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Resposta soroldgica de bezerras da raca Tabapua recém-vacinadas com
amostra B19 de Brucella abortus

RESUMO - O trabalho teve como objetivo analisar a resposta soroldgica induzida
pela vacinacdo com a dose padréo de 60-120x10° organismos da amostra B19 de
Brucella abortus em bezerras da raga Tabapuéd, com idade entre 3 e 8 meses,
pelos testes sorologicos preconizados pelo Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) para diagnostico da brucelose
bovina. Foram examinadas amostras de soro sanguineo de 72 animais em quatro
provas sorolégicas: antigeno acidificado tamponado (AAT), teste de
soroaglutinacao lenta juntamente com o teste de 2-mercaptoetanoll (2-ME), reacéo
de fixacdo de complemento (RFC) e teste de polarizagcéo fluorescente (TPF), o
qual foi interpretado de duas formas: ponto de corte varidvel e ponto de corte fixo.
As amostras de soro sanguineo foram colhidas imediatamente antes da
vacinacao, e apo6s 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 e pelo teste y2 de McNemar. O TPF apresentou especificidade
mais elevada do que os outros testes nas amostras colhidas dos 30 aos 90 dias
apos a vacinacdo, mas com o passar do tempo a diferenca entre a especificidade
do TPF e a dos outros testes diminuiu. Aos 270 dias de vacinacao, 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%. Foi
possivel concluir que o TPF apresentou maior capacidade de discriminacdo dos
titulos de anticorpos vacinais logo apés a vacinacdo, quando comparado com 0s
outros testes preconizados pelo PNCEBT, apresentando-se, portanto, como uma
ferramenta util para o diagnéstico da brucelose bovina, além de ser de execuc¢ao

facil e rapida.

Palavras-chave: Brucelose, Sorologia, Polarizacao Fluorescente, Vacinacao.



Serological response of Tabapué heifers recently vaccinated with Brucella
abortus strain 19

ABSTRACT - 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 Tabapua 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 were calculated, and the
results were compared using the kappa statistic and the McNemar's y2 test. The
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.

Keywords: Brucellosis, Serology, Fluorescence polarization, Vaccination.



1. INTRODUCAO

A brucelose bovina € uma enfermidade de grande importancia econémica,
responsavel por consideraveis prejuizos para a pecuéria, além de risco para a
saude humana, especialmente para grupos ocupacionais que mantém contato
mais estreito com essa espécie animal.

Trata-se de infeccao distribuida mundialmente, embora a grande maioria
dos paises desenvolvidos tenha conseguido erradica-la ou reduzir
significativamente sua taxa de prevaléncia.

Essa grande importancia tem motivado a ado¢do de programas sanitarios
visando a erradicar ou pelo menos a controlar a enfermidade como forma de
minimizar os prejuizos causados e restringir a adocéo de barreiras que limitam a
colocacdo da producdo pecuaria em mercados mais exigentes e de maior poder
aquisitivo.

Esses programas tém como base a vacinagdo das bezerras com a amostra
B 19 de Brucella abortus, além do diagndstico para a identificacdo e eliminacdo
dos animais infectados. Por sua praticidade, rapidez e baixo custo, a pesquisa de
anticorpos € o recurso usado nesses programas para identificar as fontes de
infeccdo, pois € a Unica maneira viavel de examinar um grande numero de
animais, como exige esse tipo de programa sanitario.

Da combinacdo dessas duas medidas sanitarias resulta um problema
ocasionado pelo fato de a amostra B19 induzir titulos de anticorpos que podem
causar resultados falso-positivos nos testes de diagnostico sorolégico. Por possuir
composi¢cdo antigénica semelhante a das amostras de Brucella de campo, a
amostra vacinal d4 origem a anticorpos que reagem nos testes rotineiros de
diagnéstico.

Inimeras investigacdes ja foram desenvolvidas com o objetivo de
diferenciar anticorpos induzidos pela vacina B19 daqueles induzidos pela infeccéo,

e tém sido obtidos testes mais especificos, com maior poder de discriminacgao,



mas a diferenciacdo absoluta entre a resposta vacinal e a resposta a infeccao
ainda estéa por ser obtida.

No Brasil foi implantado, em 2001, o Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo de Brucelose e Tuberculose (PNCEBT), que também adota a
vacinagao obrigatoria das bezerras de trés a oito meses de idade com a amostra
B19 e testes sorologicos como métodos de diagndstico. O programa prevé o uso
do teste do antigeno acidificado tamponado (AAT) como método de triagem, e 0s
resultados positivos nesse teste podem ser confirmados pela combinacgéo do teste
de soroaglutinagéo lenta em tubos (SAL) com o teste do 2-mercaptoetanol (2-ME)
ou entdo pela reacdo de fixacdo de complemento (RFC), sendo adotado o
esquema de interpretacdo dos resultados em série para a conclusdo do
diagnéstico.

Mais recentemente, foi aprovado também o uso do teste de polarizacdo
fluorescente (TPF), o qual pode ser empregado como teste Unico ou como teste
confirmatdrio no caso de resultado positivo no teste de triagem.

Para reduzir a influéncia dos titulos vacinais nos testes de diagndéstico, o
programa brasileiro estabelece que as fémeas vacinadas sejam examinadas
somente ap6s os 24 meses de idade, ocasido em que, na grande maioria dos
animais, o titulo de anticorpos induzidos pela vacina ja devera ter reduzido
acentuadamente.

No entanto, embora excepcionalmente, pode haver necessidade de testar
animais antes daquela idade em razdo de exigéncias comerciais, como, por
exemplo, normas de paises importadores, de associacdes de registros de animais,
além de eventuais exigéncias por parte de compradores receosos de introduzir a
infeccdo em seu rebanho.

Diante dessa situacdo, pretendeu-se, no presente estudo, avaliar o
comportamento dos titulos vacinais induzidos pela amostra B19 em bezerras da
raca Tabapud recém-vacinadas, detectados pelos testes adotados pelo Ministério
da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento para o diagndstico da brucelose no

Brasil.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Brucelose

A brucelose € uma das antropozoonoses mais importantes e difundidas
pelo mundo (POESTER et al., 2002). E uma doenca de evolucgéo cronica, causada
por bactérias do género Brucella, Gram-negativas e intracelulares facultativas. Nos
animais, é uma enfermidade que acomete principalmente o sistema reprodutivo e
0 sistema osteoarticular. Quando localizada no sistema reprodutivo, pode
ocasionar aborto no terco final da gestacéo, orquite e epididimite nos touros; ja no
ser humano pode causar infecgdo generalizada. E conhecida nos animais como
doenca de Bang, mal de Bang ou aborto enzodtico, e no ser humano € conhecida
como febre ondulante, febre de Malta ou ainda como febre do Mediterraneo
(PAULIN e FERREIRA NETO, 2003).

No Brasil, a brucelose humana foi detectada pela primeira vez em 1913, por
Goncalves e Carneiro (POESTER et al.,, 2002; KOLODA, 2005). O diagnoéstico
clinico da brucelose bovina foi descrito em 1914 por Danton Seixas. No Estado de
Séo Paulo, a primeira descricdo da brucelose bovina foi feita por Tinaciro Icibani,
em 1922, por meio de exames em tecidos de fetos abortados (PAULIN e
FERREIRA NETO, 2003).

A brucelose bovina (Brucella abortus) € causada por uma bactéria
intracelular facultativa, pertencente ao género Brucella que comporta outras nove
espécies, associadas a diferentes hospedeiros: Brucella melitensis (caprinos e
ovinos), Brucella suis (suinos), Brucella neotomae (rato-do-deserto), Brucella ovis
(ovinos) Brucella canis (cdes), Brucella ceti (cetaceos), Brucella pinnipedialis
(pinipedes), Brucella microti (ratazana) e Brucella inopinata (BANAI e CORBEL,
2010).



A Brucella abortus possui oito bidtipos diferentes quanto a patogenicidade e
a viruléncia, sendo igualmente importantes em estudos de epidemiologia
molecular. S&o bacilos curtos, medindo 0,5-0,7 mm x 0,6-1,55 mm, encontrados
isolados e raramente formando cadeias curtas, ndo formam capsula nem esporos,
imoveis, Gram-negativos, pleomorficos e crescem em condigbes microaerofilas
(CAMPANA et al., 2003).

