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RESPOSTA SOROLOGICA DE BEZERRAS TABAPUAS VACINADAS COM
CEPA B19 de Brucella abortus

SEROLOGICAL RESPONSE OF TABAPUA HEIFERS VACCINATED WITH Brucella abortus
STRAIN 19

T. M. BLANKENHEIM*, G. C. P. SILVA? R. F. SANTOS?, R. MASSA?,
R.B. M. BARTOLLI, L. A. MATHIAS*

RESUMO

Foi avaliada a resposta sorolégica induzida pela vacinacdo com a dose padrdo de 60-120x10° organismos da cepa B19
de Brucella abortus em bezerras Tabapuds, entre 3 e 8 meses de idade, pelos testes soroldgicos preconizados pelo
Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) para diagnéstico da brucelose
bovina. Foram examinadas amostras de soro sanguineo de 72 animais em quatro provas sorologicas: antigeno
acidificado tamponado (AAT), teste de soroaglutinacdo lenta juntamente com o teste de 2-mercaptoetanol (2-ME),
reacdo de fixacdo de complemento (RFC) e teste de polarizacdo fluorescente (TPF), o qual foi interpretado de duas
formas: ponto de corte variavel e ponto de corte fixo. As amostras de soro sanguineo foram colhidas imediatamente
antes da vacinacéo, e ap6s 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330 e 360 dias. Foi calculada a especificidade
dos testes_e os resultados foram comparados pelo indicador kappa. O TPF apresentou especificidade mais elevada do
que os outros testes nas amostras colhidas entre 30 e 90 dias ap6s a vacinacdo. Aos 270 dias de vacinacdo, observou-se
especificidade de 93,74% no AAT, no 2-ME e na RFC. No TPF com ponto de corte variavel a especificidade foi 87,5%
e com ponto de corte fixo foi 100,0%. O TPF apresentou maior capacidade de discriminacdo dos titulos de anticorpos
vacinais logo ap6s a vacinacao, quando comparado com os outros testes preconizados pelo PNCEBT, mostrando-se um
teste Util para o diagnostico da brucelose bovina.

PALAVRAS-CHAVE: Brucelose, Polarizacdo Fluorescente, Sorologia, Vacinacao.

SUMMARY

The study aimed to analyze the antibody response induced by vaccination with the standard dose of 60-120x10°
organisms of Brucella abortus strain 19 in Tabapud heifers, aged between 3 and 8 months, by serological tests
recommended by the National Program for Brucellosis and Tuberculosis Control and Eradication (PNCEBT) for the
diagnosis of bovine brucellosis. Serum samples of 72 animals were examined by four serological tests: rose Bengal test
(RBT), standard agglutination test with the 2-mercaptoetanol (2-ME) test, complement fixation test (CFT) and
fluorescence polarization assay (FPA), which was interpreted in two ways: variable cutoff and fixed cutoff. Heifers
were bled immediately prior to vaccination, and after 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330 and 360 days.
Specificity of the tests was calculated, and the results were compared using the kappa statistic. FPA had a higher
specificity than the other tests on the samples collected from 30 to 90 days after vaccination, but over time this
difference decreased. At 270 days of vaccination, the specificity of RBT, 2-ME and RFC was 93.74%. The specificity
of the FPA with variable cutoff was 87.5%, and with fixed cutoff was 100.0%. It was concluded that FPA had a higher
discrimination ability for vaccination antibody titers shortly after vaccination, when compared with other tests
recommended by the PNCEBT, and is a useful tool for the diagnosis of bovine brucellosis, besides being easy and quick
to perform.

