentagem de animais positivos ao exame direto. HUNTER e ALLEN (1972)
ao compararem varias provas sorologicas, constataram que o AAT detectou o maior nimero
de reatores positivos ao exame direto.

O SLT, executada em pH neutro, demonstra alta sensibilidade analitica na detecg¢ao
dos isotipos bovinos com uma excec¢ao importante: o anticorpo IgG; (WRIGHT; NIELSEN,
1990). Alton (1978) refere que o desempenho do SRP ¢ semelhante ao do SLT.

O ME inativa a atividade aglutinante do anticorpo IgM mediante processo quimico,
reduzindo as pontes dissulfidricas da sua estrutura pentamérica, degradando-a em cinco
subunidades ndo aglutinantes (TIMONEY et al., 1988). O teste ¢ eficiente para bovinos
(MARINO et al., 1991) e bubalinos (SANDHU; JOSHI, 1993) e detecta tanto anticorpos IgG;
como IgG, (NIELSEN et al., 1984). Além disso, o tratamento com o ME pode provocar
aumento na sensibilidade do teste, pela otimizacdo da reatividade de IgG; (NIELSEN &
DUNCAN, 1990; WRIGHT; NIELSEN, 1990). Assim, além do ME possuir boa
especificidade (NIELSEN, 1995; DAJER et al., 1999), também apresenta boa sensibilidade
relativa (PAULIN et al., 2002). Nicoletti (1969) relatou concordancia de 97% entre o ME e a
FC. Paulin et al. (2002) estudando dois rebanhos bovinos, relataram concordancias ao Kappa
de 91,9% e 88,5% entre ME e FC. Como desvantagens, pode-se citar o tempo para a

realizacdo do teste (48 horas), grande volume de reagentes e vidraria utilizados por amostra e
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necessidade de utilizacdo de um reagente toxico (NIELSEN, 2002).

Além disso, o ME deve ser executado junto com a SLT, por dois motivos basicos: o
primeiro € que, como nao detecta [gM, o ME nao ¢ adequado para casos de infecgdes agudas,
podendo apresentar resultado negativo, em titulos de anticorpo IgM que variam de 25 a 200
na SLT (BERCOVICH, 1998). O segundo motivo esta ligado ao fenomeno de prozona.
Nicoletti (1992) demonstrou a ocorréncia de falsos negativos no ME atribuida ao fendmeno
de prozona.

O teste FC ¢ o que apresenta melhor correlagdo com os isolamentos em animais
natural ou experimentalmente infectados (NIELSEN, 1995), o que levou a sua ado¢ao como
gold standard para a avaliagdo de outros testes soroldgicos. O Codigo Zoossanitanio
Internacional refere o FC como importante suporte técnico e teste exigido para comércio
internacional de animais e produtos de origem animal (OIE, 2005). Quando feito a quente, ¢
mais pratico, ha menos reagdes anticomplementares e anticorpos da classe IgM, aumentando
sua especificidade (CHAPPEL, 1989). Detecta precocemente anticorpos IgG; no soro (HILL,
1963) e também revela casos cronicos, quando o anticorpo IgG; estd em baixas concentragdes
(KRUZE, 1975). Nielsen et al. (1995) citam o anticorpo IgG; como tnico detectado no FC em
bovinos, o que eleva sua especificidade e geralmente ndo interfere no seu desempenho, pois o
anticorpo IgG; predomina sobre a classe IgG, em animais infectados (WRIGHT; NIELSEN,
1990). Alton (1978) refere que a FC sofre menos interferéncia de anticorpos vacinais do que
as provas de aglutinagdo. Nicoletti (1985) detectou soros de bubalinos com atividade fixadora
de complemento, porém sem atividade aglutinante. As desvantagens sdo: o teste ¢ trabalhoso,
exige mao de obra especializada e controle rigido dos reagentes envolvidos. Além disso, em
raras situagdes, nos soros com excesso ou predominancia do anticorpo IgG,, pode impedir a
ligagdo do anticorpo IgG, levando a reagdes falso-negativas. Nao sdo claras as causas desse

fato, mas sugere-se a idade avancada do animal, exposi¢des repetidas ao agente, estresse e
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transferéncia ativa do anticorpo IgG; para o colostro no periodo periparto (BRANDON et al.
1971; CHAPPEL, 1989). Brandon et al. (1971) e Timoney et al. (1988) afirmam que, embora
o anticorpo IgG, nao fixe complemento, reage com o antigeno, gerando uma leitura
semelhante ao fendmeno de prozona, que resulta em reagdo falso-negativa. Nesses raros
casos, outro teste de sensibilidade e especificidade elevadas como o teste de polarizagao
fluorescente (PF), o ELISAC ou o ELISAI teriam importante papel na analise final da
amostra.

Os testes imunoenzimaticos que tém apresentado melhores resultados sdo os ELISAC
e o ELISAI. Como vantagens, podemos citar sensibilidade e especificidade elevadas (quadro
1). Além disso, ndo apresentam o fendmeno de prozona como ocorre no FC, e o processo
pode ser automatizado (NIELSEN et al., 1995). As desvantagens estdo no investimento inicial
e na impossibilidade, tal como os demais testes citados, de distinguir animais vacinados dos
infectados, além do tempo para sua realizagdo ser maior que o do AAT, caso ndo esteja
automatizado.

Recentemente, um novo teste tem sido desenvolvido para o sorodiagnostico da
brucelose em diversas espécies, o PF (NIELSEN et al., 1996). Baseia-se nas diferencas
rotacionais entre o antigeno soluvel (LPS) e o complexo ag-ac. Quando o animal ¢ ndo reator,
o LPS gira aleatoriamente a uma velocidade muito alta, resultando em uma baixa
despolarizacdo de luz. Porém, em caso de animal reator, o complexo ag-ac, sendo mais
pesado, girara mais lentamente e a despolariza¢ao da luz ocorrera a uma velocidade maior. A
diferenca das velocidades das despolariza¢des ¢ medida por um analisador de polarizagcdo de
fluorescéncia (DAJER, et al., 1999; SAMARTINO et al., 1999 b). Vantagens do teste: o PF
ndo requer remog¢do dos reagentes e, como o equipamento possui caracteristicas portateis,
pode ser executado num laboratdrio simples ou mesmo no campo (NIELSEN et al., 2001). O

teste ¢ rapido, relativamente barato e de facil execu¢do. O PF estd validado para o
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sorodiagndstico da brucelose em bovinos e outras espécies, como caprinos, suideos e alguns
animais silvestres (NIELSEN; GALL, 2001; NIELSEN et al., 1999; NIELSEN et al., 2005).
Requer volumes menores de soro do que os testes convencionais e nao ¢ afetado pela
hemolise (SAMARTINO et al., 1999 b). Além disso, acredita-se que seja capaz de distinguir
animais vacinados de ndo vacinados, embora ndo exista uma explicacdo razoavel para esse
fenomeno (NIELSEN et al., 1996; SAMARTINO et al., 1998). Como desvantagem, pode-se
citar o investimento inicial para a compra do equipamento. O quadro 1 traz os valores de
sensibilidade e especificidade relativas de véarios testes indiretos para o sorodiagnostico da
brucelose em bovideos.

Em bufalos, destacaram-se alguns estudos realizados por Nicoletti (1992), Sandhu e &
Joshi (1993), Mathias et al. (1998), Fosgate et al. (2002), Molnar et al. (2002) e Pinto et al.
(2005).

Nicoletti (1992), avaliou cinco testes soroldgicos em soros de 64 fémeas bubalinas
com isolamento direto de secrecdes mamarias: o teste do cartdo ou card test (TC - teste de
campo que possuia semelhanca com o AAT), o Rivanol, o ELISAI o FC e o SLT. Quarenta e
seis animais foram comprovadamente negativos e 18 positivos (B. abortus, biovar 1). A
sensibilidade do TC, do FC e do Rivanol também foi de 100%. Porém, o autor relata
ocorréncia de falsos negativos e falso-positivos ao TC.

Sandhu e Joshi (1993), submetendo soros de 359 fémeas bubalinas compararam os
resultados do AAT frente a combinagdo do ME com o teste de inativacao pelo calor. As
sensibilidades relativas (Sr) encontradas foram de 95,3% e 93,7%, respectivamente para
fémeas vacinadas e ndo vacinadas.

Mathias et al. (1998) compararam 477 amostras soros de fémeas de bufalos com
historico de vacinacdo desconhecida e aparentemente sadias através do AAT e do ELISAC.

Desses, em 465 foi realizado o FC. Foram considerados reatores os animais com resultados
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positivos no AAT e no FC e nao reatores os animais com resultados negativos nessas duas
provas. A Sr do ELISAC foi de 100% ¢ a concordancia Kappa, 0,97.

Fosgate et al. (2002), estudando quatro rebanhos infectados por B. abortus ¢ quatro
rebanhos considerados livres de brucelose, comparou os parametros estimados entre os testes
para bovinos e bubalinos. Foram estudados 391 soros de bovinos e 381 soros de bubalinos,
ambos os grupos divididos em subgrupos de vacinados e ndo vacinados. Os testes estudados
foram o SRP, o TC, o BPA e o SLT e estimaram a sensibilidade e a especificidade relativas
sem uso de gold standard, a partir de abordagem bayesiana, assumindo independéncia entre
os testes. As Sr encontradas para bubalinos nos testes SRP, TC, BPA e SLT foram,
respectivamente, 51,4%, 90,4%, 96,3%, ¢ 75%. As Sr encontradas para bovinos nos testes
SRP, TC, BPA e SLT foram, respectivamente, 66,7%, 72,7%, 88,1%, ¢ 80,2%. O BPA
destacou-se como o melhor teste de triagem para bufalos.

Molnar et al. (2002) estudaram 440 fémeas com idade superior a trés anos sem
historico de vacina¢do de rebanhos livres, de baixa, média e alta prevaléncia de infeccao; e
soros com valores de percentagem de positividades baixos, suspeitos e altos. Os testes
estudados foram o SRP, o AAT, o ELISAI com conjugado antibovino de cadeia leve
(composto por anticorpo monoclonal) e um ELISAC comercial (denominado ELISAC;). Os
resultados do ELISAC1 foram aceitos como gold standard para comparagao com o resultados
dos outros testes. O intervalo de confianca utilizado foi de 95%. A Sr do AAT foi de 93,02
quando comparado ao ELISACle o kappa foi de 0,989. A Sr SRP foi de 79,3% e o kappa
0,54. A Sr do ELISAI foi de 98,6 ¢ o kappa foi de 0,93. A Sr do ELISAC2 foi de 97,1 ¢ o
kappa foi de 0,91.

Pinto et al. (2005), estudaram 90 fémeas ndo vacinadas de fazenda infectada por B.
abortus e compararam os resultados do AAT, ME e FC entre si ¢ do AAT frente a

combina¢cdo do ME com o FC. A Sr do AAT foi de 93,02 (87,57>1C95%=< 98,47) quando
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comparado ao gold standard composto pela combinagao do ME e FC e o kappa foi de 0,93.

34



Teste Sr Er Autor

AAT 99,6 83,1 DAVIES, 1971
96,1 97,8 SAMARTINO ef al., 1999 a
98,3 68,8 DAIER et al., 1999
91,4 94,0 MOLNAR et al., 2002*
84,3 81,4 PAULIN et al., 2005*
TC 96,0 87,0 CASAS-OLASCOAGA, 1976
88,1 98,1 FOSGATE et al., 2002
90,4 90,7 FOSGATE et al., 2002*
BPA 99,9 99,8 SAMARTINO et al., 1999 a
99,6 98,6 VANZINI et al., 1998
88,1 90,7 FOSGATE et al., 2002
96,3 98,1 FOSGATE et al., 2002*
SLT 70,4 94,7 NIELSEN & DUNCAN, 1990
70,4 94,7 FOSGATE et al., 2002
80,2 99,3 FOSGATE et al., 2002*
SRP 66,0 - NICOLETTI, 1969
66,7 98,9 FOSGATE et al., 2002
51,4 99,3 FOSGATE et al., 2002*
79,3 86,3 MOLNAR et al., 2002*
ME - 97,0 NICOLETTI & MURASCHI, 1966
96,8 95,6 PAULIN et al., 2002
98,1 100,0 PAULIN er al., 2004
FC 92,9 100,0 DOHOO et.al., 1986
97,5 99,9 NIELSEN, 1995
95,2 98,9 UZAL et al., 1995
93,3 95,5 NIELSEN et al., 1999
ELISAI 98,6 97,3 MOLNAR et al., 2002*
98,2 98,6 SAMARTINO et al., 1999 a
93,7 98,2 PAULIN et al., 2004
96,2 99,7 NIELSEN et al., 2005
ELISAC 97,5 99,8 SAMARTINO et al., 1999 a
100,0 98,6 MATHIAS et al., 1998*
99,3 99,6 NIELSEN & GALL, 1998
100,0 99,3 MOLNAR et al., 2002*
PF 93,5 97,2 NIELSEN ef al., 1999
98,1 99,6 SAMARTINO et al., 1999 b
96,9 99,0 DAIJER et al., 1999
92,0 98,4 PAULIN et al., 2005*

uadro 1 - Exemplos de sensibilidades e especificidades relativas elevadas, expressas em
p p p
percentagem, dos testes utilizados no sorodiagnostico da brucelose em bovideos. Sao
Paulo, 2006

Legenda: Sr — sensibilidade relativa; Er — especificidade relativa; AAT- teste do antigeno acidificado tamponado; TC: teste do cartdo ou “card
Test”; BPA- teste do antigeno brucélico acido tamponado para teste da soroaglutinagéo rapida em placa; SLT- teste de soroaglulinagdo lenta em
tubos; SRP- teste de soroaglutinagdo rapida em placa; ME- teste do 2-mercaptoetanol; FC- teste de fixagdo do complemento; ELISAI- teste
imunoenzimatico ELISA indireto; ELISAC- teste imunoenzimatico ELISA competitivo; PF- teste de polarizagdo fluorescente.
*Teste aplicado em soro de bubalinos (B. bubalus).
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2. OBJETIVO

Tendo em vista a importancia da bubalinocultura para o Brasil e também do PNCEBT
para a evolucdo das cadeias produtoras de bovinos e bubalinos, e devido a escassez de estudos
sobre o diagndstico indireto da brucelose na espécie bubalina, procedimento no qual apoia-se
o processo de certificagdo de rebanhos livres e monitorados, pretende-se comparar o
desempenho de diferentes testes sorologicos para o sorodiagndstico da brucelose nessa

espécie.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Foram utilizados os soros de 696 fémeas bubalinas adultas. Esses soros foram
submetidos a nove diferentes testes soroldgicos, visando o diagnostico da brucelose. Os nove

testes realizados foram: SRP, SLT, BPA, AAT, ELISAI, ELISAC, PF ¢ ME ¢ FC.

