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Foram comparados os testes de imunodifusio em gel de agar IDGA),
imunodifusao em gel de 4gar em soros tratados pelo 2-mercaptoetanol
(IDGA-ME) e reagio de fixacdo de complemento (CFT), aplicados ao
diagnéstico da infecgdao de caninos por Brucella canis. O antigeno
utilizado nas técnicas de IDGA e IDGA-ME constituiu-se de
lipopolissacarideos e proteinas de Brucella ovis, amostra Reo 198, e na
CFT, o antigeno empregado foi a Brucella ovis, amostra 63/290. Foram
examinadas 80 amostras de soro sanguineo de caes colhidas durante
a campanha de vacinacio anti-rabica animal do Municipio de Santana
de Parnaiba-SP, realizada em agosto de 1999. As provas sorolégicas
foram comparadas, duas a duas, pelo teste de Mc Nemar, e a
concordancia foi analisada pelo indicador Kappa. A concordancia entre
as técnicas de CFT e IDGA-ME foi regular (Kappa = 0,54), entre as
técnicas de IDGA e CFT foi sofrivel (KKappa = 0,36) e entre as provas

Brucelose canina.
Brucella canis.

de IDGA e IDGA-ME também foi sofrivel (Kappa = 0,39).

Introducao

A brucelose canina por Brucella canis é
uma doenca infecto-contagiosa, de carater
zoonotico, caracterizada, principalmente, por
abortamentos e esterilidade nas fémeas e
orquite e epididimite nos machos, e que tem
grande importancia econoémica para criadores
de cies de raga em virtude dos problemas
reprodutivos que acarreta'”. Foi descrita
inicialmente por Carmichael’, durante
episédios de abortamentos em canis de
Nova Jersey, Estados Unidos da América.

O carater zoondtico da brucelose
canina por Brucella canis deve ser considerado
em virtude da complexa rela¢io da

populacio canina com os setes humanos?, e
principalmente pelo estreito contato
estabelecido entre cles e ctiangas. Os principais
sinais clinicos nos seres humanos sao febre,
calaftios, fadiga muscular, sudorese profusa,
mal-estat, linfadenomegalia e perda de peso.
As complicacdes incluem endocardite,
miocardite, pericardite, meningite, artrite,
hepatite e abscessos viscerais.">

Devido a praticidade, os testes
sorolbgicos sao os mais comumente usados
para o diagnéstico da infeccao por Brucella
canis em cdes. As suas vantagens em relacio
ao isolamento bacteriano sdo: facilidade na
execugdo, rapido processamento e a
possibilidade do exame de um ndmero
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considerdvel de amostras.>™ A desvantagem
¢ que, algumas vezes, a maioria dos testes
ndo sio especificos para Brucella canis e podem
dar resultados falso-positivos. Por outro lado,
o cultivo bacteriano fornece um diagnéstico
definitivo quando a bactéria é isolada; no
entanto, ¢ um procedimento muito laborioso,
demorado e pode redundar em resultados
falso-negativos."»>*10

Dentre as provas sorolégicas mais
amplamente utilizadas no diagnodstico da
brucelose por Brucella canis em caes encontra-
se o teste de imunodifusio em gel de agar
IDGA)."" O compattilhamento de antigenos
entre Brucella canis € Brucella ovis possibilita o
emprego indistinto de reativos produzidos a
partir destes dois microorganismos para o
diagnostico da brucelose em ovinos e caninos.
Particularmente, a IDGA tem sido de grande
aplicacgio. Por este teste, 0s anticorpos podem
ser detectados a partir de oito a 12 semanas
apos a infeccdo e persistem durante varios
anos.! No Brasil, o teste de IDGA tem sido
executado com o “k##” produzido pelo
Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR),
no qual o antigeno é constituido por proteinas
e lipopolissacatideos extraidos da Brucella ovis,
amostra Reo 198, padronizado por
comparacdo com o antigeno de referéncia.