KEY-WORDS: Brucellosis, Fluorescence polarization, Serology, Vaccination.
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INTRODUCAO

Os programas de controle da brucelose bovina
baseiam-se em duas medidas principais: vacinacdo das
bezerras com B. abortus B19 e identificagdo rotineira
dos animais infectados, por testes soroldgicos. No
entanto, a combinacdo dessas duas medidas apresenta
como limitacdo o fato de a amostra vacinal induzir a
formacdo de anticorpos que podem levar a ocorréncia
de reacBes falso-positivas nos testes de diagndstico.
Para contornar esse inconveniente, algumas estratégias
podem ser adotadas, como a vacinacdo apenas de
fémeas jovens e o desenvolvimento de testes mais
especificos que permitam melhor diferenciacdo dos
anticorpos de animais infectados dos de origem
vacinal. Nesse contexto, varios testes sorologicos ja
foram desenvolvidos para o diagnostico da brucelose
bovina (NIELSEN, 2002; POESTER et al., 2010),
assim como muitos estudos foram conduzidos para
avaliar a resposta soroldgica a vacina.

No Brasil, a legislacdo vigente prevé que o
diagnéstico seja firmado pelo uso em série de um teste
de triagem, o antigeno acidificado tamponado (AAT), e
um teste confirmatério, a reacdo de fixacdo de
complemento (RFC) ou a combinacdo do teste do
mercaptoetanol com o teste de soroaglutinagdo lenta
em tubos (2-ME) (BRASIL, 2004). Embora essa
combinacéo confira boa especificidade ao diagndstico,
ndo estd isenta da influéncia das reacBes vacinais.
Posteriormente, foi incluido no Programa Nacional de
Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose —
PNCEBT, o teste de polarizagdo fluorescente (TPF),
que pode ser usado como teste confirmatério ou como
teste Gnico (BRASIL, 2010). O TPF tem demonstrado
especificidade superior a dos testes convencionais,
inclusive em animais vacinados com a cepa B19
(NIELSEN et al., 1996; SAMARTINO et al., 1999).

O teste de polarizacdo fluorescente ja foi
avaliado no Brasil (MATHIAS et al., 2010), porém seu
uso é pouco difundido. Ainda, numero restrito de
estudos foram realizados (FARIA, 2010) avaliando o
perfil soroldgico do TPF em-bezerras vacinadas com a
dose de vacina prevista no PNCEBT. Dessa forma, o
presente estudo investigou o comportamento dos titulos
vacinais induzidos pela cepa B19 em bezerras da raca
Tabapud recém-vacinadas, detectados pelos testes
oficialmente permitidos para o diagndstico da
brucelose no Brasil.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 72 fémeas bovinas da racga
Tabapud, clinicamente saudaveis, com idade de quatro
meses. Devido ao manejo na fazenda no qual as
colheitas foram realizadas, os animais foram divididos
por lotes de acordo com a data de nascimento e
agrupados para a comercializacdo em leildes. Dessa
maneira, 0 ndmero de animais em cada colheita foi
decrescente, conforme os  animais  foram
comercializados. Com isso, foram obtidas amostras de
sangue de 72 bezerras no dia da vacinacéo, 70 aos 30
dias de vacinacdo, 65 aos 60 dias, 54 aos 90 dias, 54

aos 120 dias, 45 aos 150 dias, 31 aos 180 dias, 21 aos
210 dias, 17 aos 240 dias, 16 aos 270 dias, 4 aos 300
dias e 5 aos 330 dias apds a vacinacao.

A vacinaco foi realizada por via subcutinea,
com dose de 2 mL, conforme recomendacdes do
fabricante da vacina. Os animais foram vacinados
sempre com a mesma marca de vacina, utilizando a
dose-padréo utilizada no Brasil.

As amostras de sangue foram obtidas por
venopuncdo da jugular utilizando agulhas descartaveis
e individuais para cada animal. Ap6s a colheita, o
sangue foi mantido em repouso, em temperatura
ambiente, over-night, até a retracdo do coadgulo. Em
seguida, o soro sanguineo foi separado, estocado em
aliquotas, a -20°C.

Todas as amostras de soro sanguineo foram
submetidas aos testes do antigeno acidificado tamponado
(AAT), soroaglutinacdo lenta acompanhada de
mercaptoetanol  (2-ME), reacdo de fixacdo de
complemento (RFC) e teste de polarizagdo fluorescente
(TPF).

Os testes AAT e 2-ME foram realizados e
interpretados conforme recomendado no Manual
Técnico do PNCEBT (BRASIL, 2006).