3.2 Animais e amostras

No periodo de janeiro a julho de 2002, foram obtidas amostras de sangue de 696
fémeas bubalinas da raca Murrah, de aptidao leiteira, com idade entre 24 ¢ 60 meses, com
histérico de vacinacao irregular com a amostra B19 e criadas em oito propriedades situadas na
regido do Vale do Ribeira, Sdo Paulo, um dos mais importantes polos da bubalinocultura
nacional (MARQUES; CARDOSO, 1997). Todas as propriedades apresentavam histérico de
falhas reprodutivas compativeis com a brucelose. As amostras foram colhidas por venipungao,
pelo sistema a vacuo, em frascos de vidro siliconizados sem anticoagulante. Dessas amostras
foram obtidos os soros, que foram envasados em criotubos e mantidos a temperatura de
menos 20°C. A tabela 32 (contida no APENDICE A) traz os resultados dos testes sorologicos

para diagnostico da brucelose nos animais do presente estudo.
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3.3 Laboratorios

Os testes AAT, ME, SRP, SLT, FC e parte do BPA foram realizados no Laboratoério
de Brucelose do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Sanidade Animal, do Instituto
Biologico, situado na cidade de Sao Paulo.

Os testes ELISAI, ELISAC, PF e a maior parte do BPA foram realizados no
Laboratorio de Sorologia e Imunologia (LSI) do Centro de Investigagdes em Ciéncias
Veterinarias e Agrondmicas (CICVyA) do Instituto Nacional de Tecnologia Agropecudria
(INTA), situado na cidade de Castelar, Estado de Buenos Aires, Republica Argentina.

O tratamento dos dados foi realizado no Laboratério de Epidemiologia e Bioestatistica
do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saide Animal da Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo.

3.4 Antigenos

Os trés antigenos utilizados nos testes SRP, AAT, ME, SLT e FC, quais sejam,
antigeno de Huddleson, o antigeno para o sorodiagnoéstico do AAT e o antigeno para o
sorodiagndstico do SLT, foram produzidos no Instituto Biologico, de acordo com o protocolo
descrito pelo Centro Panamericano de Zoonoses (CEPANZO, 1969). Todos foram produzidos
a partir da amostra 1119-3 de Brucella abortus, inativada pelo calor.

O antigeno para o teste BPA foi produzido pelo LSB/CICVyA/INTA, certificado pelo
SENASA (Servigco Nacional de Sanidade e Qualidade Agroalimentdria da Argentina) e
elaborado de acordo com o método original de Angus e Barton (1984). Também foi produzido

a partir da amostra 1119-3 de Brucella abortus, inativada pelo calor (SENASA, 2003).
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O antigeno para a realizagdo do ELISAI foi o do kit Creditest® Brucella abortus,
desenvolvido pelo Institute for Animal Science and Health (INSTITUTE FOR ANIMAL
SCIENCE AND HEALTH, 2000), para detectar anticorpos da classe IgGl contra a B.
abortus, em bovinos.

O antigeno utilizado no ELISAC foi o LPS obtida de B. abortus amostra 1119-3,
produzido no CCVA/INTA, conforme protocolo de Nielsen et al. (1998).

O antigeno utilizado no PF foi desenvolvido pela empresa Diachemix Corporation e
constituiu-se do polissacarideo LPS, contendo a cadeia O da amostra B. abortus 1119-3,

conjugado ao isotiocianato de fluoresceina.

3.5 Protocolos dos testes

Os testes SRP, AAT, ME e SLT foram executados conforme Alton et al. (1988). A
interpretacdo do resultado do AAT e do ME foi feita de acordo com o regulamento do
PNCEBT (BRASIL, 2004). Para o teste ME, foram acrescentadas as dilui¢des 1:400 e 1:800
objetivando evitar o fendmeno de prozona. A interpretagdo do resultado do SRP foi feita
segundo o regulamento da Portaria nimero 23 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 1976).

O teste BPA foi executado e interpretado conforme Angus e Barton (1984).

O ELISAI utilizado foi o Creditest® Brucella abortus com conjugado de soro bovino,
cujo protocolo foi desenvolvido pelo Institute for Animal Science and Health (INSTITUTE
FOR ANIMAL SCIENCE AND HEALTH, 2000). Os resultados foram expressos em
percentagem de positividade (PP), ou seja, PP< 45% os soros sdo considerados ndo reatores e

PP> 45% o soro em teste ¢ considerado reator (critério para bovinos).
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O ELISAC foi executado conforme descrito por Nielsen et al. (1998). Os resultados
também foram expressos em percentagem de positividade (PP). Soros PP< 40% foram
considerados ndo reatores ¢ os que apresentaram PP> 40% foram considerados reatores
(critério para bovinos).

O PF foi realizado de acordo com protocolo desenvolvido por Nielsen et al. (2001).
Adicionaram-se 10 pL de soro em tubos de ensaio borossilicado 9 x 75 mm contendo um mL
de tampao tris a 0,01 M e pH 7, mais 0,15 M de NaCl, 10 mM de EDTA e 0,05% de NP40
(diluigdo final de 1:100). Uma primeira leitura foi feita no Sentry. A seguir, agregou-se 10 pL
de antigeno em cada tubo, procedeu-se a homogeneizagdo da amostra, incubou-se durante
dois minutos a temperatura ambiente e realizou-se a leitura final no Sentry. O resultado foi
expresso em unidades de millipolarizagdo (mP). Os pontos de corte foram os mesmos
adotados por Samartino et al. (1999 b) levando-se em conta que os animais poderiam estar
vacinados com a cepa B19. Ou seja, soros com valores até 94mP foram considerados nao
reatores. De 95mP a 104mP foram considerados inconclusivos e, acima de 105mP, foram
considerados reatores (critério para bovinos).

A execucdo do FC a quente em microplaca, assim como a titulagdo da hemolisina,
complemento e antigeno foram feitos de acordo com a técnica descrita por Alton et al. (1988).
Todos os soros foram previamente inativados em banho-maria a 58°C por 30 minutos. As
reagoes foram realizadas em placas de polietileno de fundo “U” com 25 puL de soro a uma
diluicao inicial de 1:2 com igual volume de antigeno e 25 pL soro de cobaio contendo cinco
unidades de complemento capazes de hemolisar 50% das heméceas de carneiro sensibilizadas
pela hemolisina (sistema hemolitico). Apo6s a placa ser incubada por 30 minutos a 37°C, 25
uL de sistema hemolitico foi colocado, incubando-a por 30 minutos a 37°C. O titulo do soro
foi obtido determinando a reciproca da maior diluicdo em que ocorreu fixacdo de 25% de

complemento, convertendo-se o resultado em unidades internacionais de acordo com a técnica
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padronizada no Laboratério Central de Veterinaria (CVL) e utilizando como base soro bovino
positivo padrdo internacional adquiridlo no CVL (MINISTRY OF AGRICULTURE,
FISSHERIES AND FOOD, 1991). Empregou-se uma escala de lise para a leitura das reagdes

(grau de hemolise). Foram considerados positivos soros com titulos iguais ou acima de 20 UL
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4. TRATAMENTO DOS DADOS

Devido aos animais possuirem histdrico de vacinagdo irregular e o ponto de corte do ME
ser diferente para animais vacinados e ndo vacinados, foram feitas duas andlises, uma
considerando todos os animais como vacinados e outra como ndo vacinados. Isso foi necessario,
pois o resultado obtido frente aos dois testes considerados como referéncia (denominado, no
presente estudo, de gold standard), foi constituido pela combinagao dos testes de FC e ME.

Assim, os resultados foram divididos em duas séries de analises: a primeira considerando
como gold standards positivos os animais positivos para o teste FC (titulo>20UI) e para o ME
(critério para fémea vacinada) e gold standards negativos aqueles negativos para o teste FC
(titulo<20UI) e para o ME (critério para fémea vacinada), e a segunda série de andlises
considerando como gold standards positivos os animais positivos para o teste FC (titulo>20UI) e
para o ME (critério para fémea ndo vacinada) e gold standards negativos os negativos para o
teste FC (titulo<20UI) e para o ME (critério para fémea ndo vacinada). Esses critérios seguem a
recomendacdo de Martin et al. (1987). A interpretacdo do teste ME seguiu a legislagdo do
PNCEBT (BRASIL, 2004). Como o ME possui uma faixa de resultados considerados como
inconclusivos, esses resultados foram excluidos das analises.

Com base nos gold standards positivos e negativos, foi construida curvas ROC
(receiver operating characteristic) para cada um dos testes quantitativos, quais sejam, SRP,
SLT, ELISAC, ELISAI ¢ PF (METZ, 1978). Nesta operagdo, foi utilizado o programa
MedCalc. Os resultados dessa analise permitiram estabelecer os pontos de corte que otimizam
os valores de sensibilidade relativa e especificidade relativa para cada um dos testes.

Esses pontos de corte foram utilizados para o calculo do indice de concordancia Kappa de
cada teste, frente os mesmos gold standards. O célculo foi realizado pelo programa MedCalc. O

indice Kappa também foi calculado para os testes qualitativos (AAT, AATE e BPA).
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5. RESULTADOS

Seguem os resultados das duas séries de analises, critério para fémea vacinada e

critério para fémea nado vacinada.

5.1 Analises considerando como gold standards positivos os animais positivos para o
teste da FC (titulo>20UI) e para o ME (critério para fémea vacinada) e gold
standards negativos aqueles negativos para o teste da FC (titulo<20UI) e para o ME
(critério para fémea vacinada).

Em primeiro lugar foram definidos os pontos de corte para os testes quantitativos
através da andlise ROC. Assim, foram construidas curvas ROC para os testes SRP (figura le e
tabela 1), SLT (figura 2 e tabela 2), ELISAC (figura 3 e tabela 3), ELISAI (figura 4 e tabela
4), e PF (figura 5, tabela 5), Como o teste da SLT apresenta a possibilidade de aglutinacao
completa e incompleta, os titulos das aglutinacdes incompletas foram considerados como
sendo a média aritmética dos titulos inferior e superior. Assim, 251 foi transformado em 12,5,

50I em 37,5 ¢ 1001 em 150.

