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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo comparar o teste do 2-Mercaptoetanol (2-ME) em relacéo
a reacgdo de fixacdo do complemento (RFC") no sorodiagnostico da brucelose, ambos escolhidos
como confirmatorios pelo Programa Nacional de Combate & Brucelose Bovina do Ministério da
Agricultura, Pecuériae Abastecimento no Brasil. Paratanto, foram processadas 77 amostras de soro
de fémeas bovinas vacinadas, com idade igual ou superior a 24 meses (grupo A) e 74 amostras de
soro de fémeas de bovinos ndo vacinadas (grupo B), totalizando 151 animais pertencentes a
diferentes tipos de exploracéo e procedentes de cinco estados brasileiros. Foram identificados,
através da RFC', 40,2% de animais reatores e 35,1% para o grupo B. O teste estatistico utilizado para
analisar os resultados foi 0 de McNEewmARr, com intervalo de confianga de 5%, ndo havendo diferenca
estatistica significativa entre os mesmos. O teste KAPPA foi usado como medida de concordéncia
entre as provas e o resultado foi de 91,9% para o grupo A e 88,5% para o grupo B. Baseados nos
dados, calculou-se a sensibilidade, a especificidade e a concordancia do 2-ME em relacdo a RFC',
teste padrdo para a doenga. Observou-se sensibilidade do 2-ME de 96,8% e 100% e especificidade
95,6% e 91,7%. Conclui-se que 0 2-me é um 6timo teste confirmatoério no sorodiagndéstico da
brucelose bovina, revelando, também neste trabalho, possuir boa sensibilidade.

PALAVRAS-CHAVE: Brucelose bovina, 2-Mercaptoetanol, reacdo de fixacdo do complemento,
sorodiagndstico.

ABSTRACT

COMPARATIVESTUDY OF 2-MERCAPTOETHANOL AND COMPLEMENT FIXATIONTEST
IN BRUCELLOSIS DIAGNOSIS IN BOVINE SERUM. The objective of the present study was to
compare two tests commonly applied in brucellosis diagnosis in bovine serum, 2-Mercaptoethanol
(2-ME) and Complement Fixation Test (RFC"). Both tests have been chosen as confirmatory means
by the National Program Against Bovine Brucellosis of the Brazilian Agriculture Ministry
[Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento]. In the trial, 77 serum samples from vaccinated
female bovines (group A), 24 months old or older, and 74 samples from non-vaccinated females
(group B) were analyzed. These 151 samples came from five Brazilian states. RFC’ identified 40.2%
reactor animals for group A and 35.1% for group B. Statistical comparison of the results was
performed by the McNEewmar test, with a 5% confidence interval. There was no statistically
significant difference between the results. The KAPPA test was used as an agreement measure
between the tests and the result was 91.9% for group A and 88.5% for group B. Based on these data,
the sensitivity, specificity, and agreement between 2-ME and RFC' were analyzed. Sensitivity of
2-ME was 96.8% and 100%, and specificity was 95.6% and 91.7%. The 2-ME test is a good
confirmatory test for the serological diagnosis of the bovine brucellosis, besides presenting
adequated sensitivity, as seen in this trial.

KEY WORDS: Bovine brucellosis, 2-Mercapthoetanol, Complement Fixation Test, serum diagnosis.

INTRODUCAO existentes, devendo-se consideraraaplica¢do daque-

les ja pertencentes ao sorodiagndstico convencional

O desenvolvimento de novas técnicas para o equemuitasvezesndoforamdevidamenteexplorados.
aperfeicoamento do sorodiagndstico ndo necessaria- Existem bonstestes jaconsagrados parao diagnéstico
mente resulta em testes mais adequados do que 0s j& dadoenca,comoareacdo defixagdo docomplemento
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(RFC') e os relativamente novos, como 0s
imunoenzimaticos ou o teste de polarizacéo fluores-
cente (DAER, 1999), mas que, em geral, ndo podem ser
aplicadosem pequenos laboratdriosdevidoaoelevado
custoinicialaserempregadonasuaimplantacao,além
danecessidade de treinamento de pessoal capacitado.
Desta forma, deve-se utilizar damelhor maneira pos-
sivel os testes disponiveis, como o teste do 2-
Mercaptoetanol (2-ME), que apresenta baixo custo,
validadeesimplicidade nasuaexecucdo (ALTton, 1975).