2.2.Vacinagao dos animais com a cepa B19 de Brucella abortus

A vacina B19 é produzida com uma amostra de Brucella abortus lisa, que em 1923 foi
isolada do leite de uma vaca Jersey. Depois de esquecida acidentalmente por mais
de um ano a temperatura ambiente, a amostra perdeu a viruléncia e desde a
década de 1930 tem sido utilizada como vacina. Essa vacina foi empregada
em varios paises que erradicaram a doenca como, por exemplo,
Austrélia, Canada, Dinamarca, Inglaterra, Holanda, Suécia, entre outros. Além
desses paises, os Estados Unidos também utilizaram essa vacina no programa de
controle até a primeira metade da década de 1990. No Brasil, é avacina
obrigatéria para bezerras com idade entre trés e oito meses (BRASIL, 2006),
exceto no Estado de Santa Catarina, onde, por causa da prevaléncia baixissima, a
vacinagdo com essa amostra deixou de ser adotada (BRASIL, 2004b).

A vacina pode também ser conhecida popularmente como anabortina e,
como toda vacina, pode apresentar vantagens e desvantagens. Dentre as
vantagens pode-se observar ser uma vacina estavel que ndo se multiplica em
presenca do eritritol e as reacfes locais e sistémicas sdo minimas apos a
inoculacdo (ALTON et al.,, 1988). Outro ponto vantajoso é a estimulacdo do
sistema imune do animal vacinado, permitindo assim que o mesmo resista a
infec¢do, pelo desenvolvimento de imunidade contra o lipossacarideo (LPS) liso

da parede celular da Brucella abortus. Normalmente um animal vacinado pode ser



resistente a doenca por um longo periodo, contudo os anticorpos detectaveis
desaparecem em poucos meses (FIGUEIREDO, 2008), embora alguns poucos
animais possam manter titulo soroldgico persistente (ALTON, 1981).

A vacina B19 é atenuada para fémeas bovinas e bubalinas e pode ser
perigosa para machos de quaisquer espécies, devido a viruléncia residual,
expondo esses animais ao risco de desenvolver orquites consideraveis. Se as
fémeas forem vacinadas com idade superior a oito meses, ha maior probabilidade
de producdo de anticorpos que perdurem e interfiram no diagnostico da doenca
apos os 24 meses de idade. Quando a vacinacdo ocorre até os oito meses de
idade, tais anticorpos desaparecem rapidamente, e 0s animais acima de 24 meses
sao geralmente negativos nas provas soroldgicas (BRASIL, 2006).

Apesar de a vacinacdo de vacas adultas ter sido utilizada em alguns
programas internacionais de erradicagdo, o PNCEBT preconiza apenas a
vacinacdo de bezerras entre trés e oito meses de vida, 0 que permite que a reacao
vacinal praticamente desapareca antes de um ano (RIBEIRO et al.,, 1997;
MATHIAS et al., 2001; BRASIL, 2006; JARDIM et al., 2006).

Estudos demonstram que a cepa B19 € 65 a 70% efetiva na protecédo
contra a maioria dos niveis de exposicao a Brucella, se utilizada na dose correta e
na idade recomendada. Também tém demonstrado que a protecao conferida com
a cepa B19 ocorre por pelo menos cinco anos, e, provavelmente por toda a vida
(PAHO/WHO, 1999).

O objetivo da utilizacdo de vacinas com a cepa B19 de Brucella abortus é
baixar a taxa de infeccdo em zonas de alta prevaléncia, propiciando a erradicacao
da doenca. Quando a imunizacdo € aplicada metodicamente numa regido, existe
uma reducdo gradual da frequéncia da brucelose. Quando a cobertura vacinal
atinge 80%, a prevaléncia da doenca estara em patamares inferiores a 2%
(PAULIN, 2003).



2.3.Diagnostico

Desde o reconhecimento original do agente causador da brucelose,
Brucella spp., um grande numero de métodos de diagnostico tém sido
desenvolvidos. O padrao-ouro para o diagndéstico € o isolamento e identificacdo da
bactéria, no entanto, devido a inUmeras razdes, métodos alternativos tém sido
desenvolvidos. Os métodos alternativos incluem a identificacdo do acido nucleico
a partir da bactéria por tecnologia de biologia molecular e um grande numero de
testes serologicos. Os testes soroldgicos sdo geralmente divididos em trés areas:
testes classicos ou testes convencionais, principais ensaios de ligacdo e em
desenvolvimento tecnoldgico (POESTER et al., 2010).

O diagndstico laboratorial da brucelose pode ser feito por método direto e
indireto. O método direto consiste no isolamento do agente em cultura a partir de
materiais bioldégicos de animais infectados por Brucella spp. Embora seja o
método de diagndstico mais confiavel, requer habilidade quanto a colheita e
conservacao das amostras e na execucao da técnica, além de expor o profissional
ao agente. Técnicas mais recentes como a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) produzem melhores resultados quando realizadas a partir de bactérias
isoladas em cultivo e exigem méao de obra experiente e equipamentos caros
(PAULIN e FERREIRA NETO, 2003). O sucesso da PCR diretamente de material
bioldgico (tecido placentério e fetal, sémen, leite, sangue e outros) depende de
mais dados a respeito da escolha da amostra e em quanto tempo o DNA
bacteriano ainda pode ser detectado na amostra selecionada (FIGUEIREDO,
2008).

Testes soroldgicos baseiam-se na reacdo entre antigenos de Brucella spp.,
células inteiras inativadas ou suas fragdes purificadas, e anticorpos produzidos em
resposta a infec¢céo (ALTON et al., 1988).



A deteccdo de anticorpos é o recurso mais utilizado quando se trabalha
com rebanhos, pois os métodos séo rapidos, de facil execucdo e baixo de custo,
além de apresentarem boa sensibilidade e especificidade. Estes testes sé@o a base
da luta contra a brucelose, por permitirem tanto o monitoramento de rebanhos
como de regides inteiras (PAULIN e FERREIRA NETO, 2003).

Com a origem das campanhas de combate & brucelose, foi necessario um
maior incentivo para o desenvolvimento de uma grande variedade de testes para o
diagnéstico da brucelose (FARIA, 2010), ja que o sucesso de um programa de
erradicacdo da brucelose depende em grande parte de diagndstico preciso da
doenca (CHAPPEL, 1989).

De acordo com o PNCEBT (BRASIL, 2004a), no Brasil, o diagndstico
sorologico da brucelose € constituido dos seguintes testes: teste do antigeno
acidificado tamponado (AAT) como teste de triagem, sendo os resultados positivos
confirmados ou pelo teste de 2-mercaptoetanol (2-ME), que é realizado em
paralelo com a soroaglutinacdo lenta em tubos (SAL), ou pelo teste de fixacdo de
complemento (RFC). Posteriormente, foi aprovado também o uso do teste de
polarizacdo fluorescente, que pode ser empregado como teste Unico ou como
teste confirmatoério para as amostras com resultado positivo no teste de triagem
(BRASIL, 2010).

2.3.1. Antigeno acidificado tamponado (AAT)

O AAT apresenta alta sensibilidade e é de facil execucao, empregado como
teste de triagem. A suspensdo de antigeno utilizada é preparada com Brucella
abortus amostra 119/3, na concentracao de 8%, tamponada em pH acido (3,65) e
corada com rosa de Bengala. E uma prova qualitativa, pois n&o indica o titulo de

anticorpos do soro testado, que detecta com maior precocidade as infeccdes



recentes, quando comparada com a SAL. A presenca de grumos apds a mistura
do soro com a solugéo de antigeno indica reacdo positiva, e a auséncia, negativa.
O pH acido permite que somente os isétipos da classe IgG; aglutinem o antigeno.
Podem ocorrer reacdes falso-positivas em decorréncia da utilizacdo da vacina B19
ou de reacdes cruzadas com outras bactérias. As reacdes positivas neste teste
devem ser confirmadas por teste de maior especificidade (BRASIL, 2006).

Em funcdo de sua alta sensibilidade, os resultados negativos no teste do
AAT sé&o considerados como sendo de animais livres da infecgéo por B. abortus.
Entretanto, pela baixa especificidade do teste do AAT em alguns rebanhos, os
resultados positivos devem ser confirmados por outros testes quantitativos mais

especificos, como o SAL juntamente com o 2-ME ou pela RFC (BRASIL, 2004a).

2.3.2. Soroaglutinagéo lenta + 2-mercaptoetanol (SAL/2-ME)

O teste do 2-ME é uma prova quantitativa seletiva que detecta somente a
presenca de IgG no soro suspeito. Esta imunoglobulina indica o estado de
infeccdo ativa. E um teste mais especifico, feito em paralelo com a SAL, e deve
ser utilizado como confirmatério em animais reagentes no teste de triagem. O
tratamento do soro com solucdo de 2-ME, composto que contém radical tiol,
degrada os isotipos IgM. Assim, soros com predominio de IgM ndo apresentarédo
anticorpos suficientes para formacdo de grumos e a reacdo sera considerada
negativa nesta prova (MEGID et al., 2000; PAULIN e FERREIRA NETO, 2003). A
técnica baseia-se no emprego de antigeno de célula total preparado com Brucella
abortus amostra 1119/3, na concentracao final de 0,045% de volume celular.