SRP
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80

Sensibilidade

20
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Figura 1 - Curva ROC para o teste SRP, considerando como gold standard a combinagao do teste FC
com o ME (critério para fémea vacinada). Sao Paulo, 2006
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Tabela 1 - Valores de sensibilidade e especificidade relativas segundo o titulo de anticorpos para o
teste SRP gerados pela analise ROC, considerando como gold standard a combinagdo do
teste FC com o ME (critério para fémea vacinada). Sdo Paulo, 2006

Titulo de anticorpos no SRP Sr (1IC=95%) Er (IC=95%)
>0 100,0 (94,3 - 100,0) 0,0 (0,0 - 0,6)
>0 98,4 (91,6 - 99,7) 53(3,6-7.,5)
>25 95,3 (86,9 - 99,0) 27,1 (23,5 - 30,9)

> 50% 76,6 (64,3 - 86,2) 71,7 (67,9 - 75.,4)
> 100 43,7 314 - 56,7) 96,2 (94,4 - 97.6)
>200%* 0,0 (0,0 -5,7) 100,0 (99,4 - 100,0)

*titulo que otimiza os valores de sensibilidade e especificidade; totais de gold standards: positivos=64; negativos=586. Total=650
**ponto de corte para bovinos
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Figura 2 - Curva ROC para o teste SLT, considerando como gold standard a combinagdo do teste FC
com o ME (critério para fémea vacinada). Sao Paulo, 2006

Tabela 2 - Valores de sensibilidade e especificidade relativas segundo o titulo de anticorpos para o
teste SLT gerados pela analise ROC, considerando como gold standard a combinagdo do
teste FC com o ME (critério para fémea vacinada). Sao Paulo, 2006

Titulo de anticorpos no SLT** Sr (IC=95%) Er IC=95%)
>0 100,0 (94,3 - 100,0) 0,0 (0,0 - 0,6)
>0 100,0 (94,3 - 100,0) 61,1 (57,0 -65,1)

>12,5 100,0 (94,3 - 100,0) 64,5 (60,5 - 68,4)
> 25 90,6 (80,7 - 96,5) 85,0 (81,8 - 87,8)
> 37,5% 85,9 (75,0 - 93,3) 93,2 (90,8 - 95,1)
> 50 75,0 (62,6 - 85,0) 98,8 (97,6 - 99,5)
>75 68,7 (55,9 - 79,8) 100,0 (99,4 - 100,0)
> 100 60,9 (47,9 -72,9) 100,0 (99,4 - 100,0)
> 150 57,8 (44,8 —70,1) 100,0 (99,4 - 100,0)
>200%* 18,8 (10,1 —30,5) 100,0 (99,4 - 100,0)
> 400 10,9 (4,5-21,3) 100,0 (99,4 - 100,0)
> 800 0,0 (0,0 - 5,7) 100,0 (99,4 - 100,0)

* titulo que otimiza os valores de sensibilidade e especificidade; totais de gold standards: positivos=64; negativos=586. Total=650
** 12,5=25I, 37,5=501, 150=1001
***ponto de corte para bovinos
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Figura 3 - Curva ROC para o teste ELISAC, considerando como gold standard a combinagdo do teste
da FC com o ME (critério para fémea vacinada). Sdo Paulo, 2006
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Tabela 3 - Valores de sensibilidade e especificidade relativas segundo o titulo de anticorpos para o teste da
ELISAC gerados pela analise ROC, considerando como gold standard a combinagdo do teste da FC
com o ME (critério para fémea vacinada). Sdo Paulo, 2006. Sao Paulo, 2006

Titulo de anticorpos no ELISAC

Sr (1IC=95%)

Er (IC=95%)

>0 100,0 (94,3 - 100,0) 0,0 (0,0 - 0,6)
>0 100,0 (94,3 - 100,0) 1,9(0.9-3,3)
>1 100,0 (94,3 - 100,0) 49(33-7,0)
>2 100,0 (94,3 - 100,0) 9.4 (7,1 - 12,0)
>3 100,0 (94,3 - 100,0) 13,5 (10,8 - 16,5)
>4 100,0 (94,3 - 100,0) 18,3 (15,2 - 21,6)
>5 100,0 (94,3 - 100,0) 21,5 (18,2 - 25,1)
>6 100,0 (94,3 - 100,0) 26,1 (22,6 - 29.9)
>7 100,0 (94,3 - 100,0) 30,2 (26,5 - 34,1)
>8 100,0 (94,3 - 100,0) 32,9 (21,9 - 36,9)
>9 100,0 (94,3 - 100,0) 36,2 (32,3 - 40,2)
>10 100,0 (94,3 - 100,0) 38,6 (34,6 - 42,6)
>11 100,0 (94,3 - 100,0) 42,3 (38,3 - 46,4)
>12 100,0 (94,3 - 100,0) 46,6 (42,5 - 50,7)
>13 100,0 (94,3 - 100,0) 50,3 (46,2 - 54,5)
> 14 100,0 (94,3 - 100,0) 53,1 (48.9- 57.,2)
>15 100,0 (94,3 - 100,0) 57,5 (53,4 -61,5)
>16 98,4 (91,6 - 99,7) 61,1 (57,0 - 65,1)
>17 98,4 (91,6 - 99,7) 64,5 (60,5 - 63,4)
>18 98,4 (91,6 - 99,7) 67,9 (64,0 - 71,7)
>19 98,4 (91,6 - 99,7) 70,5 (66,6 - 74,1)
>20 96,9 (89,1 - 99,5) 72,4 (68,5 - 75,9)
>21 96,9 (89,1 - 99,5) 74,9 (71,2 - 78.4)
>22 96,9 (89,1 - 99,5) 77,3 (73,7 - 80,6)
>23 96,9 (89,1 - 99,5) 78,5 (74,9 - 81,8)
>24 96,9 (39,1 - 99,5) 80,5 (77,1 - 83,7)
>25 96,9 (39,1 - 99,5) 82,4 (79,1 - 85.4)
>26 96,9 (39,1 - 99,5) 33,4 (30,2 - 86,4)
>27 96,9 (39,1 - 99,5) 36,0 (82,9 - 88,7)
>28 96,9 (39,1 - 99,5) 87,7 (84,8 - 90,3)
>29 96,9 (39,1 - 99,5) 88,6 (85,7 - 91,0)
>30 96,9 (39,1 - 99,5) 89,4 (36,6 - 91,8)
>31 96,9 (39,1 - 99,5) 90,6 (88,0 - 92,9)
>32 96,9 (39,1 - 99,5) 91,6 (89,1 - 93,7)
>33 96,9 (39,1 - 99,5) 92,5 (90,1 - 94,5)
>34 96,9 (39,1 - 99,5) 94,0 (91,8 - 95,8)
>35 96,9 (39,1 - 99,5) 95,1 (93,0 - 96,7)

>36 96,9 (39,1 - 99,5) 95,7 (93,8 -97,2)
>37 95.3 (36,9 - 99,0) 96,9 (95,2 - 93,2)
>38 953 (36,9 - 99,0) 97,6 (96,0 - 93,7)
>39 953 (36,9 - 99,0) 98,1 (96,7 - 99,1)
> 407+ 953 (36,9 - 99,0) 98,5 (97,1 - 99,3)
> 43% 95,3 (36,9 - 99,0) 98,6 (97,3 - 99,4)
>45 92,2 (32,7-97,4) 98,8 (97,6 - 99,3)
>53 90,6 (30,7 - 96,5) 99,0 (97,8 - 99,6)
> 54 89,1 (78,7 - 95,5) 99,0 (97,8 - 99,6)
>57 89,1 (78,7 - 95,3) 99.1 (98,0 - 99,7)
> 58 85,9 (75,0 - 93,3) 99.1 (98,0 - 99,7)
> 66 85,9 (75,0 - 93,3) 99,3 (98,3 -99,8)
> 69 85,9 (75,0 - 93,3) 99,3 (98,3 -99,8)
>70 84,4 (73,1-92,2) 99,3 (98,3 -99,8)
>72 84,4 (73,1-92.2) 99,5 (98,5 - 99,9)
>74 81,2 (69,5 - 89,9) 99,5 (98,5 - 99,9)
>75 79,7 (67,8 - 88,7) 99,5 (98,5 - 99,9)
>77 78,1 (66,0 - 87,5) 99,5 (98,5 - 99,9)
>78 75,0 (62,6 - 85,0) 99,5 (98,5 - 99,9)
>79 73,4 (60,9 - 83,7) 99,5 (98,5 - 99,9)
> 80 71,9 (59,2 - 82,4) 99,5 (98,5 - 99,9)
>83 70,3 (57,6 - 81,1) 99,5 (98,5 - 99,9)
> 87 64,1 (51,1 -75,7) 99,7 (98,8 - 99,9)
> 88 62,5 (49,5 - 74,3) 99,7 (98,8 - 99,9)
>89 60,9 (47.9 - 72.,9) 99,7 (98,8 - 99,9)
>90 594 (46,4 - 71,5) 99,7 (98,8 - 99,9)
>91 57.8 (44,8 - 70,1) 99,7 (98,8 - 99,9)
>92 56,2 (43,3 - 63,6) 99,7 (98,8 - 99,9)
>93 547 (41,7 - 67,2) 99.8 (99,0 -100,0)
> 94 453 (32,8 - 58.,3) 99.8 (99,0 -100,0)
>95 34,4 (23,0 - 47,3) 99.8 (99,0 -100,0)
> 96 20,3 (11,3 - 32.2) 100,0 (99,4 -100,0)
>97 12,5 (5.6 - 23.2) 100,0 (99,4 -100,0)
> 98 3,1(0,5-10,9) 100,0 (99,4 -100,0)
>99 0,0 (0,0 -5,7) 100,0 (99,4 -100,0)

«titulo que otimiza os valores de sensibilidade e especificidade; totais de gold standards: positivos= 64; negativos= 586. Total=650

**ponto de corte para bovinos
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Figura 4 - Curva ROC para o teste ELISAI, considerando como gold standard a combinagdo do teste

FC com o ME (critério para fémea vacinada). Sao Paulo, 2006

Tabela 4 - Valores de sensibilidade e especificidade relativas segundo o titulo de anticorpos para o
teste ELISAI gerados pela analise ROC, considerando como gold standard a combinagao
do teste FC com o ME (critério para fémea vacinada). S0 Paulo, 2006

Titulo de anticorpos no ELISAI

Sr (IC=95%)

Er (IC=95%)

>0 100,0 (94,3 - 100,0) 0,0 (0,0 - 0,6)
>0 100,0 (94,3 - 100,0) 0,2(0,0- 1,0)
>1 100,0 (94,3 - 100,0) 1,0 (04-22)
>2 100,0 (94,3 - 100,0) 55(3,8-7,6)
>3 98,4 (91,6 - 99,7) 145 (11,8~ 17,6)
>4 93,7 (34,7-982) 30,4 (26,7 - 34.3)
>5 85,9 (75,0 - 93,3) 474 (43,3-51,6)
>6 68,7 (55,9 - 79.8) 62,6 (58.,6- 66,6)
> 7% 64,1 (51,1 -75,7) 71,8 (68,0 - 75,5)
>8 53,1 (40,2 - 65,7) 80,2 (76,7 - 83.4)
>9 48,4 (35,8 - 61,3) 85,3 (82,2 - 88,1)
>10 40,6 (28,5 - 53,0) 89,1 (86,3 - 91,5)
>11 37,5 (25,7 - 50,5) 90,6 (88,0 - 92,9)
>12 34,4 (23,0 - 47,3) 92,8 (90,4 - 94,8)
>13 29,7 (18,9 - 42.4) 93,9 (91,6 - 95,7)
> 14 28,1 (17,6 - 40,8) 94,7 (92,6 - 96,4)
>15 26,6 (16,3 - 39,1) 95,6 (93,6 - 97,1)
>16 21,9 (12,5 - 34,0) 96,6 (94,8 - 97,9)
>17 17,2 (8.9 - 28,7) 96,9 (95,2 - 98,2)
>18 15,6 (7.8 - 26,9) 97,3 (95,6 - 93,4
>19 15,6 (1.8 - 26,9) 97,6 (96,0 - 93,7)
>20 14,1 (6,7 - 25,0) 97,6 (96,0 - 93,7)
>21 12,5 (5.6 - 23,2) 97,8 (96,2 - 93,8)
> 12,5 (5.6 - 23,2) 93,0 (96,4 - 93,9)
>24 12,5 (5.6 - 23,2) 98,3 (96,9 - 99,2)
>25 12,5 (5.6 - 23,2) 98,8 (97,6 - 99,5)
>26 10,9 (4,5 - 21,3) 98,8 (97,6 - 99,5)
>28 78(2,6-17.3) 99,1 (98,0 - 99,7)
>33 78(2,6-17.3) 99,3 (98,3 - 99,8)
>35 78(2,6-17.3) 99,5 (98,5 - 99,9)
>41 6,2 (18- 153) 99,5 (98,5 - 99,9)
> 447 47(1,0- 13,1) 99,5 (98,5 - 99.9)
> 46 1,6 (03 - 8.4) 99,5 (98,5 - 99,9)
> 48 1,6 (0.3 - 8.4) 99.8 (99,0 - 100,0)
>74 0,0 (0,0 -5,7) 99.8 (99,0 - 100,0)
>76 0,0 (0,0-5.7) 100,0 (99,4 - 100,0)

*titulo que otimiza os valores de sensibilidade e especificidade relativas; totais de gold standards: positivos= 64; negativos= 540.