No lancamento do Programa Nacional de Contro-
leeErradicacdodaBrucelosee Tuberculose (PNCEBT)
noBrasil,em 11 dejaneirode 2001, foi previsto que 0s
médicos veterinarios e laboratdrios fossem
credenciados para que pudessem realizar o
sorodiagnosticodabrucelose. Foram preconizadoso
2-ME e a RFC' como provas confirmatdrias (BrasiL,
2001). Por este motivo, o presente trabalho prope
analisar a acuracia destes dois testes, principalmen-
te,ado 2-ME, utilizando a RFC' como prova padréo.

Asdiferencas nosdesempenhos dostestesclassicos
baseiam-se, sobretudo, nos anticorpos detectaveis.
Assimsendo,aquantidade (empg/mL)deisotiposde
IgG contraB. abortus necesséria paracausar sinal nos
testes classicos usados no sorodiagnéstico da
brucelose bovinadifere,sendooELISAIND.eaRFC'
os testes com limiar de detec¢do mais baixos (ALLAN,
1976; WRIGHT & NIELSEN, 1990).

Aanalisedosresultados dostestes, principalmente,
em situagdes onde a prevaléncia da doenca é baixa
deve ser feitacom critério. Num estudo analitico dos
resultados, o falso positivo ocorre principalmente
devido a detec¢do de IgM. As reagdes antigeno-
anticorpo especificas paraa doenga sdo caracterizadas
peladeteccdodalgG, que,emborabivalente, € muito
advida devido a alta afinidade pelos epitopos
bacterianos (Ferrietal., 1977).

ASLT, executadaem pH neutro, demonstraalta
sensibilidade analitica na detec¢do dos isotipos
bovinos com uma exce¢do importante: a 19G,
(WRIGHT & NIELSEN, 1990). ALToN (1978) refere que
aSLT,emvariosexperimentos, demonstrou sensi-
bilidade e especificidade baixas em relagéo a ou-
tros testes convencionais. Assim, 0S Soros so tra-
tados visando eliminar aatividade aglutinante da
IgM, com o objetivo de aumentar a especificidade
daSLT.

O teste do antigeno acidificado tamponado
(TAAT) foi desenvolvido a partir da observacdo de
que a IgG, bovina € menos ativa em pH neutro,
mudando o seu comportamento bioquimicoemmeio
acido. Assim sendo, o pH 3,65 £ 0,05 aumenta o
poder deaglutinacdodalgG,, reduzareatividade da
IgM e destrdéi aglutininas inespecificas (WRIGHT &
NIELseEN, 1990; BisHor et al., 1994). NicoLeTTi (1969)
demonstrou que o TAAT detectou 95% de animais

positivos ao exame direto. HUNTER & ALLEN et al.
(1972),aocompararemdiferentes provas sorolégicas,
constataram que o TAAT detectou o maior nimero
de reatores positivos ao exame direto. Entretanto,
como se tratade um processo fisico (acidificacdo do
meio), é provavel que nemtodasas IgM tenham sua
reatividadereduzida. ALLanetal. (1976) concluiram
gue o teste também detecta IgM.

O2-MEeaRFC'fundamentam suaespecificidade
de forma diferenciada: o 2-ME inativa a atividade
aglutinante dalgM mediante processo quimico, redu-
zindo as pontes dissulfidricas da sua estrutura
pentamérica, degradando-a em cinco sub unidades
naoaglutinantes (Ferrietal.,1977; TimoNEyetal., 1988).
Essas sub unidades conservam suas caracteristicas
de antigenicidade, mas deixam de ser anticorpos
plurivalentese passamase comportar comoanticorpos
univalentes. Ainda que as sub unidades estejam
integradas por suas cadeias pesadas e leves, ao com-
binarem-se com o0 antigeno ndo originam complexos
suficientemente grandes paraprovocaremofendmeno
daaglutinacéo, provavelmente devidoaalgumim-
pedimento estérico em conseqiiéncia de sua nova
conformagcéo espacial (Ferri, etal., 1977).