Na prova de SAL ndo ha degradacao dos isotipos IgM, e estes podem ser
responsaveis pela formacdo de grumos que caracterizam a reagdo positiva
(BRASIL, 2006).



A interpretacdo dos resultados é feita pela diferenga entre os titulos dos
soros sem tratamento (prova lenta), frente ao soro tratado com 2-ME. Os
resultados positivos na prova lenta e negativos no 2-ME devem ser interpretados
como reac0Oes inespecificas ou devido a anticorpos residuais de vacinacdo com
amostra B19 de Brucella abortus. Resultados positivos em ambas as provas
indicam a presenca de IgG, que sao as aglutininas relacionadas com a infec¢ao,
devendo os animais serem considerados infectados (BRASIL, 2004a).

O grau de aglutinacdo em cada uma das distintas diluicbes deve ser
classificado como: completo (+), incompleto (I) ou negativo (-); reacdo completa é
aquela em que a mistura soro-antigeno aparece translicida, e a agitacdo suave
nao rompe 0S grumos; reacdo incompleta € aquela em que a mistura soro-
antigeno aparece parcialmente translicida, e uma suave agitacdo ndo rompe 0s
grumos; reacao negativa é aquela em que a mistura soro-antigeno aparece opaca

ou turva, e uma agitacao suave nao revela grumos (BRASIL, 2006).

2.3.3. Reacao de fixacdo de complemento (RFC)

A RFC é o teste de referéncia recomendado pela Organiza¢cdo Mundial de
Saude Animal (OIE) para o transito internacional de animais e tem sido utilizada
com sucesso em muitos paises nos programas de controle e erradicacdo. Estudos
realizados em bovinos infectados, natural ou experimentalmente, indicaram que a
RFC apresenta boa correlacdo com o isolamento do agente etioldgico, fato que
embasou sua adog¢ao como teste de referéncia para a avaliacdo de outros testes
sorolégicos (MEIRELLES-BARTOLI e MATHIAS, 2010).

A reacdo consiste no principio de que a IgG; ligada aos antigenos
bacterianos € capaz de sequestrar fragcbes hemoliticas do sistema complemento.
E um dos testes mais especificos para a brucelose, detectando precocemente

apenas a IgG;. E aceito como teste padrdo para transito internacional, mas, por



10

ser caro e laborioso, é utilizado para animais previamente triados com o teste de
AAT ou que irdo transitar entre regides ou paises com status sanitarios diferentes
para brucelose (PIRES, 2010).

Deve ser realizado em laboratérios oficiais credenciados, para efeito de
transito internacional de animais, sendo recomendado pela Organizagdo Mundial
de Saude Animal (OIE). E um teste confirmatdrio para animais reagentes no teste
de triagem ou para diagndéstico de casos inconclusivos no teste do 2-ME. E um
teste trabalhoso e complexo, que exige pessoal treinado e laboratério bem
equipado (PAULIN e FERREIRA NETO, 2003; BRASIL, 2006).

Caso o soro do animal apresente o anticorpo correspondente a infeccao, o
complemento sera fixado ao complexo antigeno-anticorpo especifico. Porém, se o
soro nao contiver anticorpos especificos, o complemento permanecera livre. O
indicador € uma suspensao de 3% de células sanguineas vermelhas de ovelha
(SRBC) sensibilizadas com um volume igual de soro de coelho anti-SRBC
(hemolisina), preparada numa diluicdo previamente determinada contendo a
concentracdo minima de hemolisina requerida. Com a adicdo das SRBC
sensibilizadas, o sistema hemolitico se completarda e ocorrerd hemdlise. Ao
contrario, se o complemento estiver ligado ao complexo antigeno-anticorpo, nao
ocorrera hemolise, pois ndo havera complemento livre para se ligar com os
eritrocitos sensibilizados (OIE, 2000).

Entretanto, mesmo sendo um teste extremamente util, a RFC também
apresenta varios contratempos. Trata-se de teste complexo, bastante trabalhoso e
que exige pessoal treinado, além de exigir o uso de reagentes labeis, com
necessidade de renovacdo e, portanto, titulacdo frequente, o que aumenta o
trabalho envolvido em sua realizacdo. Além disso, pode ser influenciada pela
presenca de imunoglobulinas séricas que se ligam ao antigeno sem fixar
complemento, mormente 1gG,. Dessa forma, poucos laboratérios realizam esse
teste, aumentando as chances de soros que percorrem longas distancias
chegarem aos laboratérios em mas condi¢cdes de conservagdo, 0 que, N0 caso

desse teste, € especialmente problematico, em razédo da ocorréncia de atividade
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anticomplementar em soros mal conservados. Outro ponto a ser analisado é que
existe uma variacdo muito grande de técnicas utilizadas, ndo havendo uma
padronizacao internacional (MEIRELLES, 2008).

2.3.4. Teste de polarizagéo fluorescente (TPF)

O TPF tem um curto histdrico de uso e ainda tem de se estabelecer dentro
dos procedimentos de testes de rotina da maioria dos laboratérios nacionais de
referéncia (NIELSEN et al., 1996). E um teste ja padronizado em varios paises,
sendo de rapida realizacdo, facil metodologia e que possui altos valores de
especificidade e sensibilidade quando comparado com os testes de rotina
(SAMARTINO et al., 1999).

Foi desenvolvido e validado no Canada, onde a brucelose foi erradicada ha
mais de uma década, sendo um teste para ser realizado no campo, permitindo o
diagndstico rapido, preciso e barato (NIELSEN et al., 1998; NIELSEN e GALL,
2001).

E um dos testes desenvolvidos recentemente para o diagnostico da
brucelose (McGIVEN et al., 2003; PIRES, 2010). Baseia-se na diferenca rotacional
entre a molécula de antigeno solavel (marcado com fluorocromo) e essa mesma
molécula ligada ao anticorpo. Uma molécula menor gira aleatoriamente a uma
velocidade maior, resultando em rapida despolarizacdo da luz, ao passo que um
complexo maior gira mais lentamente, e a despolarizacdo da luz ocorre a uma
taxa mais reduzida. Essa mudanca na despolarizacdo da luz é detectada por um
analisador de polarizagao fluorescente (NIELSEN et al., 2000).

O teste de polarizacdo de fluorescéncia para a deteccdo de anticorpos
contra Brucella spp. ja foi validado para uso no diagnostico sorolégico da
brucelose em bovinos (NIELSEN et al., 1996; DAJER et al., 1999; SAMARTINO et
al., 1999), suinos (NIELSEN et al., 1999), biséo e varias espécies de veados
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(GALL et al., 2000). No Brasil, o teste também foi validado pela execucéo paralela
em quatro laboratorios (MATHIAS et al., 2010).

Os diversos estudos de avaliacdo do TPF mostram que o teste apresenta
elevada sensibilidade e elevada especificidade. Também tem sido observado que
0 teste apresenta especificidade mais elevada do que a dos testes convencionais
guando aplicado em fémeas vacinadas com a amostra B19 de Brucella abortus
(NIELSEN et al., 1996; SAMARTINO et al., 1999; AGUIRRE et al., 2002; FARIA,
2010).

O mecanismo da prova se baseia na rotagdo aleatoria das moléculas
suspensas na solucao. O tamanho molecular é o principal fator que influencia a
velocidade da rotacdo, com uma relacdo de proporcionalidade inversa. Assim,
uma molécula pequena gira mais depressa que uma grande. Se uma molécula é
marcada com o fluorocromo, pode-se determinar o tempo de rotacdo através de
um &angulo de 68,5° medindo a intensidade da luz em planos verticais e
horizontais. Uma molécula grande emite mais luz em um Uanico plano (mais
polarizada) que uma pequena que gira mais depressa e emite luz despolarizada.
Para o diagnéstico da brucelose, utiliza-se como antigeno um fragmento de baixo
peso molecular (média de 22 kD) de Brucella abortus marcado com isotiocianato
de fluoresceina. Este antigeno é acrescentado ao soro diluido ou ao sangue
completo e em dois minutos (para o soro) ou 15 segundos (para 0 sangue) se
obtém uma média do conteddo de anticorpos por um analisador de polarizacao
fluorescente. Uma leitura superior ao limiar estabelecido (em miliunidades de
polarizagéo - mP) indica uma reacgédo positiva (BARBONI et al., 2009).