Com o objetivo de diminuir o nimero
de reagoes falso-positivas na IDGA, tem sido
realizado o tratamento prévio dos soros pelo
2-mercaptoetanol (2-ME).” O 2-ME
desnatura a IgM através da destruicio das
pontes dissulfidricas. A molécula de IgM tem
uma maior caracteristica de aglutinagio nio-
especifica que a molécula de IgG*", e, dessa
forma, o emprego do 2-mercaptoetanol
reduz o numero de reacoes inespecificas.

A reacio de fixagdo de complemento
¢ amplamente utilizada para o diagndstico da
infeccdo por Brucella ovis e Brucella abortus e
apresenta sensibilidade e especificidade
elevadas. Nas campanhas de erradicagio da
brucelose bovina e ovina realizadas com
sucesso em diversos paises, essa foi a prova
sorolégica  utilizada como  teste
confirmatério.'*>'* No entanto, é pouco
utilizada na rotina para o diagnodstico da
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infeccio de cies por Brucella canis no Brasil.

O objetivo do presente trabalho foi
realizar um estudo comparativo das técnicas
de imunodifusio em gel de agar IDGA),
imunodifusio em gel de 4gar em soros
tratados pelo 2-mercaptoetanol (IDGA-ME)
e reacdo de fixagdo de complemento (CFT),
aplicadas ao diagnéstico da infecgao de
caninos por Brucella canis.

Materiais e Métodos

Amostras de soro sanguineo de caes

Em 2002, foi realizado um inquérito
sorologico para a brucelose por Brucella canis
em cides do Municipio de Santana de
Parnaiba, Estado de Sio Paulo!,
aproveitando como momento estratégico a
campanha de vacinagio anti-rabica do ano
de 1999. Para este estudo, a amostra utilizada
foi de 410 animais, dos quais 39 (9,51%)
foram positivos pela IDGA. Essa amostra
foi calculada com base na populagio total
de cies do municipio, estimada a partir da
populacio humana de 60.000 habitantes. Para
o calculo da propor¢io cio/homem foi
utilizada a relagdo de 1:6, que redundou em
um total de 10.000 animais. O calculo da
amostra fol executado considerando-se um
nfvel de confianga de 95%, a possibilidade
de deteccio da doenca de 50%
(correspondente a doengas de desconhecida
ocorréncia em determinada populacio) e um
erro estatisitco de 4,7%, resultando no N
amostral de 410. No presente estudo, foram
utilizadas estas 39 amostras positivas pela
IDGA e 41 amostras negativas sorteadas
aleatoriamente, totalizando 80 amostras, nas
quais foram aplicadas as técnicas de
imunodifusio em gel de agar em soros
tratados pelo 2-mercaptoetanol (IDGA-ME)
e reacdo de fixagao de complemento (CFT).

Provas soroldgicas
Imunodifusao em gel de agar (IDGA)

Foram utilizados “&i#ts” produzidos
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pelo Instituto de Tecnologia do Parana
(TECPAR). A técnica foi executada de
acordo com as recomendacdes do
fabricante, utilizando-se antigeno de
lipopolissacatideos e proteinas de Brucella ovis,
amostra Reo 198. As leituras foram realizadas
com 24, 48 e 72 horas, utilizando-se sistema
de iluminacao com luz indireta e fundo
escuro. O resultado considerado foi o da
leitura de 72 horas. O soro cuja linha de
precipitacdo apresentou identidade com a
linha formada pelo soro padriao foi
considerado positivo. O soro foi considerado
negativo quando nio houve formacao de
linha de precipitagao ou a linha formada nao
apresentou identidade com a do soro padrio.

Imunodifusao em gel de agar em soros tratados pelo
2-mercaptoetanol (IDGA-ME)

Os sotros foram submetidos a
dilui¢do em solucdo de 2-mercaptoetanol
0,2M. Assim, em 50 mlL de soro, foram
adicionados 50 ml. da solucio de 2-
mercaptoetanol, permanecendo em reagao
durante 30 minutos’. Logo apds, os soros
tratados com 2-mercaptoetanol foram
submetidos a prova de IDGA.