Total=650
**ponto de corte para bovinos
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Figura 5 - Curva ROC para o teste PF, considerando como gold standard a combinagdo do teste FC

com o ME (critério para fémea vacinada). Sdo Paulo, 2006.
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Tabela 5 - Valores de sensibilidade e especificidade relativas segundo unidades de minipolarizagcdo (mP) para o teste PF,
gerados pela analise ROC, considerando como gold standard a combinagdo do FC com o ME (critério para
fémea vacinada). Sdo Paulo, 2006

Unidades de polarizacio do PF Sr (IC=95%) Er IC=95%)
=32 100,0 (94,3 - 100,0) 0,0 (0,0 - 0,6)
>32 100,0 (94,3 - 100,0) 0,2 (0,0 - 1,0)
>35 100,0 (94,3 - 100,0) 03 (0,1 -1,2)
=37 100,0 (94,3 - 100,0) 0,5 (0,1 - 1,5)
>39 100,0 (94.3 - 100.0) 0,7(02-1,7)
> 44 100,0 (94,3 - 100,0) 0,9 (0,3
> 48 100,0 (94,3 - 100,0) 1,0 (0;
> 29 100,0 (94,3 - 100,0) 1,2 (0,5
>50 100,0 (94,3 - 100,0) 1,7(08-3,1)
=51 100,0 (94,3 - 100,0) 1,9(09-33)
>52 100,0 (94,3 - 100,0) 2,0(1,1-3,6)
>53 100,0 (94,3 - 100,0) 22(12-3.8)
>54 100,0 (94.3 - 100.0) 29(1.7-46)
> 55 100,0 (94,3 - 100,0) 34(2,1-52)
>56 100,0 (94,3 - 100,0) 4,6 (3,1 - 6,6)
>57 100,0 (94,3 - 100,0) 5,5(3.8-7.6)
>58 100,0 (94,3 -100,0) 78(5.8-103)
>59 100,0 (94,3 - 100,0) 8.9 (6,7-11,5)
> 60 100,0 (94,3 -100,0) 9,7(7,5- 12.4)
>l 100,0 (94,3 - 100,0) 11,3 88 14,)
>62 100,0 (94,3 - 100,0) 12,39,7-15.2)
>63 100,0 (94,3 - 100.,0) 147(11.9-17.8)
> 64 100,0 (94,3 - 100,0) 19,1 (16,0 - 22,5)
> 65 100,0 (94,3 - 100,0) 234 (20,0 -27,0)
> 66 100,0 (94,3 - 100.0) 28,8(25.2-32.7)
> 67 .4 (91,6 -99.7) 34,3 (30,5 - 38.3)
> 68 984 (91,6 - 99,7) 42,3 (38,3 - 46.4)
> 69 98.4 (91,6 -99.7) 50,2 (46,0 - 54.3)
=70 96,9 (89,1 -99.5) 57.8(53,7-61,9)
=71 96,9 (89,1 - 99.5) 64,3 (60,3 - 68,2)
>72 96,9 (89,1 - 99.5) 70,0 (66,1 -73,7)
=73 96,9 (89,1 -99.5) 749 (71,2 - 78.4)
=74 96,9 (89,1 - 99.5) 78.5 (74,9 - 81.8)
>75 96,9 (89,1 -99.5) 812 (77,8 - 84.3)
>76 96,9 (89,1 -99,5) 83,8 (80,6 - 86,7)
=77 95,3 (86,9 - 99,0) 85,2 (82,0 - 87.9)
=78 953 (86,9 - 99,0) 87,0 (84,0 - 89.6)
>79 95,3 (86,9-99,0) 87,4 (84,4 -90,0)
> 80 93,7 (84,7 -98,2) 88,2 (85,3-90,7)
> 81 93,7 (84,7 - 98,2) 90,1 (87,4 - 92,4)
>82 93,7 (84,7-98.2) 90,4 (87.8-92.7)
>83 92,2 (82,7-974) 91,1 (88,5-933)
>34 92,2 (82,7-974) 91,8 (89,3-939)
385 92,2 (82,7-974) 93,0 (90,6 - 949)
=86 92,2 (82,7-974) 93,3 (91,0-95.2)
>87 92,2 (82,7-974) 93,9 (91,6-95.7)
> 88 92,2 (82,7-974) 94,4 (92,2-96,1)
>89 92,2 (82,7-974) 95,1 (93,0-96,7)
~90 92,2 (82,7-974) 95,7(93,8-97.2)
>91 92,2 (82,7-974) 96,6 (94,8 -97.9)

> 92% 92,2 (82,7-97,4) 97,1 (95,4 - 98,3)
93 90,6 (80,7-96,5) 97,8 (96,2 - 98.8)
=94 90,6 (80,7-96,5) 98,3 (96,9 -99.2)
95 87,5 (16,8 - 94.4) 98,3 (96,9-99.2)
~97 87,5 (76,8 - 94.4) 98,5 (97,1-99.3)
98 85,9 (75,0-93.3) 98,5 (97,1-99.3)

> 99%* 84,4 (73,1 - 92,2) 98,5 (97,1 - 99.,3)

>107 844 (73,1 -922) 98,6 (97,3 -99.4)
>112 84,4(73,1-922) 98,8 (97,6 -99.5)
> 115 82,8 (71,3 -9L1) 98,8 (97,6 -99.5)

> 116 82,8 (71,3-9L1) 99,0 (97,8-99,6)
> 117 82,8 (71,3-9L1) 99,1 (98,0-99,7)
> 18 81,2 (69,5-899) 99,1 (98,0-99,7)
> 119 79,7 (67,8 -88.7) 99,1 (98,0-99,7)
> 128 79,7 (67,8 -88.7) 99,3 (98,3-99.8)
> 130 78,1 (66,0 -87.5) 99,3 (98,3-99.8)
> 131 76,6 (64,3 - 86.2) 99,3 (98,3-99.8)
> 132 73,4(60.9-83.7) 99,3 (98,3-99.8)
> 133 71,9 (39.2-82.4) 99,3 (98,3-99.8)

> 135 70,3 (57,6 - 81,1) 99,5 (98,5 -99,9)

> 136 68,7 (55,9-79.8) 99,5 (98,5-99.9)

> 146 67.2 (543 - 18.4) 99,7 (98,8 -99.9)

> 151 65.6 (52.7 - 77.0) 99,7 (98,8 -99,9)

> 153 64.1 (51.1-75.7) 99,7 (98,8 -99,9)
> 154 64,1 (51,1-75.7) 99.8 (99,0 -100,0)
> 155 62,5 (49,5 - 74.3) 99.8 (99,0 -100,0)
> 156 60,9 (47,9 -72,9) 99,8 (99,0-100,0)
> 166 57.8 (44,8 - 70,1) 99,8 (99,0-100,0)
> 167 57.8 (44.8 - 70.1) 100,0 (99,4 -100,0)
> 169 56,2 (43,3 - 68,6) 100,0 (99,4 -100,0)
> 171 54,7 (41,7 -67.2) 100,0 (99,4 -100,0)
>173 53,1 (40,2-65,7) 100,0 (99,4 -100,0)
=178 51,6 (38,7 - 64,2) 100,0 (99,4 -100,0)
> 185 50,0 37,2 - 62.8) 100,0 (99,4 -100,0)
> 188 484 (35.8-61,3) 100,0 (99,4 -100,0)
>192 46,9 (34.3 - 59.8) 100,0 (99.4 -100,0)
=219 453 (32,8 - 58.3) 100,0 (99,4 -100,0)
=220 43,7 31,4-56,7) 100,0 (99,4 -100,0)

> 224 30,6 (28,5-53,0) 1000 (99.4-100,0)

238 37,5 (25,7-50,5) 1000 (99,4-100,0)

> 241 35,9 (24,3 -489) 1000 (99.4-100,0)
> 244 344(23,0-473) 1000 (99.4-100,0)
> 245 31.2(20,2-441) 1000 (99,4-100,0)
> 246 29,7 (18.9-42.4) 1000 (99.4-100,0)
> 248 28,1 (17,6 - 40.8) 1000 (99.4-100,0)

253 26,6 (16,3 -39,1) 100,0 (99,4-100,0)

> 254 23,4 (13,8-35.7) 100,0 (99.4 -100,0)
=255 21,9 (12,5 - 34.0) 100,0 (99,4 -100,0)
=258 17,2 (8,9-28,7) 100,0 (99,4 -100,0)
>259 15,6 (7,8 - 26,9) 100,0 (99,4 -100,0)
>263 12,5 (5.6 - 23.2) 100,0 (99,4 -100,0)
=265 10,9 (4,5-21.3) 100,0 (99,4 -100,0)
=267 6,2 (1,8-153) 100,0 (99,4 -100,0)
=268 47 (1,0-13,1) 100,0 (99,4 -100,0)
=274 3,1(0,5-10,9) 100,0 (99,4 -100,0)
=278 1,6 (0,3 -8.4) 100,0 (99,4 -100,0)
>303 0.0(0,0-5.7) 1000 (99.4-100,0)

*titulo que otimiza os valores de sensibilidade e especificidade relativas; totais de gold standards: positivos= 64; negativos:= 540. Total= 650
**ponto de corte para bovinos
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Os pontos de corte calculados acima foram utilizados para o célculo do indice de
Kappa de cada teste, frente os mesmos gold standards. Kappa ¢ uma medida inter
observadora que mede o grau de concordancia além do que seria esperado pelo acaso. Tem
como valor méximo 1, que representa concordancia total. Valores proximos a zero e até zero
indicam pouca ou nenhuma concordancia, ou seja, a mesma foi casual. Os valores obtidos nos

testes podem ser interpretados segundo a tabela 6:

Tabela 6 - Interpretagdo do teste Kappa segundo Landis € Koch (1977). Sdo Paulo, 2006

Valor do kappa Interpretacio
<0 Naio concorda
0-0.19 Concordancia ruim
0.20-0.39 Concordéncia regular
0.40-0.59 Concordancia moderada ou boa
0.60-0.79 Concordancia substancial ou muito boa
0.80-1.00 Concordéncia quase perfeita ou 6tima

O indice Kappa também foi calculado para os testes qualitativos (AAT, AATE e

BPA). Os resultados constam das tabelas 7 a 14.

Tabela 7 - Resultados do teste ELISAC frente a combinac¢do dos testes FC com o ME (critério para
fémea vacinada). Sdo Paulo, 2006

FC + ME Positivo Negativo Total
BLsAC
Positivo 61 09 70
Negativo 03 577 580
Total 64 586 650
Kappa=0,900

Tabela 8 - Resultados do teste ELISAI frente a combinagdo dos testes FC com o ME (critério para

fémea vacinada). Sdo Paulo, 2006

w Positivo Negativo Total
ELISAI

Positivo 44 219 263
Negativo 20 367 387
Total 64 586 650
Kappa=0,132

Tabela 9 - Resultados do teste PF frente a combinagio dos testes FC com o ME (critério para fémea
vacinada). Sdo Paulo, 2006

FC + ME Positivo Negativo Total
PF
Positivo 59 20 79
Negativo 05 566 371
Total 64 586 650
Kappa=0,804
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Tabela 10 - Resultados do teste SLT frente a combinagao dos testes FC com o ME (critério para fémea
vacinada). Sdo Paulo, 2006

FC + ME Positivo Negativo Total
s o
Positivo 58 88 146
Negativo 06 498 504
Total 64 586 650
Kappa=0,481

Tabela 11 - Resultados do teste SRP frente a combinagao dos testes FC com o ME (critério para fémea
vacinada). Sao Paulo, 2006

FC+ME Positivo Negativo Total
e
Positivo 61 428 489
Negativo 03 158 161
Total 64 586 650
Kappa=0,056

Tabela 12 - Resultados do teste AAT frente a combinagdo dos testes FC com o ME (critério para
fémea vacinada). S3o Paulo, 2006

FC + ME Positivo Negativo Total
AAT
Positivo 61 60 74
Negativo 03 526 530
Total 64 586 650
Kappa=0,609

Tabela 13 - Resultados do teste AATE frente a combinagdo dos testes FC com o ME (critério para
fémea vacinada). Sdo Paulo, 2006

FC+ME Positivo Negativo Total
m
Positivo 59 48 107
Negativo 05 538 543
Total 64 586 650
Kappa=0,646

Tabela 14 - Resultados do teste BPA frente a combinacdo dos testes FC com o ME (critério

para fémea vacinada). Sdo Paulo, 2006

FC +ME Positivo Negativo Total
BPA
Positivo 63 34 97
Negativo 01 551 552
Total 64 585 649
Kappa=0,753

5.2 - Analises considerando como gold standards positivos os animais positivos para o

teste da FC (titulo>20UI) e para o ME (critério para fémea niao vacinada) e gold

standards negativos aqueles negativos para o teste da FC (titulo<20UI) e para o ME

(critério para fémea nao vacinada)
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Os pontos de corte para os testes quantitativos através da analise ROC foram definidos
assim, como curvas ROC foram construidas para os testes SRP (figura 6 e tabela 15), SLT
(figura 7 e tabela 16), ELISAC (figura 8 e tabela 17), ELISAI (figura 9 e tabela 18), e PF (figura
10 e tabela 19). Como o teste da SLT apresenta a possibilidade de aglutinagdo completa e
incompleta, os titulos das aglutinagdes incompletas foram considerados como sendo a média
aritmética dos titulos inferior e superior. Assim, 251 foi transformado em 12,5, 501 em 37,5 e

100I em 150.
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Figura 6 - Curva ROC para o teste SRP, considerando como gold standard a combinagio do teste FC
com o ME (critério para fémea nio vacinada). Sdo Paulo, 2006

Tabela 15: Valores de sensibilidade e especificidade relativas segundo o titulo de anticorpos para o teste
SRP gerados pela analise ROC, considerando como gold standard a combinagéo do teste FC
com o ME (critério para fémea ndo vacinada). Sdo Paulo, 2006

Titulo de anticorpos ao SRP Sr (IC=95%) Er (IC=95%)
0 100,0 (94,3 - 100,0) 52(3,5-74)
25 98,4 (91,6 -99,7) 52(35-74)

50* 76,6 (64,3 - 86,2) 73,5 (69,5 - 77.,2)

100** 43,7 (31,4 - 56,7) 96,7 (94,8 - 98,0)

200 0,0 (0,0-5,7) 100,0 (99,3 - 100,0)

*titulo que otimiza os valores de sensibilidade e especificidade relativas; totais de gold standards: positivos= 64; negativos:= 540.
Total= 604

**ponto de corte para bovinos
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Figura 7 - Curva ROC para o teste SLT, considerando como gold standard a combinagdo do teste FC
com o ME (critério para fémea ndo vacinada). Sao Paulo, 2006