Para a RFC foi empregada a microtécnica com
incubacdo a 37°C nas duas fases da reacdo,
recomendada por ALTON et al. (1988), utilizando
antigeno produzido e comercializado pelo Instituto
Biolb6gico de Sdo Paulo com Brucella abortus amostra
1119/3, para a prova de soroaglutinacdo lenta em
tubos. Como complemento foi utilizado soro de cobaia,
titulado conforme a técnica descrita por ALTON et al.
(1988). Foi empregado sistema hemolitico formado por
hemécias de carneiro sensibilizadas com hemolisina
(anticorpo de coelho contra hemécia de ovino) titulada
conforme a recomendacdo de ALTON et al. (1988).
Para a interpretacdo dos resultados, foram considerados
positivos 0s soros com pelo menos 25% de fixagdo de
complemento na diluicdo 1:4.

O TPF foi realizado de acordo com a
metodologia descrita por NIELSEN et al. (1996),
utilizando o “Brucella abortus Antibody Test Kit”
produzido por Diachemix, USA. Para a interpretacdo
dos resultados com ponto de corte variavel, o valor em
mP (unidade de milipolarizagdo) obtido no soro de
controle negativo foi subtraido do resultado obtido no
soro em analise. Foram consideradas negativas as
amostras com até 9,9 mP acima do valor observado
para o controle negativo testado no mesmo lote da
amostra em questdo, suspeitos aqueles com 10,0 a 19,9
mP acima, e positivos 0s soros com 20 mP acima do
valor do controle negativo, conforme recomenda o
fabricante. Para a dicotomizacdo dos resultados do
teste, foram analisados os resultados excluindo os
suspeitos e também considerando os suspeitos como
positivos e considerando 0s suspeitos como negativos.
Foi feita também a interpretacdo usando um ponto de
corte fixo. Para isso, foi adotado o valor de 87,3 mP
(MATHIAS et al., 2010).

De todos os testes, foram analisados os dados
dicotdmicos, ou seja, apds interpretacdo e classificacdo
do resultado em positivo e negativo. A especificidade
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dos testes foi calculada pela relagdo entre o ndmero de
resultados negativos e o total de animais examinados,
uma vez que todos os animais eram livres da infeccdo
(THRUSFIELD, 2005).

Para a observacdo da concordancia entre 0s
resultados dos testes foi calculado o indicador Kappa
(LANDIS e KOCK, 1977).

RESULTADOS

Todos os 72 animais testados acusaram auséncia
de reacdo nas quatro provas sorologicas no dia da
vacinagdo (dia zero), indicando auséncia de contato
com o microrganismo.

Aos 30 dias apos a vacinacao, todos os animais
reagiram no AAT, o que significa auséncia total de
especificidade desse teste nesse momento. Em
contraste, aos 30 dias o teste de polarizacio
fluorescente (TPF) apresentou especificidade variando
de 15,71% a 44,29%, conforme o critério de
interpretacdo. A maior especificidade (44,29%), foi
apresentada pelo TPF com ponto de corte variavel e
considerando negativos o0s animais com resultado
suspeito e, em seguida, o0 TPF com ponto de corte fixo
(37,14%). Observou-se também que a RFC e 2-ME
apresentaram especificidade mais baixa se comparados
ao TPF nas diferentes formas de interpretacio
(dicotimizac&o dos suspeitos) analisadas (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores de especificidade (em porcentagem) para cada teste de diagndstico de brucelose, de acordo com os
dias ap6s a vacinacdo de bezerras da raca Tabapud com Brucella abortus B19.