Dentre as vantagens do teste de polarizacao fluorescente pode-se citar o
fato de ser rapido, ou seja, necessita de aproximadamente dois minutos para a
obtencdo da resposta, ndo requer etapas de lavagens para a remocdo de
reagentes, como 0 equipamento para a realizacdo do teste € portatil, pode ser
levado ao campo (NIELSEN et al., 2001). O teste, de facil execugédo, pode ser
considerado relativamente barato, e estd validado para o sorodiagnéstico da

brucelose em varias espécies de animais (NIELSEN, 2002). Para a execucao do
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teste, € necessario um pequeno volume de soro sanguineo e o resultado ndo é
afetado pela hemolise (SAMARTINO et al.,, 1999). A Unica desvantagem de
grande importancia é o investimento inicial para a aquisicdo do aparelho e do kit

para a execucdo do teste.
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3. OBJETIVOS

3.1.0Objetivo geral

e Analisar a resposta sorolégica induzida pela vacinagdo com a amostra
B19 de Brucella abortus em bezerras da raca Tabapud pelos testes
sorolégicos preconizados pelo PNCEBT do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

3.2.0bjetivos especificos

e Avaliar a especificidade dos testes de AAT, soroaglutinacdo lenta
juntamente com o 2-ME, RFC e TPF na diferenciacdo precoce dos
anticorpos induzidos pela vacinacdo com a amostra B19 de Brucella

abortus em bezerras da raca Tabapua.

e Comparar os resultados do TPF com aqueles dos testes de AAT, SAL
juntamente com 2-ME e RFC em bezerras da raca Tabapué vacinadas
com Brucella abortus amostra B19.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Rebanho

Foram utilizadas 72 fémeas bovinas da raca Tabapud, clinicamente
saudaveis, com idade de quatro meses no inicio do projeto. Esses animais foram
divididos em grupos, que se mantinham organizados, de acordo com a data de
nascimento.

Os animais pertenciam a uma propriedade rural localizada no Municipio de
Novais no Estado de S&o Paulo. Essa propriedade se dedica a criacdo de animais

de elite, em sistema de criacdo semi-intensivo.

4.2.0btencédo das amostras

Foram obtidas amostras de sangue imediatamente antes da vacinagao e
apos 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330 e 360 dias.

Em cada colheita o niumero de animais ascendia, ja que os lotes eram
formandos de acordo com a data de nascimento dos animais.

O sangue foi obtido por puncdo da veia jugular com auxilio de tubos
Vacutainer® de 10 mL, agulhas descartaveis préprias para o tipo de tubo utilizado
e acopladores. ApGs a retracdo do coagulo, o soro foi separado e mantido a

temperatura de -20°C até o momento da realizacdo dos testes soroldgicos.
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4.3.Vacinagéo

A vacinacao foi realizada por via subcutanea, com dose de 2 mL, conforme
recomendacfes do laboratério fabricante da vacina. Os animais foram vacinados
sempre com a mesma marca de vacina, utilizando como dose padrédo 60 — 120 x

10° organismos da amostra B19 de Brucella abortus.

4.4.Técnicas laboratoriais

Todas as amostras de soro sanguineo foram submetidas aos testes de
AAT, SAL/2-ME, RFC e TPF.

4.4.1. Teste do antigeno acidificado tamponado (AAT)

Esse método, também conhecido como “card test” ou teste rosa de
Bengala, foi realizado com antigeno preparado, pelo Instituto Biologico de Sao
Paulo, com Brucella abortus amostra 1119/3, corado com rosa de Bengala, na
concentragdo de 8,0% de volume celular, pH 3,63, conforme recomendado no
Manual Técnico do PNCEBT (BRASIL, 2006).

O AAT teve sua origem no Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos. O desenvolvimento do teste ocorreu a partir da observacgéo de que a IgG;
bovina € menos ativa em pH neutro, mudando o seu comportamento bioquimico
em meio acido. O pH 3,65 + 0,05 aumenta o poder da aglutinagéo da IgG,, reduz a

reatividade da IgM e destrdi aglutininas inespecificas (KOLODA, 2005).
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A técnica consistiu em depositar 30uL do soro que foi homogeneizado com
30uL do antigeno com bastdo de vidro, em uma placa de vidro quadriculada.
Posteriormente a homogeneizacdo da amostra como o antigeno, a placa foi
agitada em movimentos lentos, circulatérios e continuos pelo periodo de quatro
minutos. ApoOs esse periodo, procedeu-se a leitura, com o auxilio de uma caixa
com luz, também conhecida como aglutinoscopio. Os resultados foram
interpretados a partir da presenca de reacdo de aglutinacdo, indicado pela
formacdo de grumos nos animais reagentes e pela auséncia dos grumos nos

animais nao reagentes.

4.4.2. Teste do 2-mercaptoetanol (2-ME)

Esta técnica foi realizada conforme a metodologia recomendada pelo
Manual Técnico do PNCEBT (BRASIL, 2006).

No estudo foi empregado antigeno de célula total (antigeno para SAL,
produzido e comercializado pelo Instituto Bioldgico de Sao Paulo), preparado com
Brucella abortus amostra 1119/3, na concentracédo final de 0,045% de volume
celular. Como diluente foi empregada solugdo salina 0,85%, com uma
concentracéo final de 0,1 M de 2-mercaptoetanol. As amostras de soro sanguineo
foram testadas em diluicdes duplas a partir da diluicdo 1/25, trabalhando-se com
volume final de 2 mL da mistura diluente-soro-antigeno. A leitura foi realizada apés
incubacdo por 48 horas a 37°C, observando-se a formacdo de grumos de

aglutinacéo. O teste do 2-ME foi realizado simultaneamente ao teste de SAL.
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4.4.3. Teste de soroaglutinacao lenta (SAL)

Conhecida também como teste de soroaglutinacdo em tubos, esta prova é
utilizada em associagcdo com o teste do 2-ME para confirmar resultados positivos
na prova de triagem. Foi realizada conforme a metodologia recomendada pelo
Manual Técnico do PNCEBT (BRASIL, 2006).

A técnica baseia-se na utilizacdo de antigeno de célula total (antigeno para
soroaglutinacéo lenta, produzido e comercializado pelo Instituto Biologico de S&o
Paulo), preparado com Brucella abortus amostra 1119/3, na concentracao final de
0,045% de volume celular. Foi utilizada como diluente solucdo salina 0,85%, com
uma concentracdo final de 0,5% de fenol. As amostras de soro sanguineo foram
testadas em diluicbes duplas a partir da diluicdo 1/25, trabalhando-se com volume
final de 2 mL da mistura diluente-soro-antigeno. A leitura foi realizada apds
incubacdo por 48 horas a 37°C, observando-se a formacdo de grumos de
aglutinacéao.

A interpretacdo dos resultados da prova de soroaglutinacdo lenta é sempre
realizada juntamente com a prova do 2-mercaptoetanol, conforme os quadros 1 e
2, analisando o grau de aglutinagcdo em cada uma das distintas diluicdes, devendo
a reacao ser classificada como: completa (+), incompleta (I) ou negativa (-), de
acordo com o PNCEBT (BRASIL, 2004a).
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Quadro 1. Interpretacdo do teste de 2-mercaptoetanol para diagnostico de
brucelose em fémeas bovinas com idade igual ou superior a 24 meses, vacinadas
com Brucella abortus B19 entre trés e oito meses de idade (adaptado de BRASIL,
2004a).

SAL (Ul/mL) 2-ME (Ul/mL) Interpretacéo
<50 <25 Negativo
2 100 <25 Inconclusivo
225 =25 Positivo

SAL.: teste de soroaglutinacdo lenta
2-ME: teste de 2-mercaptoetanol
Ul: unidade internacional

Quadro 2. Interpretacdo do teste de 2-mercaptoetanol para diagndstico de
brucelose em fémeas bovinas ndo vacinadas com Brucella abortus B 19 e machos

com idade superior a oito meses (adaptado de BRASIL, 2004a).

SAL (Ul/mL) 2-ME (Ul/mL) Interpretacao
<25 <25 Negativo
2 50 <25 Inconclusivo
225 =25 Positivo

SAL.: teste de soroaglutinacdo lenta
2-ME: teste de 2-mercaptoetanol
Ul: unidade internacional

Pelo fato de se conhecer a condicdo vacinal dos animais avaliados, 0s
resultados dos testes de SAL e 2-ME foram interpretados de acordo com o quadro
do PNCEBT (BRASIL, 2004a) correspondente a animais vacinados (QUADRO 1).