Reacao de fixacao de complemento(CFT)

Foi empregada uma microtécnica,
realizada em placas de poliestireno com
fundo em “U”, com incubacio a
temperatura de 37°C durante 30 minutos em
estufa bacterioldgica, nas duas fases da
reacdo'®, utilizando-se como antigeno a
Brucella ovis, amostra 63/290, na diluiciao de
uso de 1:50. Inicialmente, os soros eram
submetidos a dilui¢do de 1:5 em tampao
Veronal e em seguida deixados em banho-
maria a 56°C durante 30 minutos, com o
objetivo de inativar o complemento, patra
que nao houvesse interferéncia na reagio.
Logo apés os soros eram distribuidos na
placa de poliestireno e submetidos a uma
série de dilui¢bes geométricas de razao dois,
obtendo-se as diluicdes 1:5, 1:10, 1:20, 1:40,
1:80, 1:160, 1:320 e 1:640. Cada pogo
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continha 25 microlitros do soro diluido, 25
microlitros de antigeno, 25 microlitros de
complemento e 25 microlitros de sistema
hemolitico. Para cada placa, foram utilizados
soros controles positivo e negativo, além de
serem realizados os controles do soro,
complemento, antigeno sem complemento
e sistema hemolitico. Na interpretacio, foi
considerada a formac¢io ou nio de um
botio de hemacias no fundo dos pocos,
levando-se em consideracio o grau de
hemolise. Os titulos dos soros foram
determinados pela reciproca da maior
diluigdao que apresentou 50% ou menos de
hemolise. Foram consideradas positivas as
amostras que apresentaram titulo igual ou
superior a 5 (cinco).

Analise estatistica

A comparacio das técnicas
sorologicas duas a duas foi estabelecida pelo
teste estatistico de Mc Nemar', para
populacdes relacionadas, adotando-se o nivel
de significancia de 5% de probabilidade,
através do programa Dag Stat®. A
comparacao entre as concordancias
observadas e esperadas empregou o
indicador Kappa, com o auxilio do
programa Dag Stat™.

Resultados e Discussao

Os testes sorologicos sao utilizados
freqiientemente para o diagnéstico da
infeccdo de caes por Brucella canis por serem
rapidos e de facil execu¢io'. Dessa forma, a
disponibilidade de métodos confiaveis é
fundamental para o diagnostico correto da
doenca. Por essa razao, uma diversidade
relativamente grande de testes soroldgicos
tem sido avaliada para o uso no diagndstico
dessa doenga. No presente trabalho, foram
comparados os testes de imunodifusdo em
gel de agar IDGA), imunodifusao em gel
de agar em soros tratados pelo 2-
mercaptoetanol (IDGA-ME) e reacao de
fixacdo de complemento.
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Tabela 1

Comparagao de trés técnicas soroldgicas aplicadas ao diagndstico da brucelose canina por Brucella canis em 80 amostras de soros caninos colhidas
durante a campanha de vacinagao anti-rabica do Municipio de Santana de Parnaiba-SP, realizada em agosto de 1999, segundo o tipo de teste e a
natureza do resultado. Sao Paulo, 2002

IDGA-ME
IDGA TOTAL
Positivo Negativo
Positivo 15 24 39 (48,75%)
Negativo 0 41 41 (51,25%)

TOTAL 15 (18,75%) 65 (81,25%) 80 (100%)

P < 0,0001 (Teste de Mc Nemar)

Kappa: 0,39 (concordancia sofrivel)

IDGA: Imunodifusdo em gel de agar

IDGA-ME: Imunodifusdo em gel de 4gar em soros tratados pelo 2-mercaptoetanol

Tabela 2

Comparagao de trés técnicas soroldgicas aplicadas ao diagndstico da brucelose canina por Brucella canis em 80 amostras de soros caninos colhidas
durante a campanha de vacinagao anti-rabica do Municipio de Santana de Parnaiba-SP, realizada em agosto de 1999, segundo o tipo de teste e a
natureza do resultado. Sao Paulo, 2002