Testes soroldgicos

Dias gpésN 2-ME 2-ME TPFvar  TPFvar  TPFvar )
A NEEITEe0 AAT Inc+ Inc Ex RFC Sus + Susp Ex Sus - TPFfixo
0 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
30 0,00 4,29 4,76 8,57 15,71 22,00 44,29 37,14
60 6,15 13,85 16,67 12,31 13,85 20,93 47,69 33,85
90 12,96 18,52 19,23 25,93 9,26 14,29 44,44 42,59
120 24,07 31,48 32,08 46,30 22,22 33,33 55,55 53,70
150 46,67 57,78 60,47 55,56 24,44 40,74 64,44 62,22
180 58,06 64,52 68,97 64,52 35,48 57,89 74,19 74,19
210 76,19 80,95 80,95 80,95 76,19 80,00 80,95 80,95
240 70,59 94,12 94,12 94,12 88,24 100,00 100,00 94,12
270 93,75 93,75 93,75 93,75 87,50 100,00 100,00 100,00
300 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

AAT: antigeno acidificado tamponado; 2-ME: soroaglutinacéo lenta e 2-mercaptoetanol; RFC: reacdo de fixagdo de complemento;
TPFvar: teste de polarizagéo fluorescente com ponto de corte variavel; TPFfixo: teste de polarizagéo fluorescente com ponto de corte
fixo; Susp-: animais suspeitos considerados negativos; Susp+: animais suspeitos considerados positivos; Inc+: animais inconclusivos
considerados positivos; Inc-: animais inconclusivos considerados negativos; SuspEX: animais suspeitos excluidos da contagem;

IncEx: animais inconclusivos excluidos da contagem.

Ao longo do estudo, a propor¢do de animais
com resultado negativo apresentou valores crescentes,
com eventuais oscilagfes, indicando aumento da
especificidade de todos os testes soroldgicos avaliados.
Também se observou que a diferenca entre as
especificidades dos diversos testes foi diminuindo ao
longo do tempo. O TPF foi o primeiro a proporcionar
resultado negativo em todas as amostras, fato
observado a partir dos 240 dias de vacina¢do. Aos 300
dias de vacinacdo, também foi observado resultado
negativo nos outros testes, perfazendo 100% de
especificidade (Tabela 1).

A concordancia entre os testes ao longo do
estudo, baseada no indicador Kappa, encontra-se na
tabela 2. De modo geral, quanto maior o tempo
decorrido da vacinagdo, maior também foi a
concordancia entre os resultados dos testes, exceto por
eventuais oscilages relacionadas com a reducgdo do
numero de animais, que foi decrescente ao longo do

estudo. O teste de AAT (utilizado como triagem),
somente apresentou concordancia 6tima com os testes
confirmatérios (2-ME e RFC) aos 210 dias de
vacinacdo. Comparando os resultados desses dois
testes confirmatdrios, observou-se concordancia 6tima
aos 60 e aos 180 dias. Aos 210 dias, esses dois testes
apresentaram concordancia perfeita (kappa = 1).

Aos 30 dias ap6s a vacinagdo, a concordancia
entre os resultados do TPF e os dos demais testes
variou de fraca a regular, na grande maioria das
comparacfes. Os menores valores desse coeficiente
foram observados nas seguintes comparacgdes: (a) AAT
X TPFvar quando o0s animais suspeitos foram
considerados negativos na colheita aos 60 dias apds a
vacinacdo, (b) 2-ME x TPFvar quando os animais
inconclusivos foram considerados positivos na colheita
do dia 30 e (c) RFC x TPFvar quando o0s animais
suspeitos foram considerados negativos na colheita do
dia 30 (Tabela 2).
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Tabela 2 — Valores de kappa entre os testes para diagnostico de brucelose conforme o tempo apds a vacinagao de

bezerras da raca Tabapud com Brucella abortus B19.