Para a andlise dos resultados dicotomizados foram adotadas duas
interpretagbes diferentes: excluindo os resultados inconclusivos e também

considerando os inconclusivos como positivos.
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4.4.4. Reacao de fixagcdo de complemento (RFC)

Foi empregada a microtécnica com incubacdo a 37°C nas duas fases da
reacdo, recomendada por ALTON et al. (1988). Foi utilizado antigeno produzido e
comercializado pelo Instituto Biologico 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 hemacias de carneiro
sensibilizadas com hemolisina (anticorpo de coelho contra hemécia de ovino)
titulada conforme a recomendacédo de ALTON et al. (1988). Para a interpretacao
dos resultados, foram considerados positivos 0os soros com pelo menos 25% de

fixacdo de complemento na diluicdo 1:4.

4.4.5. Teste de polarizacéao fluorescente (TPF)

O procedimento deste teste foi realizado de acordo com a metodologia
descrita por NIELSEN et al. (1999), utilizando o “Brucella abortus Antibody Test
Kit” produzido por Diachemix, USA.

Foram separados dois tubos para os controles positivos e negativos mais
48 tubos para as amostras; dessa maneira, em cada rodada de teste eram
analisadas 48 amostras. Os tubos foram numerados de um a cinquenta com
caneta de tinta permanente. Nos tubos de ensaio referentes aos soros de controle
(positivo e negativo), foram colocados 990uL de solugao-tampéo e 10uL dos soros
de controle; nos demais tubos foram depositados 990uL de solugdo-tampéo e
10uL de soros sanguineos dos bovinos. Em seguida, a mistura foi homogeneizada
em um agitador de tubos, os tubos foram limpos com papel absorvente e, apos

pelo menos cinco minutos, as amostras foram submetidas a um primeiro ciclo de
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leitura, em um analisador de polarizagdo fluorescente modelo Sentry 100
(Diachemix, USA).

Apoés a primeira leitura, em cada tubo foi adicionada uma quantidade de
10uL de conjugado (antigeno lipopolissacarideo marcado com fluoresceina) e
aguardou-se um tempo de incubagédo de pelo menos dois minutos a temperatura
ambiente. Passado esse periodo, os tubos foram novamente limpos com papel
absorvente e agitados, e apos esse procedimento foi realizado o segundo ciclo de
leitura, respeitando a mesma ordem em que foi feita a primeira leitura.

A taxa de despolarizacédo da luz é captada pelo aparelho de polarizacéo
fluorescente, e o resultado do teste € expresso em unidades de milipolarizacéo
(mP). O valor em mP sera maior quanto maior for a quantidade de anticorpos no
soro analisado.

Para a interpretacdo dos resultados com ponto de corte variavel, o valor em
mP obtido no soro de controle negativo foi subtraido do resultado obtido no soro
em analise. Foram consideradas negativas as amostras de soro sanguineo com
até 9,9 mP acima da diferenca entre o valor observado para o controle negativo
testado no mesmo lote da amostra em questao, suspeitos aqueles com diferenca
de 10,0 a 19,9 mP acima, e positivos os soros com diferenca igual ou superior a
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 inconclusivos como
positivos e considerando o0s inconclusivos 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).
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4.5. Andlise de dados

Foram analisados os dados dicotdmicos, ou seja, apds interpretacdo e
classificagao do resultado em positivo e negativo.

A especificidade dos testes foi calculada pela relacdo entre o nimero de
resultados negativos e o total de animais examinados, uma vez que todos 0s

animais eram livres da infeccéo, conforme o quadro abaixo (THRUSFIELD, 2005).

Quadro 3. Resultados possiveis de um teste de diagndstico em comparagdo com

a condicao verdadeira do individuo testado.

Condicao verdadeira
Resultado do teste Total

Infectado| N&o infectado
Positivo a b atb
Negativo c d c+d
Total a+c b+d atb+c+d

Especificidade = d/(b+d). No presente estudo, o valor foi multiplicado por
100, de modo que o resultado fosse expresso em porcentagem.

Para a observacdo da concordancia entre os resultados dos testes foi
calculado o indicador Kappa, usando a seguinte férmula (LANDIS e KOCK, 1977),

conforme o quadro abaixo.



Quadro 4. Comparacao entre os resultados de dois testes de diagnoéstico.

Resultado do teste 2

Resultado do teste 1 Total
Positivo | Negativo
Positivo a b atb
Negativo C d c+d
Total a+c b+d N

Po (proporgéo de concordéancias observadas) =

Pe (proporcéo de concordancias esperadas) =

23

A interpretagédo dos resultados do indicador kappa foi realizada de acordo

com os critérios adotados por PEREIRA (2000), apresentados no quadro 5.
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Quadro 5. Interpretacdo da concordancia pelo coeficiente Kappa, segundo

PEREIRA (2000).

Kappa Concordancia
< 0,00 Ruim
0,00-0,20 Fraca
0,21-0,40 Sofrivel
0,41 -0,60 Regular
0,61 -0,80 Boa
0,81 -0,99 Otima
1,00 Perfeita

Os resultados dos testes sorolégicos também foram comparados utilizando

o teste y2 McNemar (JEKEL et al., 1999), indicado para a comparacédo de duas

amostras relacionadas. Foi feita a comparacdo entre os testes, com os variados

critérios de interpretacdo, em cada colheita, e foi feita também a comparacao entre

os resultados dos testes aos 30 dias de vacinagdo, momento em que se esperava

a especificidade mais baixa, com os resultados do mesmo teste nas colheitas

seguintes.




25

5. RESULTADOS

Todos os 72 animais testados acusaram auséncia de reag¢do nas quatro
provas sorolégicas no dia da vacinacao (dia zero), indicando auséncia de contato
com o microrganismo. Devido ao manejo na fazenda onde as colheitas foram
realizadas, os animais foram divididos por lotes de acordo com a data de
nascimento. Do mesmo modo eram agrupados em lotes para a venda em leilées;
dessa maneira, 0 numero de animais em cada colheita era decrescente, conforme
0s animais eram vendidos.

Os numeros de animais em cada colheita classificados como negativos,
suspeitos, inconclusivos, ou positivos por teste estdo demonstrados na tabela 1.

Os pontos de corte do teste de polarizacéo fluorescente com ponto de corte

variavel durante todo o experimento oscilaram de 64,8 a 75,5 mP.
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Tabela 1 — Numero de bezerras da raca Tabapué vacinadas com Brucella abortus
B19, segundo o resultado dos testes para diagnostico de brucelose e o tempo

(dias) ap0s a vacinacao.

AAT 2-ME RFC TPFvar TPFfixo

Dias ap6s vacinacdo Neg Pos Neg Inc Pos Neg Pos Neg Susp Pos Neg Pos Total

0 72 0 72 0 0 72 0 72 0 o 72 0 72

30 0 70 7 60 6 64 11 20 39 26 44 70
60 4 61 9 2 54 8 57 9 22 34 22 43 65
90 7 47 10 2 42 14 40 5 19 30 23 31 54
120 13 41 17 1 36 25 29 12 18 24 29 25 54
150 21 24 26 2 17 25 20 11 18 16 28 17 45
180 18 13 20 2 9 20 11 11 12 8 23 8 31
210 16 5 17 0 4 17 4 16 1 4 17 4 21
240 12 5 16 O 1 16 1 15 2 0O 16 1 17
270 15 1 15 O 1 15 1 14 2 0O 16 0 16
300 4 0 4 0O O 4 0 4 0 0 4 0

330 5 0 5 0O O 5 0 5 0 0 5 0

360 1 0 1 0O O 1 0 1 0 0 1 0

AAT: antigeno acidificado tamponado; 2-ME: soroaglutinacdo lenta e 2-mercaptoetanol; RFC:
reacdo de fixagcdo de complemento; TPFvar: teste de polarizagdo fluorescente com ponto de
corte variavel, TPFfixo: teste de polarizacdo fluorescente com ponto de corte fixo; Neg:
Negativo; Pos: Positivo; Inc: Inconclusivo; Susp: suspeito.

Analisando os dados obtidos, pode-se observar que com o passar do tempo
0S grupos apresentaram valores crescentes de animais com resultado negativo,
embora isso possa ficar mascarado pelo nimero instavel de animais em cada
coleta.

Outro ponto que deve ser analisado é a diferenca apresentada entre os
testes de polarizacdo com ponto de corte variavel e o teste de polarizacdo

fluorescente com ponte do corte fixo. Essa diferenca entre os valores pode ser
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bY

atribuida a uniformizacdo obtida quando se utiliza o ponto de corte fixo. Na
interpretagdo com ponto de corte varidvel observou-se uma consideravel
proporcao de animais suspeitos até 180 dias ap0s a vacinacao.