CFT

IDGA TOTAL
Positivo Negativo
Positivo 14 25 39 (48,75%)
Negativo 0 41 41 (51,25%)
TOTAL 14 (17,5%) 66 (82,5%) 80 (100%)

P < 0,0001 (Teste de Mc Nemar)
Kappa: 0,36 (concordancia sofrivel)
IDGA: Imunodifusdo em gel de agar
CFT: Reagao de fixagao de complemento

Tabela 3

Comparagao de trés técnicas soroldgicas aplicadas ao diagndstico da brucelose canina por Brucella canis em 80 amostras de soros caninos colhidas
durante a campanha de vacinagao anti-rabica do Municipio de Santana de Parnaiba-SP, realizada em agosto de 1999, segundo o tipo de teste e a
natureza doresultado. Sao Paulo, 2002

CFT Positivo POAE Negativo TOTAL
Positivo 9 5 14 (17,5%)
Negativo 6 60 66 (82,5%)
TOTAL 15 (18,75%) 65 (81,25%) 80 (100%)

P = 0,763 (Teste de Mc Nemar)
Kappa: 0,54 (concordanciaregular)

CFT: Reagao de fixagdo de complemento

IDGA-ME: Imunodifusao em gel de 4gar em soros tratados pelo 2-mercaptoetanol
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Na tabela 1 ¢ apresentada a
comparacio das provas de IDGA e IDGA-
ME. Das 39 amostras positivas pela IDGA,
a IDGA-ME confirmou 15 ¢ todas as
amostras negativas na IDGA também foram
negativas na IDGA-ME. A concordancia
observada foi sofrivel, com um valor de
Kappa = 0,39. A anilise estatistica dos
resultados discordantes revelou diferenca entre
as técnicas (P < 0,0001). Resultado semelhante
foi obtido por Keid’, que encontrou uma
concordancia fraca entre as provas de IDGA
e IDGA-ME, e observou que todas as
amostras negativas na IDGA também foram
negativas na IDGA-ME. Essas diferencas na
proporcio de resultados positivos detectados
pelas duas técnicas podem ser justificadas pela
ocorréncia de reagSes inespecificas quando da
utilizacdo da IDGA, pois os antigenos da
parede celular (LPS) de algumas bactérias
Gram negativas apresentam reagio cruzada
com a Brucella canis>'"" O 2-mercaptoetanol
age desnaturando as moléculas de IgM, que
sao as responsaveis pelas reacdes inespecificas,
diminuindo, assim, a ocorréncia dessas
reacoes.>>12

Na tabela 2 ¢ apresentada a
comparacio das técnicas de IDGA e CFT,
onde se observou um nivel de concordancia
softivel entre as duas técnicas (Kappa = 0,30).
Das 39 amostras positivas na IDGA, 14
foram positivas pela CFT e todas as amostras
negativas na IDGA também foram negativas
na CFT. A analise estatistica dos resultados
discordantes revelou diferenca entre as
provas (P < 0,0001). Essa diferenca entre as
duas técnicas pode ser explicada pela
ocorréncia de reacdes cruzadas com outros
microorganismos na IDGA.M**!" A técnica
de fixa¢io de complemento é uma prova
de alta sensibilidade e especificidade''® ¢
detecta IgG *', que é mais especifica do que
a IgM, reduzindo, assim, o nimero de
reagdes falso-positivas.

Comparando-se os resultados da
técnica de IDGA com os resultados da
IDGA-ME e CFT, observou-se que todas
as amostras negativas na IDGA também
foram negativas nas provas de IDGA-ME
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e CFT, e que todas as amostras positivas nas
provas de IDGA-ME e CFT também foram
positivas na IDGA, ou seja, a sensibilidade
da IDGA em relagio aos testes de IDGA-
ME e CFT foide 100%, fato este que refor¢a
autilizacio desta prova como teste de triagem
no diagnoéstico da brucelose canina por
Brucella canis. A eficacia da IDGA como teste
de triagem no diagnéstico da infeccio de
caninos por Brucella canis foi constatada por
varios autores®’, utilizando-se como teste
padrio um método direto.