O 2-ME detecta tanto 1gG, como 1gG, (NIELsEN,
1984). Emboraatendénciaanaliticaafavor dadeteccéo
da lgG, sobre a IgG, néo seja tdo grande quanto nos
testes tamponados, é interessante notar que o trata-
mento com o 2-ME provocaaumento nasensibilidade
do teste, pela promogao da reatividade de IgG,,
aumentandoatendénciaem detecta-la, enquanto que
areatividadedalgG,estareduzida (NieLsen & Duncan,
1990; WRriGHT & NIELSEN, 1990). Provavelmente o feno-
meno ocorra devido ao pH acido (5,5) que a droga
proporcionaao meiocontendosoroel mL de2-MEa
0,714% (ALTON, 1975; BADEN, 2002). Desta maneira,
emborahajaantagonismo que rege aespecificidadee
sensibilidade nos testesem geral (ou seja, 0 aumento
daespecificidade promove a diminui¢do da sensibi-
lidade e vice-versa), no 2-ME esta condi¢cdo nem
sempreocorre.

NieLsen et al., (1995) citam a IgG, como unico
anticorpo detectadono RFC'embovinos, o queeleva
aespecificidade dotestee ndochegaainterferirnoseu
desempenho, pois a detec¢do de IgG, compensa a
restricdodalgG,,além darespostade IgG, ser predo-
minante sobre IgG, em animais naturalmente
infectados (WRricHT & NieLseN, 1990). O Cddigo
Zoosanitanio Internacional daOlE refereaRFC'como
importante suportetécnico, além deser o testeexigido
pelocomérciointernacional de animaise produtosde
origemanimal (OIE, 2002).

NaRFC',0excessoou predominanciade lgG, pode
induzirofendmeno de prozonae reagdes falso negati-
vas. N&o esta muito claro quais as causas desse fato,
mas as sugeridas sdo: idade avancada do animal,
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exposicoes repetidasao agente, condi¢ces ambientais
levando a estresse e a transferénciaativa de IgG, para
ocolostrono periodo peri-parto (CHappEL, 1989). BRANDON
etal. (1971) também referem-se ao mecanismofisiologi-
co de transferéncia ativa de IgG, para o colostro neste
periodo, fazendo com que a concentragdo de 1gG,
circulante ndo seja suficiente para propiciar o sinal.
Conforme afirmaram Timoney et al. (1988) a 19G, blo-
queiacompetitivamente o acesso de IgG, aoantigeno,
naRFC'. AindaquealgG,naofixecomplemento, reage
normalmente com o antigeno, gerando o prozona. O
resultado é umareacdo falso negativa. Nesses casos, 0
2-ME tem importante papel na anélise final do
sorodiagnostico daamostraem estudo.

MATERIALEMETODOS

Amostras: foram processadas 151 amostras de
soro de fémeas de bovinos com idade entre 36 e 60
meses, ndo levando em consideracdo a forma de
criacdo de exploracdo econdmica, procedentes de
cinco estados brasileiros. Todos os soros foram sub-
metidos as duas provas (2-ME e RFC'). Executou-se
primeiro o 2-ME seguido da RFC', para preservar o
protocolodo 2-ME, que ndo prescreve ainativacdodo
soro. Os animais foram divididos em dois grupos:
Grupo A: 77sorosdeanimaisvacinadoscomaamostra
viva de B. abortus estirpe B19. Grupo B: 74 soros de
animais nédo vacinados.

Antigeno: utilizou-se para o 2-ME, paraa RFC'e
paraasoroaglutinacgéo lentaemtubos (SLT) o mesmo
antigeno com concentracdo de massa bacteriana de
4,5%, sem corante, padronizado a partir da cepa 1119-3
deBrucellaabortusinativadapelo calor, produzido no
Instituto Bioldgico de Sdo Paulo, de acordo com o
protocolo descrito pelo CENTRO PANAMERICANO DE
ZooNosEs (1969).

Testes: O 2-ME foi executado e interpretado con-
forme ALTtonetal. (1975) e para permitir melhor ané-
lise comparativa, objeto deste trabalho, a escala de
diluicdo do soro estendeu-se até 1:400. O teste foi
considerado como reator de acordo com a tabela do
PNCEBT, executado junto comaSLT (BrasiL, 2001).