Tabela 16 - Valores de sensibilidade e especificidade relativas segundo o titulo de anticorpos para o
teste SLT gerados pela analise ROC, considerando como gold standard a combinagdo do
teste FC com o ME (critério para fémea ndo vacinada). Sdo Paulo, 2006

Titulo de anticorpos ao SLT** Sr (IC=95%) Er (IC=95%)
>0 100,0 (94,3 - 100,0) 0,0 (0,0-0,7)
>0 100,0 (94,3 - 100,0) 66,9 (62,7 - 70,8)
>12,5 100,0 (94,3 - 100,0) 70,6 (66,5 - 74.4)
>25 90,6 (80,7 - 96,5) 924 (89,8 -94.,5)
>37,5* 89,1 (78,7 - 95,5) 99,6 (98,7 - 99.9)
>50 76,6 (64,3 - 86,2) 99,8 (99,0 - 100,0)
>175 70,3 (57,6 -81,1) 99.8 (99.0 - 100,0)
> 100*** 60.9 (47,9 —-72,9) 100,0 (99,3 - 100,0)
>150 57,8 (44,8 —70,1) 100,0 (99,3 - 100,0)
>200 18,8 (10,1 —30,5) 100,0 (99,3 - 100,0)
> 400 10,9 (4,5-21,3) 100,0 (99,3 - 100,0)
> 800 0,0 (0,0-5,7) 100,0 (99,3 - 100,0)
*titulo que otimiza os valores de sensibilidade e especificidade relativas; totais de gold standards: positivos= 64; negativos:= 540.
Total= 604
**12,5=25i, 37,5=50i, 150= 100i
***ponto de corte para bovinos

Sensibilidade

7 J T i TS g R T T T O T Ol o Y 108
0 20 40 60 80 100
100 - Especificidade

Figura 8 - Curva ROC para o teste da ELISAC, considerando como gold standard a combinagio do
teste da FC com o ME (critério para fémea ndo vacinada). Sdo Paulo, 2006
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Tabela 17 - Valores de sensibilidade e especificidade relativas segundo percentagem de positividade (PP) para o
teste ELISAC gerados pela analise ROC, considerando como gold standard a combinacdo do teste
FC com o ME (critério para fémea ndo vacinada). Sdo Paulo, 2006

PP no ELISAC Sr (IC=95%) Er (IC=95%)
>_2 100,0 (94,3 - 100,0) 0,0 (0,0-0,7)
> 2 100,0 (94,3 - 100,0) 0,2 (0,0- 1,0)

> 1 100,0 (94,3 - 100,0) 3,0 (1,7-4.38)
=2 100,0 (94,3 - 100,0) 7,0 (5,0-9,5)
>3 100,0 (94,3 - 100,0) 10,9 (8.4 - 13.9)
>4 100,0 (94,3 - 100,0) 15,7 (12,8 - 19,1)
=5 100,0 (94,3 - 100,0) 18,7 (15,5 - 22.3)
>6 100,0 (94,3 - 100,0) 22,4 (19,0 - 26,2)
>7 100,0 (94,3 - 100,0) 27,0 (23,3- 31,0
=8 100,0 (94,3 - 100,0) 30,2 (26,3 - 34,3)
>9 100,0 (94,3 - 100,0) 33,9(29.9 - 38,1)
> 10 100,0 (94,3 - 100,0) 354 (31,3 -39,6)
> 11 100,0 (94,3 - 100,0) 38,7 (34,6 - 43,0)
>12 100,0 (94,3 - 100,0) 42,6 (38,4 - 46,9)
>13 100,0 (94,3 - 100,0) 45,2 (40,9 - 49,5)
> 14 100,0 (94,3 - 100,0) 43,7 (44.4- 53.0)
>15 100,0 (94,3 - 100,0) 52,4 (48,1 - 56,7)
> 16 100,0 (94,3 - 100,0) 55,0 (50,7 - 59,3)
>17 100,0 (94,3 - 100,0) 58,3 (54,0 - 62,5)
> 18 100,0 (94,3 - 100,0) 62,6 (58,4 - 66,7)
> 19 100,0 (94,3 - 100,0) 64,6 (604 - 63,7)
>20 100,0 (94,3 - 100,0) 66,1 (61,9 - 70,1)
>21 98.4(91,6-99,7) 68,9 (64,8 -72.8)
>22 98,4 (91,6-99,7) 71,1 (67,1 - 74,9)
>23 98.4(91,6-99,7) 73,3 (69,4 - 77,0)
>24 98.4(91,6-99,7) 752 (71,3 - 78.8)
>25 98.4(91,6-99,7) 77,0 (73,3 - 80,5)
>26 98.4(91,6-99,7) 794 (75,8 - 82.8)
>27 98,4 (91,6-99,7) 81,9 (78,3 - 85,0)
> 28 96,9 (89,1 - 99,5) 83,3 (79,9 - 86,4)
>29 96,9 (89,1 - 99,5) 85,2 (81,9 -88,1)
>30 96,9 (89,1 - 99,5) 85,9 (82,7-88,7)
>31 96,9 (89,1 - 99,5) 372 (34,1 - 89,9)
>32 96,9 (89,1 - 99,5) 88,5 (85,5-91,1)
>33 96,9 (89,1 - 99,5) 39,4 (86,5-91,9)
>34 96,9 (89,1 - 99,5) 91,7 (89,0 - 93,9)
>35 96,9 (89,1 - 99,5) 92,8 (90,3 - 94,8)
>36 96,9 (89,1 - 99,5) 93,9 (91,5-95,8)
>37 96,9 (89,1 - 99,5) 96,1 (94,1 - 97,6)
>38 96,9 (89,1 - 99,5) 97,8 (96,1 - 98.3)
>39 96,9 (89,1 - 99,5) 98,5 (97,1 - 99.4)
> 40 96,9 (89,1 - 99,5) 98,9 (97,6 - 99,6)
>41* 96,9 (89,1 - 99.5) 99,1 (97,9 - 99.7)
> 45%% 93,7 (84,7 - 98.2) 99.3 (98,1 - 99,8)
> 46 92,2 (82,7-974) 99,3 (98,1 - 99,8)
>53 90,6 (80,7 - 96,5) 99,4 (98,4-99,9)
>54 89,1 (78,7 - 95.,5) 99.4 (98.4-99,9)
>64 87,5 (76,8 - 94.4) 99,4 (98,4-99,9)
> 69 85,9 (75,0 - 93,3) 99.4 (98,4 -99,9)
>70 84,4 (73,1 - 92,2) 99,4 (98,4-99,9)
>74 81,2 (69,5 - 89.9) 99,4 (98,4-99,9)
>75 79.7 (67,8 - 88.,7) 994 (98.4-99,9)
>77 78,1 (66,0 - 87,5) 99,4 (98,4-99,9)
> 78 75,0 (62,6 - 85,0) 99.4 (98,4 -99,9)
>80 73,4 (60,9 - 83,7) 99,4 (98,4-99,9)
> 83 71,9 (59,2 - 82,4) 99.4 (98,4 -99,9)
> 85 71,9 (59,2 - 82,4) 99,6 (98,7-99.9)
> 87 65,6 (52,7 - 77,0) 99,8 (99,0 -100,0)
> 88 64,1 (51,1-75,7) 99,8 (99,0 -100,0)
>89 62,5 (49,5 - 74,3) 99,8 (99,0 -100,0)
>90 60,9 (47,9 - 712,9) 99,8 (99,0 -100,0)
>91 594 (46,4 -71,5) 99,8 (99,0 -100,0)
> 57,8 (44,8 -70,1) 99,8 (99,0 -100,0)
>93 56,2 (43,3 - 68,6) 99,8 (99,0 -100,0)
>4 453 (32,8 - 58,3) 99,8 (99,0 -100,0)
>95 32,8(21,6-45,7) 99,8 (99,0 -100,0)
>96 20,3 (11,3-32.2) 100,0 (99,3 -100,0)
>97 12,5 (5.6 - 232) 100,0 (99,3 -100,0)
> 08 3,1(0,5-10,9) 100,0 (99,3 -100,0)
>99 0,0 (0,0 -5,7) 100,0 (99,3 -100,0)

*titulo que otimiza os valores de sensibilidade e especificidade relativas; totais de gold standards: positivos= 64; negativos:= 534. Total= 604
**ponto de corte para bovinos
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Figura 9 - Curva ROC para o teste ELISAI, considerando como gold standard a combinagao do teste

FC com o ME (critério para fémea ndo vacinada). Sdo Paulo, 2006

Tabela 18- Valores de sensibilidade e especificidade relativas segundo o titulo de anticorpos para o
teste ELISAI gerados pela analise ROC, considerando como gold standard a combinagao
do teste FC com o ME (critério para fémea ndo vacinada). Sdo Paulo, 2006

Titulo de anticorpos no ELISAI

Sr (IC=95%)

Er (IC=95%)

>0 100,0 (94,3 - 100,0) 0,0 (0,0-0,7)
>0 100,0 (94,3 - 100,0) 0,2 (0,0- 1,0)
>1 100,0 (94,3 - 100,0) 1,1 (04-2,4)
>2 100,0 (94,3 - 100,0) 5.9(4,1-83)
>3 98.4 (91,6 - 99.7) 15,0 (12,1 - 18,3)
>4 93,7 (84,7 - 98.2) 30,4 (26,5 - 34.4)
>5 85,9 (75,0 - 93.3) 47,6 (43,3-51,9)
>6 68,7 (55,9 - 79.8) 62,0 (57,8 - 66,1)
> 7% 64,1 (51,1 -75,7) 71,1 (67,1 - 74.9)
>8 53,1 (40,2 - 65,7) 79,6 (76,0 - 82.9)
>9 48,4 (35,8 - 61,3) 84,6 (81,3 - 87.6)
> 10 40,6 (28.5 - 53.,6) 88,9 (85,9 - 91,4)
>11 37,5 (25,7-50.5) 90,6 (87,8 - 92.9)
>12 344 (23,0-47.3) 92,8 (90,3 - 94.8)
>13 29.7 (18,9 - 42.4) 93,9 (91,5 - 95.8)
>14 28,1 (17,6 - 40.8) 94,6 (92,4 - 96,4)
>15 26,6 (16,3 -39,1) 95,6 (93,5 - 97,1)
>16 21,9 (12,5 - 34,0) 96,7 (94,8 - 98,0)
>17 17,2 (3,9 - 28,7) 97,0 (95,2 - 98.3)
> 18 15,6 (7.8 - 26,9) 97,2 (95,5 - 98.4)
>19 15,6 (7.8 - 26.9) 97,6 (95,9 - 98.7)
>20 14,1 (6,7 - 25,0) 97,6 (95,9 - 98,7)
>21 12,5 (5,6 - 23,2) 97,8 (96,1 - 98.8)
>22 12,5 (5.6 - 23,2) 98,0 (96,4 - 99,0)
>24 12,5 (5,6 - 23,2) 98,3 (96,9 - 99,2)
>125 12,5 (5.6 - 23.2) 98,9 (97,6 - 99.6)
>126 10,9 (4,5 - 21,3) 98,9 (97,6 - 99,6)
>28 78(2,6-17.3) 99,1 (97,9 - 99.7)
>33 78(2,6-17.3) 99,3 (98,1 - 99.8)
>35 78(2.6-173) 99,4 (98,4 - 99,9
>4l 6.2(18-153) 99,4 (98,4 - 99,9)
> 447+ 47(1,0-13,1) 99.4 (98,4 - 99.9)
> 46 1,6 (0,3 - 8.4) 99,4 (98,4 - 99,9)
> 48 1,6 (0.3-84) 99,8 (99,0 - 100,0)
>74 0,0 (0,0-5,7) 99,8 (99,0 - 100,0)
> 64 0,0 (0,0-5,7) 100,0 (99,3 - 100,0)

*titulo que otimiza os valores de sensibilidade e especificidade relativas; totais de gold standards: positivos= 64; negativos:= 534. Total=

604.
**ponto de corte para bovinos
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Figura 10- Curva ROC para o teste PF, considerando como gold standard a combinagdo do teste FC
com o ME (critério para fémea ndo vacinada). Sdo Paulo, 2006
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Tabela 19 - Valores de sensibilidade e especificidade relativas segundo o titulo de anticorpos para o teste da PF
gerados pela analise ROC, considerando como gold standard a combinagdo do teste da FC com o ME
(critério para fémea ndo vacinada). Sdo Paulo, 2006