A comparacao das provas de
IDGA-ME e CFT ¢ apresentada na tabela
3. Das 15 amostras positivas na IDGA-ME,
seis foram negativas na CFT, e das 14
amostras positivas na CFT, cinco foram
negativas na IDGA-ME. As provas
apresentaram concordancia regular (Kappa
= 0,54), e a andlise estatistica dos resultados
discordantes entre os dois testes ndo revelou
diferenca significativa (P < 0,763). A presenca
de animais positivos na IDGA-ME e
negativos na CFT pode ser decorréncia de
reacdes inespecificas, pois a IDGA-ME
reduz o numero de resultados falso-positivos,
mas ndo os elimina totalmente”.

Relativamente a correlacao entre os
diferentes testes, os menores valores do
indicador Kappa foram observados na
compara¢io da IDGA — considerada prova
de triagem — com a IDGA-ME e CFT,
consideradas provas confirmatorias. O maior
coeficiente de concordancia foi observado
entre as provas de IDGA-ME e CFT. Estes
resultados podem ser justificados pelo fato
da IDGA reagir indistintamente com IgM e
1gG, contrariamente a IDGA-ME e CFT, que
apresentam reacoes preferencialmente com
1gG, considerada a classe de imunoglobulina
de maior especificidade no diagnéstico da
doenca*>'2,

A prova de IDGA-ME vem sendo
utilizada no diagnéstico da infec¢do por
Brucella canis’ e destaca-se por apresentar
elevada especificidade. Keid’, observou uma
especificidade de 98,7% para a IDGA-ME,
utilizando-se como teste padrio a
hemocultura. O mesmo autor refere que a
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prova de IDGA deve ser utilizada como teste
de triagem para o diagnostico da brucelose
canina por Brucella canis, e que os resultados
positivos neste procedimento deverdao ser
confirmados pela IDGA-ME associada a
um método de diagnéstico direto, como a
hemocultura ou PCR de sémen ou swab
vaginal.

No presente trabalho, a concordancia
regular da CFT comparativamente a IDGA-
ME sugere a sua utilizacao para o diagnostico
sorologico da brucelose canina por Brucella
canis, no entanto, estudos futuros de validade
s20 necessarios, utilizando-se como teste
padrio um método direto, visto que esta
técnica ainda nio é padronizada para o

Abstract
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diagnéstico da brucelose canina por Brucella
canis no Brasil.

Conclusoes

A concordancia entre as técnicas de
CFT e IDGA-ME foi regular (Kappa = 0,54),
entre as técnicas de IDGA e CFT foi softivel
(Kappa = 0,30) e entre as provas de IDGA e
IDGA-ME também foi sofrivel (Kappa =
0,39). Os dados sugerem a utilizacio da reagdo
de fixacdo de complemento no diagnéstico
sorolégico da brucelose canina por Brucella cans,
no entanto, estudos futuros de validade sao
necessatios, utilizando-se como teste padrao
um método direto.

Key words:
Serology.
Diagnosis.

Canine brucellosis.
Brucella canis.

The agar gel immunodiffusion test (AGID), agar gel
immunodiffusion test in sera treated by 2-mercaptoethanol (ME-
AGID) and complement fixation test (CFT), applied to diagnosis
of the canine brucellosis due to Brucella canis, were compared. For
this purposes, 80 blood samples from dogs were collected during
the rabies vaccination campaign of Santana de Parnaiba
municipality, State of Sdo Paulo, in August 1999. The antigens
used in the AGID and ME-AGID tests were lipopolysaccharides
and proteins from Brucella ovzs, strain Reo 198, and in the CFT, the
antigen employed was Brucella ovis, strain 63/290. The serological
tests were compared two by two by Mc Nemar test, and the
agreement was analyzed by the Kappa indicator. The agreement
between the CFT and ME-AGID was moderate (Kappa = 0.54),
between the AGID and CFT was fair (Kappa = 0.36) and between
the AGID and ME-AGID was fair (Kappa = 0.39).
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