A execucdo RFC' a quente em microplaca, assim
como a titulacdo da hemolisina, complemento e
antigeno foram feitos deacordocomatécnicadescrita
por ALTon (1988). Utilizou-se soro de cobaio como
complemento e antisoro de coelhocomo hemolisina.
AsreacOesforamexecutadasem placasde polistireno
de fundo em "U" com 25 pL de soro a uma dilui¢do
inicial de dois, com igual volume de antigeno e soro
decobaio, contendo cinco unidades de complemento
capazes de hemolisar 50% das hem@cias de carneiro
sensibilizadas pela hemolisina (sistemahemolitico).
Apos a placa ser incubada por 30 minutos em estufa

bacteriolégica a 37° C, o mesmo volume de sistema
hemolitico foi colocado, incubando-se novamente a
placapor mais 30 minutos. O titulo do soro foi obtido
determinandoareciprocadasuadilui¢do, onde ocor-
reu fixacdo de 50% de complemento. Converteu-se o
resultadoem Unidades Internacionaisdeacordocom
a técnica padronizada no Laboratério Central de
VeterinariaemWeybridge, Reino Unido, que conside-
rapositivossoroscomtitulosiguaisouacimade 20 Ul
(MiNIsTRY oF AGRICULTURE, 1978). Empregou-se uma
escala de lise para a leitura das reac¢des (grau de
hemolise).

Ostestes foram executados contemporaniamente
utilizandoainterpretacdoemsérie, visando oaumento
deespecificidade-valor preditivo positivo (TRUSFIELD,
1986).

Andlise estatistica: para verificar se houve inde-
pendéncia entre o resultados das duas provas, utili-
zou-se o teste de McNemar, considerando os resulta-
doscomoreatores e ndo reatores aos testes (MAcLURrE
& WiLLET, 1987). O teste KAPPA foi usado como
medida de concordéancia entre testes sob condi¢do
real de acordo com TRusFIELD, 1986.

RESULTADOS

GRUPO A: Animais vacinados

O resultado do teste aplicado mostra que houve
concordanciade 96,1%entreo2-MEeaRFC' (74/77).
A sensibilidade encontrada foi de 96,8% e a
especificidade 95,6% (Tabela 3). O estudo identificou
40,2% (31/77) deanimais positivos parabrucelose na
provadeRFC'. Aplicando-se o teste de McNemar para
um intervalo de confianca de 5% obteve-se p =1.000,
ndo havendo diferenga estatistica significativa entre
osresultados discordantes dos dois testes, mostrando
independéncia entre os mesmos. A concordéncia ao
teste KAPPA obtida foi de 91,9%. Os resultados obti-
dosno2-ME comparadocomaRFC' podemser obser-
vados na Tabela 1.

GRUPO B: Animais ndo vacinados

Oresultado do teste aplicado mostra concordancia
de 94,6% entre a 2-ME e a RFC’. A sensibilidade
encontrada foi de 100% e, a especificidade, 91,7%
(Tabela 3). O estudo identificou 35,1% (26/74) de
animais reatores para brucelose na prova de RFC’.
Aplicando-se o teste de McNEemar paraum intervalo
deconfiangade 5% obteve-se p=0,3711, ndo havendo
diferenca estatisticasignificativaentre os resultados
discordantes dos doistestes, mostrando independén-
cia entre os mesmos. A concordancia ao teste KAPPA
obtida foi de 88,5%. Os resultados obtidos no 2-ME
comparado com a RFC’ podem ser observados na
Tabela 2.
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Tabela 1 - Resultado da prova do 2-ME e a RFC' para o sorodiagnostico da Brucella abortus em 77 amostras do grupo A:
animais vacinados.

Ildade 2-ME RFC'
Negativos Positivos

nr* 0a<20 total >20a106,4 >106,4a212,8 >212,8a425,6 >425,6a851,2 >851,2 total total

*ndo 42 02 44(d) 01 01(c) 45
reatores
reatores

1:25 02 02 02

36 150i 04 04 04

a 1:100i 07 07 07

60 1:100 02 01 03 03

meses 1:200 i 01 01 01

1:200 01 02 03 03

1:400 i 01 01 01

> 1:400 01 03** Q7*** 11 11

total de 02 00 02 (b) 14 02 03 04 07 30() 32
reatores

Total 44 02 46 15 02 03 04 07 31 77

* N&o reagente
** Ocorréncia do fendmeno de prozona em trés amostras (positivando no titulo 1:400).
*** Qcorréncia do fendmeno de prozona em duas amostras (positivando no titulo 1:400).