Dias apds a vacinacdo

Testes comparados

30 60 90 120 150 180 210
AAT x 2-ME (Inc+) 0,0 0,58 0,79 0,63 0,78 0,73 0,86
AAT x 2-ME (IncEx) * 00 0,58 0,79 0,63 0,77 0,78 0,86
AAT x RFC * 00 0,64 0,62 0,54 0,82 0,86 0,86
AAT x TPF fixo * 00 0,23 0,33 0,37 0,69 0,18 0,86
AAT x TPFvar (Susp-) * 00 0,13 0,31 0,4 0,65 0,65 0,82
AAT x TPFvar (Susp+) * 0,0 0,58 0,44 0,53 0,45 0,44 1
AAT x TPFvar (SuspEx) * 0,0 0,57 0,72 0,72 0,92 0,89 1
2-ME (Inc+) x RFC * 041 0,86 0,79 0,62 0,86 0,72 1
2-ME (IncEx) x RFC * 047 08 0,78 0,61 0,85 0,76 1
2- ME (Inc+) x TPF fixo 0,14 04 0,47 0,49 0,72 0,77 1
2-ME (IncEx) x TPF fixo * 015 0,39 0,52 0,52 0,7 0,92 1
2-ME (Inc+) x TPF (Susp+) * 0,23 048 0,31 0,58 0,38 0,51 0,86
2-ME (Inc+) x TPF (Susp-) * 004 031 0,44 0,57 0,86 0,77 1
2-ME (Inc+) x TPF (SuspEx) * 0,21 0,66 0,53 0,87 1 1 1
2-ME (IncEx) x TPF (Susp+) * 0,28 052 0,31 0,58 0,37 043 0,86
2-ME (IncEx) x TPF (Susp-) * 0,04 031 0,52 0,56 0,80 091 1
2-ME (IncEx) x TPF (SuspEx) * 025 0,72 0,62 0,87 1 1 1
RFC x TPF fixo * 0,27 035 0,7 0,7 0,68 0,62 1
RFC x TPF (Susp+) * 066 04 0,33 0,5 041 0,34 0,86
RFC x TPF (Susp-) * 0,23 0,56 0,61 0,67 0,82 0,62 1
RFC x TPF (SuspEx) * 065 0,66 0,88 0,88 1 0,78 1
TPFfixo x TPF (Susp+) * 048 0,39 0,2 0,39 0,32 0,32 0,86
TPF fixo x TPF (Susp-) * 0,73 0,69 0,96 0,89 0,86 1 1
TPFfixo x TPF (SuspEx) * 0,89 0,93 1 0,94 0,92 1 1

AAT: antigeno acidificado tamponado; 2-ME: soroaglutinacéo lenta e 2-mercaptoetanol; RFC: reacdo de fixagdo de complemento;
TPFvar: teste de polarizagéo fluorescente com ponto de corte varidvel; TPFfixo: teste de polarizacdo fluorescente com ponto de corte
fixo; Susp-: animais suspeitos considerados negativos; Susp+: animais suspeitos considerados positivos; Inc+: animais inconclusivos
considerados positivos; Inc-: animais inconclusivos considerados negativos; SuspEx: animais suspeitos excluidos da contagem;

IncEx: animais inconclusivos excluidos da contagem.
*Né&o calculavel.

DISCUSSAO

A inducdo de anticorpos pela vacina com cepa
B19 de Brucella abortus em bezerras tem sido objeto
de estudo hé& varias décadas, em razdo das reacOes
falso-positivas que esses anticorpos podem acarretar,
resultando em reducdo na especificidade do
diagnéstico soroldgico. Em geral, as investigacoes
realizadas mostram forte resposta soroldgica, que se
mantém ao longo de alguns meses. Porém, na maioria
dos animais, com o transcorrer dos meses apds a
vacinacdo, ocorreu reducdo significativa do nimero de
animais reagentes (e titulos), fato também observado
no presente estudo.

Mesmo apds um periodo curto de tempo, nem
todos os animais apresentaram reagdo significativa em
todos os testes. Apds 30 dias da vacinagdo, o Unico teste
que apontou resultado positivo em todos os animais foi 0
AAT, justamente o teste de triagem e do qual se espera

menor especificidade. J& nos testes que podem ser
usados como confirmatérios foi observado proporcdo
variavel de resultados negativos. Nesse particular, o TPF
apresentou a maior propor¢do de resultados negativos
aos 30 dias de vacinagio (Tabela 1).