Unidades de polarizacio do PF Sr (IC=95%) Er (IC=95%)
>35 100,0 (94.3 - 100,0) 0,0 (0,0-0.7)
>35 100,0 (94.3 - 100,0) 0.1(0,0-1,0)
>37 100,0 (94,3 - 100,0) 04(0.1-13)
>39 100,0 (94,3 - 100,0) 0.6 (0.1 - 1,6)
>44 100.0 (94,3 - 100,0) 0.7(0.2-1.9)
> 48 100,0 (94,3 - 100,0) 0.9(03-2.1)
>49 100,0 (94,3 - 100,0) 1,3(0,5-2,7)
> 50 100.0 (94,3 - 100,0) 1.9(09-34)
>51 100,0 (94,3 - 100,0) 2.0(1,0-35)
>52 100,0 (94,3 - 100,0) 22(1,2-39)
>53 100,0 (94,3 - 100,0) 2.4 (13— 4,1)
>54 100,0 (94,3 - 100,0) 3,1 (1.8-5.0)
>55 100.0 (94,3 - 100,0) 3.5(2.1-54)
> 56 100,0 (94,3 - 100,0) 44(29-65)
>57 100,0 (94,3 - 100,0) 5033-72)
>58 100.0 (94,3 - 100,0) 7.8 (5.7-10.4)
>59 100,0 (94,3 - 100,0) 9.1(68-11,8)
> 60 100,0 (94,3 - 100,0) 94 (7,1-12.2)
> 61 100,0 (94,3 - 100,0) 11,1 (3,6-14,1)
>62 100,0 (94,3 - 100,0) 12,6 (9.9 - 15.7)
> 63 100.0 (94,3 - 100,0) 146 (11.8-17.9)
> 64 100,0 (94,3 - 100,0) 194 (162 - 23.0)
> 65 100,0 (94,3 - 100,0) 23,5 (20,0-27.3)
> 66 100.0 (94,3 - 100,0) 28,9 (25.1-32.9)
> 67 984 (91,6 - 99,7) 343 (30,3 -384)
> 68 98,4 (91,6 - 99,7) 42,2 (38,0 - 46,5)
> 69 984 (91,6 - 99.7) 50,0 (45,7 - 54.3)
>70 98,4 (91,6 - 99.7) 58,0 (53,7 - 62.2)
> 71 98.4 (91,6-99.7) 64,6 (60.4 - 68.7)
>72 98.4 (91,6-99.7) 70,2 (66.1 - 74.0)
>173 98.4 (91,6-99.7) 75,0 (71.1 - 78.6)
>74 98.4 (91,6-99.7) 78,7 (75.0 - 82.1)
>175 98.4 (91,6-99.7) 81,1 (77.6 - 84.3)
>176 98.4 (91,6-99.7) 83,7 (80.3 - 86.7)
>77 95,3 (86,9 - 99,0) 85.4 (82,1 - 88,2)
> 78 95,3 (86,9 - 99,0) 87.4 (843 -90.1)
>79 95,3 (86,9 - 99,0) 87.8 (84,7 -90.4)
> 80 93,7 (34,7 -98,2) 88.5 (85,5 -91,1)
> 81 93,7 (34,7 -98,2) 90,6 (87.8 - 92.9)
> 82 93,7 (34,7 -98,2) 90,7 (88,0 - 93,0)
> 83 92,2 (82,7-97.4) 91,5 (88,8 - 93,7)
> 84 92,2 (82,7-97.4) 92,0 (89.4 - 94,2)
> 85 92,2 (82,7-97.4) 93.3(90.9 -953)
> 86 92,2 (82,7-97.4) 93.9 (91,5 - 95.8)
> 87 92,2 (82,7-97.4) 944 (92.2-962)
> 88 92,2 (82,7-97.4) 94.8 (92,6 - 96,5)
>89 92,2 (82,7-97.4) 95.6 (93,5 -97.1)
>90 92,2 (82,7-97.4) 96,3 (94,3 -97.7)
>91 92,2 (82,7-974) 97,2 (95,5 -98.4)

~o2* 92.2(82.7-97.4) 97,6 (95.9-98.7)
> 93 90,6 (30,7 - 96,5) 98,1 (96,6 - 99,1)
>04 90,6 (80.7 - 96,5) 98,5 (97,1 -99.4)
> 95 87,5 (76,8 - 94.4) 98,7(97,3 -99.,5)
>97 85,9 (75,0 - 93,3) 98,7(97,3 -99.,5)
> 08 84,4 (73,1-92,2) 98,7(97,3 -99.,5)
> 104 82.8(71,3-91,1) 98,7 (97,3 -99.,5)
> 107 82,8 (71,3 -91,1) 98.9 (97.6 - 99.6)
>112 82,8 (71,3 -91,1) 99.1(97.9-99.7)
> 115 81,2 (69,5 - 89.9) 99.1(97.9-99.7)
> 116 81,2 (69,5 - 89.9) 99,3 (98.1 - 99.8)
> 117 31,2 (69,5 - 89,9). 99.4 (98.4 - 99.9)
> 118 79,7 (67,8 - 88,7) 99.4 (98.4 - 99.9)
>119 78,1 (66,0 - 87,5) 99.4 (98.4 - 99.9)
> 128 78,1 (66,0 - 87,5) 99.4 (98.4 - 99.9)
> 130 76,6 (64,3 - 86,2) 99.4 (98,4 - 99.9)
> 131 75,0 (62,6 - 85,0) 99.4 (98,4 -99.9)
>132 71,9 (59,2 - 82,4) 99.4 (98.4 - 99.9)
>133 70,3 (57,6 - 81,1) 99.4 (98,4 - 99.9)
>135 68,7 (55,9 - 79.8) 99,4 (98,4 - 99.9)
>136 67,2 (54,3-784) 99,4 (98,4 -99,9)
> 146 65,6 (52,7 - 77,0) 99,6 (98,7 - 99.9)
>151 64,1 (51,1-75,7) 99,6 (98,7 - 99.9)
>153 62,5 (49,5 - 74.3) 99,6 (98,7 - 99.9)
>154 62,5 (49,5- 74.3) 99,8 (99,0 -100,0)
>155 60,9 (47,9 - 72,9) 99,8 (99,0 -100,0)
>156 59,4 (46,4 - 71,5) 99,8 (99,0-100,0)
>166 56,2 (43,3 - 68,6) 99,8 (99,0-100,0)
>167 56,2 (43,3 - 68,6) 100,0 (99,3 -100,0)
>169 54,7(41,7-67.2) 100,0 (99,3 -100,0)
>171 53,1(40,2 - 65,7) 100,0 (99,3 -100,0)
>178 51,6 (38,7 - 64.2) 100,0 (99,3 -100,0)
> 185 50,0 (37,2 - 62,8) 100,0 (99,3 -100,0)
> 188 48,4 (358 - 61,3) 100,0 (99,3 -100,0)
>192 46,9 (34,3 - 59.8) 100,0 (99,3 -100,0)
>197 45,3 (32,8 -58.3) 100,0 (99,3 -100,0)
>219 43,7(31.4-56,7) 100,0 (99,3 -100,0)
>220 42,2 (29,9 - 55,2) 100,0 (99,3 -100,0)
>224 39,1 (27,1 - 52,1) 100,0 (99,3 -100,0)
>238 37,5(25,7-50,5) 100,0 (99,3 -100,0)
>241 35,9 (24,3 - 48,9) 100,0 (99,3 -100,0)
>244 34,4(23,0-473) 100,0 (99,3 -100,0)
>245 31,2(20.2 -44.1) 1000 (99.3 -100,0)
> 246 29,7(18,9-42.4) 100.0 (99.3 -100,0)
>248 28,1 (17,6 - 40.8) 100.0 (99.3 -100,0)
>253 26,6 (16,3 - 39,1) 100,0 (99,3 -100,0)
>254 23,4 (138-357) 100,0 (99,3 -100,0)
> 255 21,9 (12,5 - 34,0) 100,0 (99,3 -100,0)
>258 17,2 (8,9 - 28,7) 100,0 (99,3 -100,0)
> 259 15,6 (7.8 - 26,9) 100,0 (99,3 -100,0)
>263 12,5 (5,6 - 23,.2) 100,0 (99,3 -100,0)
>265 10,9 4,5-21,3) 100,0 (99,3 -100,0)
> 267 6,2 (1,8 - 15,3) 100,0 (99,3 -100,0)
> 268 4,7 (1,0-13,1) 100,0 (99,3 -100,0)
>274 3,1(05-10,9) 100,0 (99,3 -100,0)
>278 1,6 (0,3 - 8,4) 100,0 (99,3 -100,0)
>303 0,0 (0,0 -5,7) 100,0 (99,3 -100,0)

*titulo que otimiza os valores de sensibilidade e especificidade relativas; totais de gold standards: positivos= 64; negativos:= 534. Total= 604

**ponto de corte para bovinos
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Os pontos de corte calculados acima foram utilizados para o célculo do indice de
concordancia Kappa de cada teste, frente os mesmos gold standards. O indice Kappa também
foi calculado para os testes qualitativos (AAT, AATE e BPA). Os resultados constam das

Tabelas 20 a 28.

Tabela 20 - Resultados do ELISAC frente a combinagdo dos testes de FC com o ME (critério para
fémea ndo vacinada). Sdo Paulo, 2006

FC + ME Positivo Negativo Total
ELISAC
Positivo 62 6 68
Negativo 2 534 536
Total 64 540 604
Kappa=0,932

Tabela 21 - Resultados do ELISAI frente & combinagdo dos testes de FC com o ME (critério para

fémea ndo vacinada). Sdo Paulo, 2006

FC + ME Positivo Negativo Total
ELISAI
Positivo 44 205 249
Negativo 20 335 355
Total 64 540 604
Kappa=0,135

Tabela 22 - Resultados do PF frente a combinagdo dos testes de FC com o ME (critério para fémea

ndo vacinada). Sao Paulo, 2006

FC + ME Positivo Negativo Total
PF
Positivo 59 15 74
Negativo 05 525 530
Total 64 540 604
Kappa=0,836

Tabela 23 - Resultados do SLT frente a combinagao dos testes de FC com o ME (critério para fémea

ndo vacinada). Sao Paulo, 2006

FC + ME Positivo Negativo Total
SLT
Positivo 58 41 74
Negativo 06 499 530
Total 64 540 604
Kappa=0,669

Tabela 24 - Resultados do SRP frente a combinagdo dos testes de FC com o ME (critério para fémea

ndo vacinada). Sdo Paulo, 2006

w Positivo Negativo Total
SRP

Positivo 61 388 449

Negativo 03 152 155

Total 64 540 604

Kappa=0,064
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Tabela 25 - Resultados do AAT frente a combinagao dos testes de FC com o ME (critério para fémea

ndo vacinada). Sao Paulo, 2006

FC + ME Positivo Negativo Total
AAT
Positivo 61 41 102
Negativo 03 499 502
Total 64 540 604
Kappa=0,695

Tabela 26 - Resultados do AATE frente a combinagao dos testes de FC com o ME (critério para fémea

ndo vacinada). Sao Paulo, 2006

w Positivo Negativo Total
AATE

Positivo 59 30 89
Negativo 05 510 515
Total 64 540 604
Kappa=0,739

Tabela 27 - Resultados do BPA frente a combinagdo dos testes de FC com o ME (critério para fémea

ndo vacinada). Sao Paulo, 2006

w Positivo Negativo Total
BPA

Positivo 63 22 85
Negativo 01 518 519
Total 64 540 604
Kappa=0,824

A tabela 28 mostra os pontos de corte originais dos testes quantitativos utilizados para
classificar bovinos como positivos (critério para animais vacinados e ndo vacinados)
(CASAS-OLASCOAGA, 1976) e ponto de corte sugerido pelas analises das curvas ROC. A
tabela 29 traz os resultados consolidados para os testes quantitativos avaliados e como seriam
esses valores com os respectivos pontos de corte originais dos testes. A tabela 30 mostra os
resultados consolidados para os testes quantitativos avaliados e, a tabela 31, traz os resultados

dos valores de Kappa dos testes sorologicos quantitativos
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Tabela 28 - Pontos de corte dos testes sorologicos quantitativos para diagnostico da brucelose
bubalina, segundo os dois critérios de composigio dos gold standards. Sao Paulo, 2006

Teste [Pontos de corte gerados pela | Pontos de corte Pontos de corte gerados pela Pontos de corte
curva ROC (fémeas originais (fémeas curva ROC (fémeas niao originais (fémeas nio
vacinadas) vacinadas) vacinadas) vacinadas)

ELISAC 43 40 40 40

PF 92 105 105 105
SLT 501 200 501 100
ELISAI 7 45 7 45

SRP 501 200 501 100

Legenda - ELISAC- teste imunoenzimatico ELISA competitivo; PF- teste de polarizagdo fluorescente; SLT- teste de
soroaglulinacdo lenta em tubos; ELISAI- teste imunoenzimatico ELISA indireto; SRP- teste de soroaglutinagio
rapida em placa

Tabela 29 - Valores de sensibilidades (Sr) e especificidades (Er) relativas dos testes soroldgicos
quantitativos para diagnostico da brucelose bubalina, segundo os dois critérios de
composi¢do dos gold standards e segundo os pontos de corte originais dos testes. Sao
Paulo, 2006

Fémeas vacinadas Fémeas ndo vacinadas
Composicao dos gold standads | Pontos de corte | Composicao dos gold standads Pontos de corte
- FC (tit=20UI) + ME originais - FC (tit>20UI) + ME originais

Sr Er Sr Er Sr Er Sr Er

ELISAC 95,3 98,6 95,3 98,5 96,9 99,1 96,9 98,9
PF 92,2 97,1 84,4 98,5 92,2 97,6 82,8 98,7
SLT 85,9 93,2 18,8 100,0 89,1 99,6 18,8 100,0
ELISAI 64,1 71,8 4,7 99,5 64,1 71,1 4,7 99,4
SRP 76,6 71,7 0,0 100,0 76,6 73,5 0,0 100,0

Legenda - ELISAC- teste imunoenzimatico ELISA competitivo; PF- teste de polarizagdo fluorescente; SLT- teste de
soroaglulinacao lenta em tubos; ELISAI- teste imunoenzimatico ELISA indireto; SRP- teste de soroaglutinagéo
rapida em placa