Nas amostras colhidas 180 dias apds a vacinacdo, dois animais ainda
apresentaram resultados inconclusivos no teste de 2-ME. Dos 31 animais
analisados nesta coleta, 18 foram negativos no teste de AAT, 20 foram negativos
nos testes 2-ME e RFC. Desses 18 animais, 11 apresentaram resultado negativo
no teste de polarizacdo fluorescente com ponto de corte variavel e 23 foram
negativos no teste de polarizacao fluorescente com ponto de corte fixo.

Apébs 270 dias da vacinacao, dos 16 animais analisados, um foi positivo no
AAT, no teste 2-ME e na fixacdo de complemento e dois foram suspeitos na
polarizacéo fluorescente com ponto de corte variavel.

Os valores de especificidade encontrados para cada teste conforme o
tempo apoés a vacinagdo podem ser observados na tabela 2. Aos 30 dias, nota-se
gue a especificidade do AAT foi zero, uma vez que todos 0s animais apresentaram
resultado positivo. Observa-se também que os testes RFC e 2-ME apresentaram
especificidade mais baixa que aquela apresentada pelo TPF nas diferentes formas
de interpretacdo analisadas. No entanto, conforme o tempo passou, a diferenca
entre as especificidades dos testes tradicionais e a do TPF diminuiu, o que se
deveu principalmente a observacdo de muitos animais com resultado suspeito no
TPF. Conforme se pode observar na tabela, a exclusdo dos suspeitos e a
interpretagdo com ponto de corte fixo resultam em especificidade superior a
verificada nos outros testes aos 180 dias de vacinacao.

Observa-se que as maiores especificidades constatadas durante o periodo
analisado para os diversos testes foram: AAT aos 270 dias (93,75%); 2-ME aos
240 dias (94,12%); RFC aos 240 dias (94,12%); e TPFvar e TPFfixo aos 240 dias
apos a vacinacao (88,24% e 94,12%, respectivamente), segundo os dados que

constam na tabela 2.



28

Tabela 2 — Valores de especificidade (em porcentagem) para cada teste de
diagndstico de brucelose, de acordo com os dias apés a vacinagdo de bezerras da
raca Tabapua com Brucella abortus B19.

Testes utilizados

Dias apés 2-ME 2-ME TPFvar TPFvar TPFvar

a vacinagao AAT Inc+ Inc Ex RFC Sus+ SuspEx 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 2593 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 6452 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
330 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
360 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

AAT: antigeno acidificado tamponado; 2-ME: soroaglutinacdo lenta e 2-mercaptoetanol; RFC:
reacdo de fixacdo de complemento; TPFvar: teste de polarizacdo 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.

Dos 72 animais examinados apés a vacinacao, 34 (47,89%) apresentaram
resultado negativo no AAT até os 180 dias. Ja no teste 2-ME quando os animais
inconclusivos foram considerados positivos, 37 animais (52,11%) apresentaram
em algum momento desses 180 dias uma resposta negativa. Excluindo da analise
as amostras inconclusivas, 36 (59,02%) de um total de 61 animais chegaram a

apresentar resultado negativo em até 180 dias. Na RFC, 37 animais (52,11%)
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apresentaram-se negativos ao teste neste periodo. No TPF com ponto de corte
variavel, as propor¢bes de animais com resultados negativos até 180 dias
oscilaram de 40,85% a 82,61%. No TPF com ponto de corte fixo, 44 animais
(61,97%) foram negativos em algum momento desses 180 dias apds a vacinacao
(tabela 3).

Tabela 3 — Numero e porcentagem de bezerras da raca Tabapua que
apresentaram resultado negativo nos testes de diagndéstico de brucelose até 180

dias apos a vacinag¢ao com Brucella abortus B19.

Testes de diagnostico N° Neg % Neg Total

AAT 34 47,89 71
2-ME Inc + 37 52,11 71
2-ME IncEx 36 59,02 61

RFC 37 52,11 71

TPFvar Susp- 48 67,61 71

TPFvar Susp+ 29 40,85 71

TPFvar SuspEXx 19 82,61 23
TPF fixo 44 61,97 71

AAT: antigeno acidificado tamponado; 2-ME: soroaglutinagdo lenta e 2-mercaptoetanol; RFC:
reacdo de fixacdo de complemento; TPFvar: teste de polarizacdo fluorescente com ponto de corte
variavel; 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 excluido da contagem.

A tabela 4 mostra a concordéncia entre os diversos testes nos diversos
momentos de observacdo. Quando se compara o AAT com 0S outros testes
tradicionais, observa-se crescimento da concordancia com o transcorrer do tempo,
observacdo essa que ndo é confirmada nas ultimas colheitas, em decorréncia da
diminuicdo expressiva do numero de observacdes. Aos 30 dias, ndo foi possivel
obter o valor de kappa, porque todas as amostras foram negativas no AAT. Essa

comparacdo assinalou um coeficiente kappa de 0,86, indicando concordancia
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Otima, quando o AAT foi comparado com a combinagédo de 2-ME e com a RFC aos
210 dias ap0s a vacinacgao.

Comparando os resultados de 2-ME com os da RFC, observou-se
concordancia 6tima aos 60 e aos 180 dias ap0s a vacinacao (tabela 4).

Aos 30 dias apds a vacinacado, a concordancia entre os resultados do TPF e
os dos demais testes variou de fraca a regular, na grande maioria das
comparacoes (tabela 4).

Os menores valores desse coeficiente foram observados nas comparacgoes:
AAT x TPFvar quando os animais suspeitos foram considerados negativos na
colheita aos 60 dias apdés a vacinacdo; 2-ME x TPFvar quando os animais
inconclusivos foram considerados positivos na colheita do dia 30; RFC x TPFvar
guando os animais suspeitos foram considerados negativos na colheita do dia 30.
Os maiores coeficientes de concordancia foram observados entre as provas de:
AAT x TPF na colheita do dia 210; 2-ME x TPF na colheita do dia 210; RFC x TPF
na colheita do dia 210; e 2-ME x RFC aos 210 dias apés a vacinacao (tabela 4).
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Tabela 4 — Valores de kappa entre os testes realizados para diagnéstico de
brucelose conforme o tempo apds a vacinacdo de bezerras da raca Tabapud com
Brucella abortus B19.

Dias apdés vacinagao

Testes comparados 0 30 60 90 120 150 180 210 240 270
AAT x 2-ME (Inc+) * * 053 079 063 0,78 0,73 0,86 0,26 *
AAT x 2-ME (IncEx) * * 058 0,79 063 0,77 0,78 0,86 0,26 -0,07
AAT x RFC * * 064 062 054 082 0,86 0,86 0,26 -0,07
AAT x TPF fixo * * 023 033 0,37 0,69 0,18 0,86 0,26 *
AAT x TPFvar (Susp-) * * 013 031 04 065 065 082 O *
AAT x TPFvar (Susp+) * * 058 044 053 045 044 1 049 0,64
AAT x TPFvar (SuspEx) * * 057 0,72 0,72 0,92 0,89 * *
2-ME (Inc+) x RFC * 041 086 0,79 0,62 0,86 0,72 1 1
2-ME (IncEx) x RFC * 047 08 0,78 0,61 0,85 0,76 1 1
2- ME (Inc+) x TPF fixo * 014 04 0,47 049 0,72 0,77 1 *
2-ME (IncEx) x TPF fixo * 0,15 0,39 052 052 0,7 0,92 1 *

2-ME (Inc+) x TPF (Susp+)  * 0,23 0,48 0,31 0,58 0,38 0,51
2-ME (Inc+) x TPF (Susp-) * 0,04 031 044 057 0,86 0,77
2-ME (Inc+) x TPF (SuspEx)  * 0,21 066 053 087 1 1
2-ME (IncEx) x TPF (Susp+)  * 0,28 0,52 0,31 0,58 0,37 0,43

o

o
HmHHmHHHgHHmHHHHH
o
o
g

*

2-ME (IncEx) x TPF (Susp-) * 0,04 0,31 0,52 056 0,8 0,91 * *
2-ME (IncEx) x TPF (SuspEx) * 025 0,72 0,62 087 1 1 * *
RFC x TPF fixo * 0,27 035 0,7 0,7 0,68 0,62 1 *
RFC x TPF (Susp+) * 066 04 033 05 041 0,34 0,8 0,64 0,64
RFC x TPF (Susp-) * 0,23 0,56 0,61 0,67 0,82 0,62 * *
RFC x TPF (SuspEXx) * 0,65 066 088 088 1 0,78 * *
TPFfixo x TPF (Susp+) * 048 039 0,2 0,39 0,32 0,32 0,86 0,64 -0,06
TPF fixo x TPF (Susp-) * 0,73 0,69 0,9 0,89 086 1 * *
TPFfixo x TPF (SuspEX) * 089 093 1 094 092 1 1 * *