Embora a grande maioria dos animais apresente
titulo vacinal significativamente reduzido meses apos a
vacinacdo, h animais que mantém titulos persistentes.
Tal fato € justificado pela persisténcia da infec¢do pela
cepa vacinal (CHAPPEL, 1989). Como a B19 é uma
cepa de baixa viruléncia de B. abortus, induz resposta
imunoldgica semelhante aos isolados da mesma
bactéria de campo. Quando os bovinos sdo vacinados,
entre trés e oito meses de idade, todos os animais tém o
titulo de anticorpos diminuido dentro de poucos meses,
declinando gradativamente, em geral, até 12 meses da
vacinacdo. Porém, a vacina pode causar titulos
sorolégicos  vacinais  persistentes e  infeccdo
permanente pela cepa B19 numa pequena porcentagem
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de animais (PAHO/WHO, 1999). ALTON (1981)
referiu que cerca de uma em cada 200 bezerras
vacinadas mantém reagdo soroldgica por um periodo
de tempo prolongado.

Em geral, as vacinas atenuadas de B. abortus
induzem imunidade mais duradoura do que as
inativadas, uma vez que a bactéria se multiplica no
hospedeiro, usualmente por periodos limitados e a
resisténcia conferida é do tipo celular. No entanto, a
imunidade humoral (produgdo de anticorpos) tem
menor influéncia na protecdo contra infeccBes naturais
por B. abortus. Estudos em bovinos tém mostrado
baixa relacdo entre anticorpos pds-vacinais circulantes
e 0 desenvolvimento de imunidade duradoura
(NICOLETTI, 1990).

Os dados do presente estudo ndo permitem
obter conclusdes seguras sobre a persisténcia dos
anticorpos vacinais, pois ndo foi possivel acompanhar
todas as bezerras ao longo do estudo, uma vez que
muitos animais foram comercializados no periodo em
que ainda apresentavam reacao positiva em varios dos
testes soroldgicos.

Baixa especificidade dos testes convencionais
em bezerras bovinas vacinadas tem sido relatada
(MATHIAS et al., 2001; JARDIM et al., 2006). Como
esperado, o AAT foi o teste com menor especificidade
aos 30 dias de vacinacdo, uma vez que nenhum animal
apresentou resultado negativo. Em contraste, a maior
especificidade foi observada no TPF, o que também
esta de acordo com os dados encontrados na literatura.
Na primeira descricdo deste teste no diagnostico
soroldgico da brucelose bovina, NIELSEN et al. (1996)
relataram elevada especificidade ao examinar soro de
animais adultos que haviam sido vacinados com B.
abortus B19. Em animais recém-vacinados,
SAMARTINO et al. (1999) observaram especificidade
de 64,9% 26 dias ap6s a vacinagdo. No presente estudo
foram observados valores variando de 15,71% a
44,29%, dependendo do critério de interpretacdo
adotado para as reagBes suspeitas (Tabela 1).

A especificidade  observada nos  testes
confirmatérios nos animais amostrados aos 30 dias de
vacinacgdo é similar aos achados obtidos por
SAMARTINO et al. (1999). No presente estudo,
observou-se especificidade de 4,29% e 8,57%,
respectivamente, nos testes 2-ME e RFC, ao passo que
SAMARTINO et al. (1999) constatou 3,2% e 7,0% de
especificidade para esses testes que o PNCEBT
recomenda para a confirmacdo de animais reagentes na
AAT.

A especificidade observada aos 90 dias de
vacinacdo, observou-se para 0s animais 12,96% no
AAT, ao passo que FARIA (2010) constatou valor
superior (41,94%) de animais com resultado negativo.

Nos testes confirmatérios do programa
brasileiro, os valores observados no presente estudo
também foram inferiores aos observados por outros
autores aos 90 dias de vacinagdo. Aos 89 dias de
vacinacdo, SAMARTINO et al. (1999) obtiveram
61,3% e 75,1% de especificidade, respectivamente, nos
testes 2-ME e RFC. FARIA (2010) observou valores
de 62,37% e 69,89%, aos 90 dias, enquanto no presente

estudo os valores foram bem inferiores, 18,52% e
25,93%, respectivamente.