Tabela 30 - Valores de sensibilidades (Sr) e especificidades (Er) relativas dos testes sorologicos
qualitativos para diagndstico da brucelose bubalina, segundo os dois critérios de
composicdo dos gold standards. Sado Paulo, 2006

Id standards | FC (tit=20UI) e + ME (fémeas vacinadas) FC (tit>20UI) e + ME (fémeas nio vacinadas)
Teste
Sr Er Sr Er
BPA 98,4% 94,2% 98,4% 95,9%
AAT 95,3% 91,8% 95,3% 94,4%
AATE 92,2% 89,8% 92,2% 92,4%

Legenda: AAT- teste do antigeno acidificado tamponado; BPA - teste do antigeno brucélico acido tamponado para teste da
soroaglutinagdo; AATE — teste do antigeno acidificado tamponado europeu.
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Tabela 31 - Valores de Kappa dos testes soroldgicos quantitativos para diagndstico da brucelose
bubalina, segundo os dois critérios de composi¢do dos Gold standards. Sdo Paulo, 2006

Teste Gold standard: FC e ME (fémeas vacinadas) Gold standard: FC e ME (fémeas nio vacinadas)
ELISAC 0,900 0,932
PF 0,804 0,836
BPA 0,753 0,824
AATE 0,646 0,739
AAT 0,609 0,695
SLT 0,481 0,669
ELISAI 0,132 0,135
SRP 0,056 0,064

Legenda - ELISAC- teste imunoenzimatico ELISA competitivo; PF- teste de polarizagdo fluorescente; SLT- teste de
soroaglulinagdo lenta em tubos; ELISAI- teste imunoenzimatico ELISA indireto; SRP- teste de soroaglutinagio
rapida em placa; AAT- teste do antigeno acidificado tamponado; BPA - teste do antigeno brucélico
acido tamponado para teste da soroaglutinacdo; AATE — teste do antigeno acidificado tamponado
curopeu.
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6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo permitem apenas comparar o desempenho dos
testes AAT, AATE, BPA, SLT, SRP, ELISAI, ELISAC e PF frente aos gold standards
estabelecidos e classificar suas performances de modo a indicar quais os testes mais
promissores para a espécie bubalina. Sao duas as razdes dessa afirmacao:

A primeira delas ¢ o fato de ndo se saber ao certo se os animais foram ou ndo
vacinados, o que foi descrito no material e métodos como vacinagao irregular. Esse viés foi
contornado através da realizagdo de duas séries de analises, admitindo-se as duas condigdes.

A segunda razdo ¢ o fato dos gold standards serem baseados exclusivamente em
sorodiagndstico, em verdade numa combinacao de dois testes (ME e FC). O teste ME possui
uma faixa de resultados considerados inconclusivos. Esses resultados foram excluidos das
analises. A conseqiiéncia disso ¢ que os gold standards ajudaram os testes, pois 0s grupos
gold standards positivos e negativos foram construidos com rigor, eliminando soros de varios
animais que se encontravam na area de sombra para o teste do ME. O ideal seria compor esses
grupos com base em diagnostico de certeza da brucelose. Entretanto, como o critério adotado
foi 0 mesmo para todos os testes, os resultados permitem comparar seus desempenhos entre
Si.

O primeiro fato que chama a atengdo ¢ o resultado das analises da curvas ROC para
estimar os pontos de corte dos testes quantitativos, observados na tabela 29, que traz os
resultados consolidados para os testes quantitativos avaliados. Os resultados obtidos sugerem
que para determinados testes ha necessidade de se estabelecer pontos de corte especificos
bubalinos.

Os pontos de corte para se classificar um bovino como positivo pelo SLT ¢ de >100

(critério para animais vacinados) ou >200 (critério para animais ndo vacinados) (CASAS-
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OLASCOAGA, 1976). Os resultados obtidos mostraram que se 0 mesmo critério for adotado
para bubalinos a sensibilidade e a especificidade relativas seriam de 18,8% e 100,0% para os
dois gold standards adotados (tabela 29). Para essas duas condi¢des, o ponto de corte sugerido
pelas andlises foi de 50I, resultando em boa combinacdo de valores sensibilidade e
especificidade relativas, respectivamente 85,9% e 89,1% e 93,2% e 99,6% (tabela 29). Houve
ganhos substanciais em sensibilidade sem perder em especificidade.

O manual do ELISAI (INSTITUTE FOR ANIMAL SCIENCE AND HEALTH, 2000)
recomenda a ado¢do de porcentagem de positividade >45% para classificar bovinos como
positivos. Os resultados do presente experimento mostraram que se 0 mesmo critério adotado
para bovinos for adotado para bubalinos a sensibilidade relativa serd inferior a 4,7% e a
especificidade relativa inferior a 99,4%, para os dois gold standards adotados (tabela 29). Para
essas duas condigdes, o ponto de corte sugerido pelas analises foi de 7, resultando em valores
sensibilidade e especificidade relativas entre 64,1% e 71,8% e 71,1% (tabelas 4, 18 ¢ 29).

Para o ELISAC, ndo foi verificada grande diferenga entre o ponto de corte
recomendado por Nielsen et al. (2000) para bovinos (PP >40%) e o obtido no presente estudo
(PP >43% ou >41%, para vacinados e ndo vacinados, respectivamente). Esses pontos de corte,
para os dois critérios de gold standards adotados, resultaram em valores sensibilidade de
95,3% e 96,9% e especificidade relativas de 98,6% e 99,1% (tabela 29). Se fossem utilizados
os pontos de corte recomendado, os valores de sensibilidade e especificidade relativas seriam
95,3% € 96,9% e especificidade relativas de 98,5% e 98,9% (tabela 29).

Para o PF, Nielsen et al. (1996) recomendaram >92 unidades de minipolarizagao (mP)
e Samartino et al. (1999 b) 105 mP. No presente experimento o ponto de corte foi de 92,
resultando em valores de sensibilidades relativas de 92,2% e especificidades relativas de
97,1% ¢ 97,6% (tabela 29). Caso fosse adotado o critério de >99, esses valores seriam,

respectivamente de 84,4% e 98,5%.
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Portanto, esses resultados sugerem que os pontos de corte do ELISAC e PF para
bovinos e bubalinos podem ser os mesmos (ponto de corte para bovinos adotado por Nielsen
et al. (1996). Porém, para o SLT, SRP e ELISAI os pontos de corte para bubalinos devem ser
revistos. Importante ressaltar que o estabelecimento desses pontos de corte deverd ser feito em
ensaios com gold standards baseados em diagnostico direto.

Para permitir que os testes qualitativos sejam comparados entre si e com o0s
quantitativos, no referente as suas caracteristicas intrinsecas, foi construida a tabela 30, com
base nas tabelas 25, 26 e 27. Os valores de sensibilidade e especificidade relativas
encontrados para o AAT e AATE sdo muito proximos e mantém-se dentro das variagdes
observadas por outros autores (quadro 1).

Os valores de sensibilidade e especificidade relativas para os testes qualitativos e
quantitativos verificadas no presente estudo estdo contidos dentro dos valores maximos e
minimos do quadro 1, exceto para as situagdes abaixo enumeradas.

As especificidades relativas verificadas para o BPA (tabela 30) sio levemente
inferiores aos relatados por Vanzini et al. (1998) e Uzal et al. (1996) e superior aquela
relatada por Fosgate et al. (2002), respectivamente de 98,6% e 97,6% e 90,7%, salientando
que o ultimo autor trabalhou com bubalinos. Vanzini et al. (1998) utilizaram como gold
standards negativos 2.646 amostras de soro de fémeas bovinas provenientes de rebanhos
livres de brucelose por no minimo cinco anos e constataram especificidade relativa do BPA
em relacdo ao FC de 98,6%. Uzal et al. (1996) estudaram 501 soros de fémeas bovinas adultas
regularmente vacinadas com a B19 e negativas ao AAT e ME e obtiveram especificidade
relativa de 97,6% para o BPA. Os mesmos autores obtiveram 100% de especificidade relativa
do BPA quando examinaram 235 soros de fémeas ndo vacinadas provenientes de rebanhos
livres de brucelose. Fosgate et al. (2002) examinaram 381 soros bubalinos provenientes de

rebanhos livres e infectados nos quais realizaram SRP, TC, BPA e SLT e a partir de

64



abordagem baiesiana verificou especificidade relativa de 90,7% para o BPA.

A especificidade relativa do SRP verificada no presente experimento foi de 76,6%
(tabela 29), muito inferior a de 86,3%, relatada por Molnar et al. (2002) e 99,3% por Fosgate
(2002), a despeito de também terem sido calculadas para a espécie bubalina. Molnar et al.
(2002) estudaram 440 soros bubalinos e utilizou como gold standard os resultados do
ELISAC, fornecido pela FAO/IAEA, composto por anticorpos monoclonais M84, com ponto
de corte de 40% de PP, seguindo recomendacao de Nielsen et al. (1995). Fosgate et al. (2002)
examinaram 381 soros bubalinos provenientes de rebanhos livres e infectados nos quais
realizaram SRP, TC, BPA e SLT e a partir de abordagem baiesiana verificou especificidade
de 99,3% para o SRP.

As sensibilidades relativas do SLT verificadas no presente estudo (Tabela 29) foram
bastante superiores a relatada por Fosgate et al. (2002), de 75,0%. Esses autores examinaram
381 soros bubalinos provenientes de rebanhos livres e infectados nos quais realizaram SRP,
TC, BPA e SLT e calcularam a sensibilidade a partir de abordagem baiesiana. Nielsen e
Duncan (1990) obtiveram sensibilidade de 70,4%, porém para bovinos.

O ELISALI apresentou valores de sensibilidade e especificidade relativas (tabela 29)
inferiores a 98,57% e 97,33%, respectivamente, relatado por Molnar et al. (2002). Esses
autores examinaram 440 soros bubalinos e elegeram como gold standard o ELISAC. Paulin et
al. (2004) e Samartino et al. (1999a), que relataram valores sensibilidade e especificidade
superiores a 93,7%, além de terem trabalhado com bovinos, adotaram pontos de corte diverso
(PP de 45% e 40 %, respectivamente).

Essa baixa sensibilidade relativa pode ter sido resultado do conjugado utilizado no
presente experimento, composto por anticorpos policlonais antiespécie bovina. Os isotipos da
molécula do anticorpo IgG; da espécie bovina apresentam pequenas variagdes em relacdo ao

isotipo da molécula do anticorpo IgG;de bubalinos. Acredita-se que possam ocorrer reagdes
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cruzadas entre as duas espécies. Todavia, nesse caso, as variagdes entre os isotipos da
molécula de anticorpo responsaveis por essas reagoes interespécie deveriam ser determinadas.
Conforme Dra. Olga Marifio', o ideal seria produzir um conjugado especifico para o anticorpo
monoclonal da classe IgG, antiespécie bubalina, o que poderia melhorar a qualidade do
ELISAI (informagdo verbal). Guarino et al. (2001) e Molnar et al. (2002), utilizaram
conjugados anti anticorpo IgG; bubalino e, de fato, obtiveram valores de sensibilidade
(100,0% e 98,6%, respectivamente) e especificidade (98,6% e 97,3%, respectivamente)
relativas superiores.

Quanto ao ELISAC, o conjugado empregado (soro monoclonal de roedor anti-CO
marcado com peroxidase) ¢ direcionado contra a CO, razao pela qual, quando se aplica o
teste, ndo ha diferenga de resultados entre soros de espécies distintas, pois o que se reconhece
¢ uma parte da estrutura da parede bacteriana. O anticorpo do bubalino competira com o
anticorpo monoclonal que se liga ao antigeno adsorvido na placa. Se este soro possuir
anticorpos, o anticorpo monoclonal ficard livre e ndo havera producdo de cor.

No presente trabalho, o ELISAC apresentou valores de sensibilidade e especificidade
relativas (tabela 29) ligeiramente inferiores aos relatados pelos autores constantes do quadro
1. Nielsen e Gall (1998) e Samartino et al. (1999a) trabalharam com bovinos. Mathias et al.
(1998) e Molnar et al. (2002) com bubalinos. Embora esses autores tenham elegido pontos de
corte pouco superiores aos aqui adotados (PP >40), essa pequena diferenca nos valores podem
ter sido decorrentes das diferentes estratégias adotadas para a composicao dos gold standards.
Em relacdo ao PF, as sensibilidades e especificidades relativas foram semelhantes as
encontradas por Dajer et al. (1999), Nielsen et al. (1996), Nielsen et al. (1998), Nielsen et al
(1999) e Samartino et al. (1999 b) (quadro 1), comprovando ser este teste também muito bom

para a espécie bubalina.

Informagdes fornecidas por Dra. Olga Marifio em 2006 no 12" International Symposium of the World
Association of Veterinary Laboratory Diagnosticians. Montevideo, 2005.
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Portanto, a comparacdo dos valores sensibilidade e especificidade relativas obtidos no
presente trabalho com aqueles obtidos por outros autores deve ser feita com cautela, pois
existem diferencas quanto a composi¢ao dos gold standards e pontos de corte adotados. Até
variagOes de técnica devem ser consideradas. Ainda assim, os resultados obtidos sugerem que
as melhores combinacdes de sensibilidade e especificidade relativas foram alcancadas pelo
ELISAC, PF, BPA e AAT.