AAT: antigeno acidificado tamponado; 2-ME: soroaglutinacdo lenta e 2-mercaptoetanol; RFC:
reacdo de fixacdo de complemento; TPFvar: teste de polarizacdo fluorescente com ponto de corte
variavel; TPFfixo: teste de polarizacao 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.
*Nao calculavel.
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Comparando os resultados do AAT observados 30 dias apds a vacinagao
com os resultados nas outras ocasifes, nota-se que aos 60 dias a diferenca néao
foi significativa, mas aos 90 dias os resultados diferiram significativamente
daqueles observados aos 30 dias (P < 0,05) e essa diferenca aumentou nas
observacdes feitas aos 120 e 150 dias (P < 0,01), conforme se observa na tabela
5. No caso do 2-ME, j& foi observada diferenca significativa aos 60 dias (P < 0,05),
0 que persistiu aos 90 dias (P < 0,05) e aumentou a partir dai (P < 0,01). Na RFC,
observou-se diferenca significativa entre os resultados obtidos aos 30 dias e
aqueles obtidos aos 120 dias e apos (P < 0,01). Também no TPF com ponto de
corte fixo ndo se observou diferenca significativa entre os resultados aos 30 dias
de vacinacao e os resultados aos 60 e 90 (P < 0,05); a partir do 120 dias, os

resultados diferiram daqueles obtidos aos 30 dias (P < 0,05).

Tabela 5 — Resultados do teste de 32 de McNemar (x* > 3,84: P < 0,05; 32> 6,64:
P < 0,01) na comparagdo entre os resultados dos testes para diagndstico de
brucelose 30 dias apds a vacinacdo e os resultados obtidos no mesmo teste a
partir de 60 dias apds a vacinacdo de bezerras da raca Tabapud com Brucella
abortus B19.

Teste de diagnostico 60 90 120 150
AAT 2,25 5,14 12,07 18,05
2 ME (Inc+) 514 5,14 16,05 22,04
2 ME (IncEx) 4,16 5,14 14,06 18,05
RFC 0,25 3,12 13,05 17,05
TPFfixo 0 0 5,78 4,08
TPF (Susp+) 01 1,45 0,08 0,12
TPF (Susp-) 0 0,36 0,26 0,9
TPF (SuspEX) 0

AAT: antigeno acidificado tamponado; 2-ME: soroaglutinagdo lenta e 2-mercaptoetanol; RFC:
reacdo de fixacdo de complemento; TPFvar: teste de polarizacdo fluorescente com ponto de corte
variavel, 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.
---N&o se pode calcular.
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Os resultados do AAT néo diferiram significativamente daqueles do 2-ME
em todo o periodo de observacdo. J4& na comparacdo do AAT com a RFC
observou-se diferenca significativa pelo teste de McNemar aos 90 dias (P < 0,05)
e aos 120 dias (P < 0,01). Os resultados do AAT, quando comparados com os do
TPF com ponto de corte fixo, foram significativamente diferentes em todas as
colheitas. Também €& interessante observar que o0s resultados do TPF
apresentaram maior diferenca com os resultados dos outros testes, principalmente

aos 30 dias de vacinacao (tabela 6).
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Tabela 6 — Resultados do y2 de McNemar (x° > 3,84: P < 0,05; x> 6,64: P <
0,01) na comparacao entre os testes para diagndstico de brucelose segundo o

tempo apos a vacinacao de bezerras da raca Tabapua com Brucella abortus B19.

Dias ap6s vacinacao

Testes comparados

0 30 60 90 120 150
AAT x 2-ME (Inc+) 0 1,33 3,2 1,33 1,12 3,2
AAT x 2-ME (IncEx) 0 1,33 3,2 1,33 1,12 3,2
AAT x RFC 0 2,28 2,25 514 10,08 2,25
AAT x TPFfixo 0 4,16 16,05 14,06 16,05 5,14
AAT x TPF (Susp-) 0 29,03 25,03 15,05 15,05 6,12
AAT x TPF (Susp+) 0 9,09 3,2 0,16 0 6,75
AAT X TPF (SuspEXx) 0 9,09 3,2
2-ME (Inc+) x RFC 0 0,8 0 2,25 4,9 0
2-ME (IncEx) x RFC 0 0,25 0 2,25 4,9 0
2-ME (Inc+) x TPF fixo 0 21,04 9,6 11,07 8,64 0,16
2-ME (IncEx) x TPFfixo 0 19,04 8,64 9,09 7,69 0,16
2-ME (Inc+) x TPF (Susp+) O 4,9 0,12 1,77 1,77 13,06
2-ME (Inc+) x TPF (Susp-) O 24,3 19,04 12,07 10,08 1,33
2-ME (Inc+) x TPF (SuspEx) O 4,9 2,25
2-ME (IncEx) x TPF (Susp+) 0 3,12 0 1,77 1,77 13,06
2-ME (IncEx) x TPF (Susp-) 0 22,32 19,04 9,09 10,08 2,25
2-ME (IncEx) x TPF (SuspEx) 0 3,12 1,33 --- --- ---
RFC x TPFfixo 0 18,05 10,56 1,12 1,12 0,57
RFC x TPF (Susp+) 0 3,2 0 5,81 11,07 12,07
RFC x TPF (Susp-) 0 21,04 5,81 8,1 1,77 2,25
RFC x TPF (SuspEXx) 0 3,2 2,25
TPFfixo x TPF (Susp+) 0 13,06 9,6 16,05 15,05 15,05
TPFfixo x TPF (Susp-) 0 1,77 8,1 0 0 0

TPFfixo X TPF (SuspEXx) 0 0,5 0

AAT: antigeno acidificado tamponado; 2-ME: soroaglutinagdo lenta e 2-mercaptoetanol; RFC:
reacdo de fixacdo de complemento; TPFvar: teste de polarizacdo fluorescente com ponto de corte
variavel; 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.

--- N&o se pode calcular.
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6. DISCUSSAO

A inducéo de anticorpos pela vacina com amostra B19 de Brucella abortus
tem sido motivo de preocupacdo h&d varias décadas devido as reacfes falso-
positivas que esses anticorpos podem acarretar, resultando em reducdo na
especificidade do diagndstico sorologico. Dai advém o desenvolvimento de um
grande numero de investigacdes cientificas destinadas a elucidar esse problema,
usando vérias estratégias, como a limitacdo da faixa etaria dos animais vacinados
e a criacdo de novas técnicas sorolégicas que possam proporcionar maior
especificidade ao diagndstico.

De um modo geral, as investigacdes realizadas mostram uma forte resposta
sorolégica, que se mantém ao longo de alguns meses, porém que, para a maioria
dos animais, se reduz significativamente com o transcorrer do tempo, e os dados
do presente estudo também apontam nesse sentido.

Cumpre ressaltar que, mesmo apdés um periodo curto de tempo, nem todos
0S animais apresentaram reacdo significativa em todos os testes. Observou-se
que 30 dias ap6s a vacinacdo o Unico teste que apontou resultado positivo em
todos os animais foi o AAT, justamente o teste de triagem e do qual se espera
menor especificidade. Ja os testes que podem ser usados como confirmatérios
apontaram numero variavel de resultados negativos. Nesse particular, deve-se
destacar o desempenho do teste de polarizacdo fluorescente, que apresentou o
maior nimero de resultados negativos aos 30 dias de vacinagéo (tabela 1).

Embora a grande maioria dos animais possa ter o titulo vacinal
significativamente reduzido ao longo do tempo, h& animais que mantém titulos
persistentes, o que esta relacionado com a persisténcia da infeccao pela amostra
vacinal (CHAPPEL, 1989).

A B19, sendo uma cepa de baixa viruléncia de Brucella abortus biovar 1,
induz resposta imunoldgica idéntica aquela resultante da infeccdo por cepa de

campo. Quando os bovinos sdo vacinados na idade correta (de trés a oito meses
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de idade), todos os animais tém o titulo de anticorpos resultantes diminuido dentro
de pouco tempo, geralmente com um ano de idade. Porém, a vacina pode induzir
titulos sorologicos vacinais persistentes e infeccdo permanente pela cepa B19
numa pequena porcentagem de animais vacinados (PAHO/WHO, 1999).