No TPF, aos 90 dias, a especificidade encontrada
no presente estudo também foi inferior & observada por
aqueles autores. FARIA (2010) que analisou também
dois critérios de interpretacdo do TPF. Adotando o ponto
de corte variavel, obteve especificidade de 70,97% se os
resultados suspeitos forem considerados positivos. No
TPF, aos 90 dias, a especificidade encontrada neste
trabalho também foi inferior a observada por aqueles
autores. FARIA (2010) analisou também dois critérios
de interpretacdo do TPF. Adotando ponto de corte
variavel, obteve especificidade de 70,97% se os
resultados suspeitos forem considerados positivos,
enquanto no presente estudo se observou apenas 9,26%.
Adotando ponto de corte fixo, FARIA (2010) obteve
87,1% de especificidade, ao passo que no presente
estudo o valor obtido foi 42,59%. J4 no estudo de
SAMARTINO et al. (1999), aos 89 dias, foi de 92,1%.
No presente estudo, nesta ocasido, obteve-se uma grande
proporgdo de resultados suspeitos, reduzindo a
especificidade do teste.

No estudo de SAMARTINO et al. (1999) a dose
vacinal, adotada na Argentina, foi de 3-5x10°
organismos vivos. Ja no Brasil, a vacina B19 de B.
abortus utiliza 60-120x10° organismos, a mesma dose
adotada no presente estudo e no conduzido por FARIA
(2010).

Aos 180 dias de vacinacdo, se observou nas
bezerras Tabapuds vacinadas especificidade de
58,06%, 64,52% e 64,52%, respectivamente, nos testes
AAT, 2-ME e RFC, enquanto FARIA (2010) reportou
87,1%, 88,17% e 91,4%, respectivamente. No TFP,
FARIA (2010) encontrou especificidade de 83,7% e
87,1% com ponto de corte varidvel e fixo,
respectivamente. Na mesma situacdo, constatou-se
especificidade de 35,48% e 74,19%, respectivamente,
na presente pesquisa.

Embora, de modo geral, os valores de
especificidade observados tenham sido inferiores aos
constatados nas duas pesquisas citadas acima, os trés
estudos mostram que logo apds a vacinacdo a
especificidade do TPF é bastante superior a dos outros
testes avaliados, mas, com o passar do tempo, essa
diferenca vai diminuindo, ao ponto de FARIA (2010)
ter observado praticamente a mesma especificidade
entre 0 AAT e o TPF apds 12 meses de vacinagdo. Os
dados do presente estudo ndo permitem tirar
conclusBes seguras a respeito do comportamento dos
testes ap6s 12 meses, devido & grande reducdo no
numero de animais observados.

No presente estudo, observou-se que aos 270
dias apds a vacinacdo a especificidade dos testes
avaliados foi relativamente alta, variando de 87,5%
para o TPF com ponto de corte mével, e considerando
positivos os suspeitos, até 100,0% no TPF com ponto
de corte fixo. Achado similar foi obtido por FARIA
(2010), que constataram especificidade variando de
92,47% (AAT e TPF com ponto movel e sem descartar
0s suspeitos) a 94,62% (2-ME e RFC). Note-se que
esses valores ndo estdo distantes daqueles constatados
em estudos realizados com animais adultos. DAJER et
al. (1999), em um estudo realizado no México,
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verificaram especificidade de apenas 68,8% no teste
rosa de Bengala (que é similar ao AAT) e de 96,9% no
TPF, e MATHIAS et al. (2010) relataram
especificidade variando de 82,6% a 98,3% no TPF
interpretado com ponto de corte fixo e realizado em
quatro diferentes laboratorios no Brasil.

Mesmo o0s testes convencionais apresentaram
especificidade elevada 300 dias apds a vacinacdo.
Resultados semelhantes foram encontrados por
RIBEIRO et al. (1997), no Brasil, os quais verificaram
que bezerras vacinadas de 3 a 8 meses de idade
apresentaram resultados negativos ap6s 10 meses de
vacinagdo nas provas do 2-ME, AAT, soroaglutinagdo
em tubos e soroaglutinacdo rapida, teste este que
deixou de ser utilizado no Brasil. Também KOLODA
(2005) assinalou que 45 bezerras bovinas (100%)
tornaram-se ndo reagentes no AAT aos 360 dias pds-
vacinais. Ainda no Brasil, em bezerras bufalas
vacinadas entre 3 e 8 meses de idade com a cepa
padrdo de B. abortus (B19), e acompanhadas
sorologicamente por 720 dias pelas provas de AAT, 2-
ME e RFC, foi observado que todos os animais foram
negativos na RFC, AAT e 2-ME aos 270, 300 e 360
dias pos-vacinais, reforcando a possibilidade de uso
dos testes sorolégicos em bezerras vacinadas na idade
supracitada, apos 24 meses de idade, sem interferéncias
de anticorpos de origem vacinal (NARDI JUNIOR et
al., 2012).