A tabela 31 traz os resultados do Kappa para os dois conjuntos de gold standards, com
base nas tabelas 7 a 14 (critério para fémeas vacinadas) e 20 a 28 (critério para fémeas nao
vacinadas).

Os valores de Kappa verificados para o ELISAC (0,900 e 0,932, tabelas 7 e 20) foram
levemente inferiores aos relatados por Mathias et al. (1998), e Samartino et al. (1999 a) e
Vanzini et al. (1998), respectivamente de 0.970, 0,980 e 0,980. Mathias et al. (1998), os
unicos que trabalharam com bubalinos, analisaram 455 amostras de soros de fémeas e
estabeleceram como gold standard positivo os animais com resultados positivos no AAT e no
FC e negativos os animais com resultados negativos nesses dois testes. Vanzini et al. (1998) e
Samartino et al. (1999 a) trabalharam com bovinos.

Os valores de Kappa verificados para o PF (0,804 e 0,836, tabelas 9 e 22) foram
levemente inferiores a 0,96 relatado por Dajer et al. (1999). Importante ressaltar que esses
autores trabalharam com bovinos e compuseram os gold standards exclusivamente com o FC.
A condi¢ao vacinal era desconhecida.

Os valores de Kappa verificados para o BPA (0,753 e 0,824, tabelas 14 e¢ 27) foram
levemente inferiores aos relatados por Uzal et al. (1996) e Vanzini et al. (1998),
respectivamente de 0,971 e 0,960. Vale lembrar que ambos estudos foram realizados com
bovinos.

Os valores de Kappa verificados para o AAT (0,609 e 0,695, tabelas 12 e 25) foram
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inferiores aos relatados por Dajer et al. (1999), Molnar et al. (2002) e Pinto et al. (2005),
respectivamente de 0,700, 0,845 ¢ 0,927. Molnar et al. (2002) estudaram 440 amostras de
soros bubalinos e compuseram os testes de gold standards com base, exclusivamente, nos
resultados do ELISAC. Pinto et al. (2005) analisaram 90 soros de fémeas bubalinas adultas e
ndo vacinadas e estabeleceram os gold standards da mesma forma que o presente estudo,
conforme recomendacdo de Martin et al. (1987). Dajer et al. (1999), conforme ja referido,
trabalharam com bovinos.

Os valores de Kappa verificados para o ELISAI (0,132 e 0,135, tabelas 8 e 21) foram
muito inferiores aos relatados por Molnar et al. (2002) e Samartino et al. (1999),
respectivamente de 0,912 e 0,980. Molnar et al. (2002), os Unicos que trabalharam com
bubalinos, utilizaram conjugado diverso daquele empregado no presente estudo, mais
apropriado para bubalinos, conforme ja exposto acima.

Os valore de Kappa verificados para o SRP (0,056 e¢ 0,064, tabelas 11 e 24) foram
muito inferiores a 0,543, relatado por Molnar et al. (2002). Vale lembrar que esses autores
basearam seus gold standards no ELISAC, exclusivamente.

Na literatura consultada ndo foram encontrados valores de Kappa para o SLT.

Analisando os resultados de Kappa contidos na tabela 31, verificamos que, neste
estudo, os melhores resultados, respectivamente para critério de animais vacinados e nao
vacinados, foram os do ELISAC (0,9 e 0,932 - 6timos), seguidos do PF (0,804 ¢ 0,836 —
otimos), BPA (0,753 e 0,824 — bons), AATE (0,646 ¢ 0,739 — bons) e AAT (0,609 e 0,695 -
bons).

Assim, se analisarmos os resultados de Kappa (tabela 31), os resultados de
sensibilidade e especificidade relativas (tabela 29) e a facilidade de realizacdo dos testes,
podemos concluir que o BPA, o AAT e o AATE sdo os melhores testes para o diagndstico de

triagem em bubalinos e que o ELISAC e o PF sdo os testes mais promissores para o
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diagnostico confirmatorio nessa espécie, pois ganhos adicionais de especificidade podem ser

alcangados pelo simples aumento do ponto de corte.
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7. CONCLUSOES

1. Os resultados dos estudos com os testes ELISAC e PF em bovinos podem ser inferidos para
bubalinos com uma razoéavel seguranga.

2. Devem ser estabelecidos pontos de corte especificos para bubalinos para os testes SLT,
SRP e ELISAL

3. As melhores combinacdes de sensibilidade e especificidade relativas foram alcancgadas pelos
testes ELISAC, PF, BPA ¢ AAT.

4. Os melhores resultados de Kappa foram verificados para o ELISAC (0.9 e 0,932 - 6timos),
seguidos do PF (0,804 e 0,836 - 6timos), do BPA (0,753 e 0,824 - muito bom e 6timo),
do AATE (0,646 ¢ 0,739 — muito bons) e do AAT (0,609 e 0,695 — muito bons).

5. O BPA, o AAT e o AATE foram os melhores testes para o sorodiagnodstico de triagem em
bubalinos ¢ o ELISAC ¢ o PF foram os testes mais promissores para o diagnostico
confirmatorio nessa espécie, j& que ganhos adicionais de especificidade podem ser

alcancados pelo simples aumento do ponto de corte.
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APENDICE A

Tabela 32: Resultados dos testes sorologicos para diagnostico da brucelose em fémeas
bubalinas adultas, vacinadas com B19 na idade recomendada. Sdao Paulo, 2006.

Teste\Animal AAT SRP ME SLT ELISAC PF FC
1 N 100 N 50 8 70 N
2 P 200 N 25 14 66 N
3 N 100 N 501 17 68 N
4 N 100 N N 15 71 N
5 N 25 N 501 14 70 N
6 N 100 N N 9 71 N
7 N 100 N N 14 71 N
8 N 50 N N 12 69 N
9 N 50 N N 16 64 N
10 N 100 N N 11 66 N
11 P 25 N 100i 60 120 N
12 N 25 N N 9 69 N
13 N 100 N 501 12 65 N
14 N 200 N 251 9 70 N
15 N 100 N N 16 63 N
16 N 100 N N 10 66 N
17 N 100 N N 17 68 N
18 N 200 N 25 7 70 N
19 N 100 N 25 20 87 23,2
20 N 50 N 25 21 62 16,6

21 N 100 N N 12 70 N
22 N 50 N 251 9 70 N
23 N 25 N 25 14 69 N
24 N 25 N 25 14 58 N
25 N 50 N N 14 67 N
26 N 100 N 25 7 58 N
27 N 100 N 50 14 67 N
28 N 50 N N 7 58 N
29 N 50 N N 7 66 N
30 N 100 N 251 5 68 N
31 N 50 N 25 5 63 N
32 N 100 N 100i 10 69 N
33 P 100 N 100 2 72 N
34 N 25 N 50 14 65 N
35 N 200 N N 15 67 N
36 PP 200 50 100 74 155 185,6
37 N 50 N 25 11 73 N
38 N 100 N N 16 74 N
39 N 50 N 25 22 64 N
40 N 50 N N 24 63 N
41 N 50 N N 22 71 N
42 N 100 N N 8 67 N
43 N 100 N N 29 66 N
44 N 100 N N 28 65 N
45 N 50 N N 31 69 N
46 N 100 N N 23 64 N
47 N 50 N N 32 50 N
48 N 50 N N 24 65 N
49 N 100 N N 24 65 N
50 N 50 N N 37 70 N
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Teste\Animal AAT SRP ME SLT ELISAC PF FC
51 PP 100 100 100 21 77 26,6
52 N 100 N 25 34 66 N
53 N N N N 26 62 N
54 N 100 N N 26 68 N
55 N 50 N N 24 71 N
56 N 100 N N 32 73 N
57 N 100 N N 27 64 N
58 N 100 N N 35 68 N
59 N 50 N N 27 68 N
60 N 25 N N 37 68 N
61 N 50 N N 27 68 N
62 N 50 N N 26 69 N
63 N 50 N N 18 72 N
64 N 50 N N 26 70 N
65 N 50 N N 38 69 10 UI
66 PPP 200 200 200 94 130 17024
67 N 50 N 25 39 72 23,2
68 N 50 N N 26 68 N
69 N 25 N N 27 69 N
70 N 50 N N 23 87 N
71 PPP 50 100i 200 89 263 1702,4
72 P 50 N N 6 70 N
73 P 50 N N 27 72 N
74 N N N N 9 69 N
75 N 25 N N 11 64 N
76 N 25 N N 29 60 N
77 N 25 N N 29 68 N
78 P 50 N N 24 71 N
79 PPP 100 50 i 501 93 254 1062,4
80 N 50 N N 23 64 N
81 N 50 N N 39 56 N
82 N 25 N 251 39 80 N
83 PPP 200 100 200 94 115 53,2
84 N 25 N N 34 70 N
85 P 100 25i 200 8 65 N
86 PP N N N 36 91 N
87 N 50 N N 37 72 N
88 N 50 N N 35 95 N
89 N 50 N 25 21 66 N
90 N 200 N 25 22 70 N
91 P 50i N N 28 71 N
92 N 100 N N 4 72 N
93 N 25 N N 26 74 N
94 P 100 N 50 85 214 185,6
95 N 50 N N 27 68 N
96 PPP 200 50 200 926 268 1702,4
97 PPP 200 25 200 prozona 96 178 425,6
98 P 50 N N 38 56 N
99 N 200 N 25 38 62 N
100 N 100 25 25 95 166 371,2
101 PPP 200 50i 200 prozona 95 131 212,8
102 PPP 200 100i 400 prozona 2 241 742,7
103 P 200 100 200 prozona 46 67 46,4
104 N 50 N N 12 56 26,6
105 N 100 N N 15 63 N
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57
72
156
267

27

25

106

21

25

107
108

851
185,6

95
96

200
200
50
25
800 prozona

200i

200
50
200
100
200
50
50
50
50
25

PPP
PP

100

109

56

67
259

14
12
98
21

110
111
112
113

1702,4

800

PPP

67

501
251

77
71

37
17
20
37

114
115

251
25

70
70
64
69
62
85
258

116

25

117
118

16
19
34
36
96

501

50

50
25

119

120

121

25

851,2

PP 25 50 200 i

122
123

54
58
71

50
200
25

12
18
38
95

124
125

67
253

251

100 i

25

126

212,8

50 25

25

127
128

74
71

30

39

251

50
25

129

75

16
27

130
131

69
74
76
83

25

50
50
50
50
25

13
32
40

25

132

501

133

134

74
76
69
73

34

135

251
251

50
50
50
100
50
25

136

21

137

20
30
97

501
50
200
25

138

76
255

139

742,4

50

140

141

86
70

87
33
33

50

142

59
68

100
50
50
50
50
25

143

11

25

25

144

67

35
97

145

425,6

185
69
62
63

100
25

100

146

20
21

147

148

33
23

50i
501
25

100
501
25

149

70
69
73
73

150
151

21

28

25

50
50
50

152
153

50i

71

17
27

154

63

25

100

155

58
84
77
65

16
30

156

100
50
50
25

157
158

18
24
21

25

159

69
70

160

161

27

50
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162 P 200 50 50 16 65 N
Teste\Animal  AAT SRP ME SLT ELISAC PF FC
163 N 100 N 25 28 77 N
164 N 50 N N 25 77 N
165 N 50 N N 31 75 N
166 N 50 N N 18 65 N
167 N 50 N N 38 72 N
168 N 25 N N 36 68 N
169 p 50 N 25 30 68 N
170 N 50 N 25 20 78 N
171 P 50 N N 22 66 N
172 N 50 N N 17 72 N
173 N 25 25i N 12 58 N
174 N 50 N N 18 68 N
175 N 50 N N 22 68 N
176 N 25 N N 31 76 N
177 N 50 N N 22 68 N
178 N 50 N N 27 61 N
179 N 25 N N 34 63 N
180 N 50 N N 37 72 N
181 N 50 N N 22 81 N
182 N 50 25 25 27 66 N
183 P 100 N 25 29 63 N
184 N 50 N N 27 70 N
185 PPPP 200 800 800 98 245 1702,4
186 N 50 N N 24 71 N
187 PP 100 25 25 64 95 20
188 PP 200 25 50i 80 104 26,6
189 PPPP N 100 200 95 224 1702,4
190 PPPP 200 200i 200 45 95 46,4
191 p 100 25i 50 26 80 N
192 N 25 N 25 28 70 N
193 PP 200 25 50 96 151 26,6
194 p 200 25 50 28 73 N
195 PPP 25 200i 200 97 136 212,8
196 P N 25 25 32 80 N
197 PP 100 25i 100i 17 60 N
198 PP 100 N 50 28 59 N
199 PPPP 200 200 200 94 188 106,4
200 N 25 N N 8 67 N
201 PPPP 50 400 400 95 254 425,6
202 p 100 N N 25 74 N
203 N 25 N 25 7 163 106,4
204 P 100 25i 50 4 67 N
205 p 100 N 50 6 69 N
206 N N N N 1 72 N
207 N 50 N 25 1 70 N
208 PPP 100 100 200 92 93 80
209 N N N N 12 81 N
210 N 50 N N 13 54 N
211 PP 50 N 25 45 105 26,6
212 N 100 N 25 23 68 N
213 N 100 N N 1 71 N
214 N N N 25 22 67 N
215 N 25 N 50 14 72 N
216 p 100 N 25 1 71 N
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