Tabela 2 - Resultado da prova do 2-ME e a RFC' para o sorodiagnostico da Brucella abortus em 74 amostras do grupo B:
animais nédo vacinados.

Idade 2-ME RFC' total
Negativo Positivos
nr* 0a<20 total >20a106,4 >106,4a212,8 >212,8a4256 >4256a851,2 >851,2 total total
ndo 44 44 (d) 00(c) 44
reatores

36 reatores

a 150 01 01 02 02 02 04

60 1:100 02 02 04 04 06

meses 1:200 i 01 01 01

1:200 06 05 03 05 19 19

total de 01 03  04(b) 13 05 03 05 26(a) 30
reatores

Total 45 03 48 13 05 03 05 26 74

* nr.: Ndo reagente

Tabela 3 - Valores epidemiolégicos relativos obtidos das respostas ao 2-ME nos soros reatores a brucelose, usando o
teste de RFC' como referéncia. Grupo A (animais vacinados) e Grupo B (animais ndo vacinados).

valores epidemiolégicos relativos — Grupo A

prevaléncia real sensibilidade especificidade  concordancia falso positivo falso negativo
3L/77 30/31 44/46 74/77 2/46 1/31
2-ME x RFC' 40,3 96,8 95,6 96,1 44 32
% valores epidemiolégicos relativos — Grupo B
prevaléncia real sensibilidade especificidade  concordancia falso positivo falso negativo
26/74 26/26 44/48 70/74 4/48 0/28
35,1 100 91,7 94,6 8,3 0
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DISCUSSAO

A RFC' é considerada a melhor prova de
sorodiagndstico para a confirmagdo da brucelose,
apresentando a melhor correlagdo com os isolamen-
tos em animais natural ou experimentalmente
infectados (NieLseN, 1995). Avariacdo daRFC'aquente,
utilizada neste estudo, é mais pratica, diminui as
reacbesanticomplementareseeliminaalgM,aumen-
tando a especificidade do teste (CHarPEL, 1989). A
técnica detecta precocemente IgG, no soro, emtorno
do14°dia(HiLL,1963) etambém, devido ao seu baixo
limiar de deteccéo, é capaz de revelar casos cronicos,
onde a IgM ja desapareceu a IgG, esta em baixa
concentracao (Kruze, 1975).

Ostestes2-ME eaRFC'témaltaespecificidade na
deteccdodeanticorposantiBrucellaabortus (UzaLetal.,
1995; NieLseN, 1995), desempenhando papel funda-
mental navalida¢do do sorodiagndstico dabrucelose
bovina, porque confirmam oresultado das provasde
triagem (Daskr et al., 1999). Dessa maneira, a utiliza-
¢do de um bom teste confirmatério pode evitar o
sacrificio de animais sdos (WRiGHT & NIeLSEN, 1990).

NicoLeTTi(1969) relatou concordanciaentre 0 2-ME
e a RFC', cerca de 97%, ratificando os resultados
encontrados neste estudo, ja que a concordéncia ob-
tida ao teste KAPPA foi de 91,9% (grupo A) e 88,5%
(grupo B) e os valores obtidos na Tabela 3.

Observou-se sensibilidade do 2-ME de 96,8% e
100%eespecificidade 95,6%e91,7% (Tabela3), valores
semelhantesaliteraturaconsultada: sensibilidade de
89,6% (PoEesTer et al., 1998) e especificidade de 97,0%
(NicoLETTI & MuraAscHI, 1966), 93,1% (PoEesTeR et al.,
1998) e 89,37% (UzaL et al., 1998).

A obtencédo de dois reatores ao 2-ME e néo rea-
toresaRFC', neste estudo, sugere adetecgdo de IgG,
no primeiroteste, porém ndo detectavel nosegundo
(Levieux, 1973; QuinN et al., 1984). A ocorréncia de
fendmenode prozona (Ferrietal., 1977) somente no
RFC'também sugere a ndo deteccdo da IgG, pelo
2-ME. Se porum ladoapromocédo dareatividade da
IgG, e a deteccdo tanto de 19G, quanto de IgG,
explique o bom desempenho do 2-ME, na RFC'
sobretudo o baixo limiar de deteccdo para IgG,
caracterizariam seu excelente desempenho, supe-
rando o 2-ME e ratificando a sua utilizacdo como
gold standard para a doenca.