Comparando os resultados dos testes aos 30 dias
apos a vacinacao, ndo se observou boa concordancia na
grande maioria dos testes. Somente se constatou kappa
acima de 0,61 entre RFC e TPF. Aos 60 dias, a
concordancia aumentou na maioria das comparacdes e
foi observado kappa 0,86, caracterizando concordancia
6tima, na comparacéo entre 2-ME e RFC. Noventa dias
apos a vacinacao observou-se kappa 0,79 entre AAT e
2-ME, 0,62 entre AAT e RFC e 0,79 entre 2-ME e
RFC. De maneira similar, nessas mesmas comparagdes
e com 0 mesmo periodo de observacéo, FARIA (2010)
verificou, respectivamente, 0,64, 0,64 e 1,0, ou seja,
concordancia perfeita entre 2-ME e AAT aos 90 dias
de vacinacéo.

A comparagdo entre o TPF e 0s outros testes
mostrou concordancia crescente ao longo do tempo,
exceto nas Ultimas colheitas, quando o nUmero de
animais foi pequeno, prejudicando essa tendéncia
(Tabela 2). Esse achado concorda com os obtidos por
FARIA (2010), que também encontrou aumento da
concordancia entre os testes conforme se distanciava a
data da vacinac&o.

A maioria dos estudos com o TPF tém utilizado
ponto de corte fixo (NIELSEN et al., 1996; NIELSEN
et al., 1998; SAMARTINO et al., 1999; DAJER et al.,
1999; McGIVEN et al., 2003). Entretanto, NIELSEN e
GALL (2001) afirmaram que a adogdo de um ponto de
corte determinado pelo valor obtido no teste de soros
negativos adicionado a uma constante (ponto de corte
variavel), talvez seja mais vantajoso do que adotar o
ponto de corte fixo, pois considera as varia¢fes do dia
a dia, embora esse critério também tenha seus
inconvenientes.

Na comparagdo entre as duas formas de
interpretacdo do TPF (ponto de corte varidvel e com

ponto de corte fixo), observou-se concordancia
variando de dtima a perfeita quando as amostras com
resultado suspeito foram excluidas da analise. J& em
outras interpretagdes a concordancia foi menor, como
resultado de numero considerdvel de amostras com
resultado suspeito. Quando as amostras suspeitas foram
incluidas no total examinado, o valor de kappa resultou
em concordancia fraca ou regular, enquanto FARIA
(2010) observou concordancia de boa a 6tima nessa
mesma comparacao.

O presente estudo foi conduzido com bezerras
da raca Tabapud, enquanto AGUIRRE et al. (2002)
obteve achados similares nos testes sorolégicos
(inclusive o TPF), avaliando a resposta soroldgica de
bezerras Holandesas vacinadas com a dose de 3x10°
organismos vivos de B. abortus. Ao contrario, FARIA
(2010) werificou diferenca significativa de resposta
vacinal ao estudar animais Girolandos e mestigos (3/4
Zebu até Holandés PO), observando certa influéncia do
componente racial dos animais ao comparar o perfil
sorolégico de diferentes testes em animais vacinados.

Os dados obtidos mostram que o problema da
resposta induzida pela vacinacdo é mais acentuado
logo ap6s a aplicacdo da vacina, e nessa fase o TPF
apresentou maior capacidade de discriminacdo dos
titulos de anticorpos vacinais, quando comparado com
0s outros testes preconizados pelo PNCEBT,
apresentando-se, portanto, como uma ferramenta Util
para o diagnostico da brucelose bovina, além de ser de
execucao facil e rapida.
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