No Grupo A, comparando-se os resultados obti-
dos no 2-ME com os da RFC', observa-se que dos 46
néo reatoresaRFC',44também ndo foram reatoresao
2-ME. Das 32 amostras reatoras ao 2-ME, somente
duas foram qualificadas como néo reatoras ao RFC',
resultando numa percentagem de falsos positivos de
4,4% (2/46). Dos 45 soros ndo reatores ao 2-ME, todos
foram ndoreatoresa RFC', ndo ocorrendo resultados
falsos negativos. Dos 32 soros reatores ao 2-ME, 30

também foram reatoresa RFC'e dos 31 soros reatores
aesta prova, todos foram reatores ao 2-ME.

Observou-serelacaodiretacrescenteentre ostitulos
positivos apresentados nas duas provas, ou seja, 0S
resultados seguem um padrdo dentro da zona de
interpretacéo positiva (Tabela 1): paraos reatores na
faixa de > 20 a 106,4 na RFC’, 86,7% (13/15) os
resultados obtidos ao 2-ME flutuaram entre 1:50i ou
1:100 e 6,7% (1/15), igual ou acima de 1:400. Para a
faixa > 106,4 a 212, 50% dos resultados do 2-ME
resultaramemumtitulo 1:100e50% 1:200. Entre 212,8
e 425,6, os titulos variaram em 1:200i - 33,3% (1/3) e
1:200 - 66,7% (2/3). Para os titulos > 425,6 a 851,2, 0s
titulos variaram entre 1:400i 25% (1/4) e 1:400 75%
(374). Acima de 851,2, 100% dos titulos obtiveram
1:400 (7/7). Em cinco amostras reatoras ao 2-ME ao
tituloigual ouacimade 1:400 ocorreu o fenbmeno de
prozonaa RFC": trés aum titulo entre > 425,6 e 851,2
e duas num titulo acima de 851,2 (Tabelal).

Sobre os discordantes, vale lembrar que os dois
reatores ao 2-ME e negativos a RFC' tiveram titulos
minimos (1:25), o mesmo ocorrendo com o resultado
positivo a RFC' e negativo ao 2-ME (> 20 a 106,4 Ul).
Os dois soros que reagiram na faixa de 0 a < 20 Ul
(negativos paraaprova) foram ndo reatores ao 2-ME,
sugerindomaior sensibilidade daRFC'emrelagdoao
2- ME, devidoaoseu limiar de deteccdo ser mais baixo
(KRruzg, 1975; SECRETARIA DE AGRICULTURA, 1995). As
correlagdes entre os dois testes sdo demonstradas na
Tabela 1.

No Grupo B, a relacdo direta crescente entre 0s
titulos positivos apresentados nas duas provas tam-
bémocorreu neste grupo: paraos reatores nafaixade
> 20 a 106,4 na RFC', 46,2% (6/13) dos resultados
obtidos ao 2-ME flutuaram entre 1:100i ou 1:100 e
53,8% (7/13) entre 1:200i a 1:200. Para a faixa > 106,4
a 212, 100% dos resultados do 2-ME resultaram em
titulo 1:200 (5/5), o mesmo ocorrendo entre 212,8 e
425, com titulos a 1:200 (3/3) e acima de 851,2, 100%
dos titulos deram 1:400 (7/7) - Tabela 2.

Sobre osdiscordantes, quatro resultados reatores
ao 2-ME e negativosaRFC' tiveramtitulos que varia-
ram entre 1:50 e 1:100. Trés destes soros reagiram na
faixade0a<20 Ul (negativos paraaprova),sugerindo
apresencade IgG,, que pode ser detectada no 2-ME,
mas ndo naRFC' (NieLsenetal., 1984). As correlacbes
entre os dois testes sdo demonstradas na Tabela 2.

CONCLUSAO

Utilizando a RFC' como técnica padréo para o
sorodiagnéstico da brucelose bovina, ratifica-se o 2-
ME como teste confirmatérioe, ainda, que suaaplica-
¢do seja para validar os testes de triagem, revelou
possuirtambém boa sensibilidade.
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