De acordo com ALTON (1981), ao redor de uma em cada 200 bezerras
vacinadas mantém reacdo sorolégica por um periodo de tempo prolongado. Os
dados do presente estudo ndo permitem obter conclusdes seguras a respeito
dessa persisténcia, porque nao foi possivel acompanhar todos os animais ao
longo de todo o periodo, uma vez que animais foram vendidos pelo proprietério no
momento em que ainda apresentavam reacao positiva nos varios testes
sorologicos avaliados.

Segundo NICOLETTI (1990), em geral, as vacinas vivas com antigeno de

Brucella promovem imunidade mais duradoura do que as inativadas, sendo que a
bactéria se multiplica no hospedeiro, geralmente, por periodos limitados e a
resisténcia conferida é do tipo celular. Os anticorpos tém menor papel na
protecdo, e estudos em bovinos tém mostrado baixa relacdo de anticorpos pos-
vacinais circulantes com a imunidade subsequente.
Como esperado, o AAT foi o teste com menor especificidade aos 30 dias de
vacinacdo, uma vez que nenhum animal apresentou resultado negativo, o que tem
sido observado em varios outros estudos (MATHIAS et al., 2001). Ja a maior
especificidade foi observada no TPF, o que também est4 de acordo com os dados
encontrados na literatura. No primeiro artigo cientifico a descrever o uso desse
teste no diagnostico soroldégico da brucelose bovina, NIELSEN et al. (1996)
relataram elevada especificidade do teste ao examinar soro de animais adultos
que haviam sido vacinados com Brucella abortus B19, e, particularmente em
animais recém-vacinados, SAMARTINO et al. (1999) observaram especificidade
de 64,9% aos 26 dias ap0s a vacinacgao, acima dos valores variando de 15,71% a
44,29%, dependendo do critério de interpretacdo, observados no presente estudo
(tabela 2).
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A especificidade observada nos testes confirmatdrios aos 30 dias de
vacinagdo condiz com os valores 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 aqueles autores constataram 3,2% e 7,0%
de especificidade para os dois testes que o programa brasileiro recomenda para a
confirmacéo de resultados que foram positivos na triagem.

Destacando a especificidade observada aos 90 dias de vacinacédo, para a
qual se encontram dados correspondentes na literatura, observou-se o valor de
12,96% no AAT, ao passo que FARIA (2010) observou valor bem superior,
41,94% de animais com resultado negativo.

Nos testes confirmatorios 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
neste estudo os valores foram bem inferiores, 18,52% e 25,93%, respectivamente.

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 o ponto de corte variavel, obtiveram
especificidade de 70,97% se os resultados suspeitos forem considerados
positivos, enquanto no presente estudo se observou apenas 9,26%, e 87,1% com
ponto de corte fixo, ao passo que no presente estudo o valor obtido foi 42,59% e
no de SAMARTINO et al. (1999), aos 89 dias, foi de 92,1%. No presente estudo,
nesta ocasido, obteve-se uma grande proporcdo de resultados suspeitos,
reduzindo a especificidade do teste.

Destaque-se ainda que no trabalho de SAMARTINO et al. (1999) a dose
vacinal, adotada na Argentina, foi de 3-5x10° organismos vivos, ao passo que no
Brasil a dose utilizada é de 60-120x10°, dose esta utilizada no presente estudo e
no estudo de FARIA (2010).
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Aos 180 dias de vacinagao, no presente estudo se observou especificidade
de 58,06%, 64,52% e 64,52%, respectivamente, nos testes AAT, 2-ME e RFC,
enquanto FARIA (2010) observou 87,1%, 88,17% e 91,4%, respectivamente. No
que diz respeito ao TFP, FARIA (2010) encontrou especificidade de 83,7% e
87,1% com ponto de corte variavel e fixo, respectivamente, ao passo que, na
mesma situagdo, constatou-se especificidade de 35,48% e 74,19%,
respectivamente, na presente pesquisa.

Embora, de um modo geral, os valores de especificidade observados
tenham sido inferiores aos constatados nas duas pesquisas discutidas acima, 0s
trés estudos mostram que logo apdés 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 o0 AAT e o TPF ap6s 12 meses de
vacinacdo. Os dados do presente estudo ndo permitem tirar conclusdes seguras a
respeito do comportamento dos testes apos 12 meses, devido a grande reducédo
no numero de animais observados.

Analisando a proporgdo de animais que chegaram a ter um resultado
negativo durante o periodo de observacdo pode-se chegar a uma especificidade
global do teste. Verificou-se que essa especificidade variou de 47,89% para o AAT
a 82,61% para o TPF com ponto de corte fixo e excluindo da analise os suspeitos
(tabela 3). FARIA (2010) constatou que essa especificidade variou de 83,19% para
0 AAT a 90,73% para a RFC, embora os dados ndo sejam comparaveis porque no
estudo desse autor ndo houve perda de observacdes e, portanto, todos os animais
foram examinados pelo mesmo periodo e, com isso, tiveram maior oportunidade
de chegar a um resultado negativo.

Neste ponto, € interessante comentar que bezerras vacinadas e que ainda
estdo longe de atingir a idade prevista para serem submetidas ao diagnostico
sorologico tendem a apresentar resultado negativo. No presente trabalho, embora
prejudicado pela redu¢cdo no numero de animais, observou-se que aos 270 dias

apos a vacinacdo a especificidade dos testes avaliados foi relativamente alta,
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variando de 87,5% para o TPF com ponto de corte movel e considerando positivos
0s suspeitos até 100,0% no TPF com ponto de corte fixo. Essa observacao é
confirmada pelos dados de FARIA (2010), que constataram especificidade
variando de 92,47% (AAT e TPF com ponto moével e sem descartar 0s suspeitos) a
94,62% (2-ME e RFC). Note-se que esses valores nao estéo distantes daqueles
constatados em estudos realizados com animais adultos. DAJER et al. (1999), em
um estudo realizado no México, 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) relatam especificidade variando de 82,6% a 98,3% no TPF interpretado
com ponto de corte fixo e realizado em quatro diferentes laboratérios no Brasil.

Resultados semelhantes foram encontrados por RIBEIRO et al. (1997), os
quais verificaram que bezerras vacinadas de 3 a 8 meses de idade apresentaram
resultados negativos apdés 10 meses de vacinacdo nas provas do 2-ME, AAT,
soroaglutinacdo em tubos e soroaglutinacéo rapida, teste este que deixou de ser
utilizado no Brasil. Também KOLODA (2005) assinalou que 45 bezerras bovinas
(100%) tornaram-se nao reagentes no AAT aos 360 dias pos-vacinais.

Comparando os resultados dos testes aos 30 dias ap0s a vacinagéo, ndo se
observou concordancia boa na grande maioria das situagcdes. Somente se
constatou kappa acima de 0,61 entre RFC e TPF. Aos 60 dias, a concordancia
aumentou na maioria das comparacbes e foi observado kappa 0,86,
caracterizando concordancia 6tima, na comparacao 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; nessas mesmas compara¢cdes e com 0 mesmo
periodo de observacdo FARIA (2010) verificou, respectivamente, 0,64, 0,64 e 1,0,
ou seja, esse autor verificou concordancia perfeita entre 2-ME e AAT aos 90 dias
de vacinacao, valor acima daquele observado no presente estudo.

A comparacdo entre o TPF e o0s outros testes mostrou concordancia
crescente ao longo do tempo, a ndo ser nas ultimas colheitas, quando o numero

de animais foi pequeno, prejudicando essa tendéncia (tabela 4). Os dados obtidos
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por FARIA (2010) também mostraram aumento da concordancia entre os testes
conforme se distanciava a data da vacinacao.

Os artigos cientificos publicados que abordaram a avaliacdo do teste de
polarizacdo fluorescente utilizaram 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 adocdo de um
ponto de corte determinado pelo valor obtido no teste de soros negativos
adicionado a uma constante, ou seja, ponto de corte variavel, talvez seja mais
vantajoso do que adotar um ponto de corte fixo, porque leva em consideracéo as
variacdes do dia a dia, embora esse critério também tenha seus inconvenientes.

Na comparacédo entre as duas formas de interpretacdo do TPF, com ponto
de corte variavel e com ponto de corte fixo, observou-se concordancia variando de
Otima a perfeita quando as amostras com resultado suspeito foram excluidas da
andlise. JA& em outras interpretacdes a concordancia foi menor, como resultado de
um namero consideravel de amostras com resultado suspeito. Quando as
amostras suspeitas ndo foram excluidas, sendo contadas no total examinado, o
valor de kappa resultou em concordancia fraca ou regular, enquanto FARIA (2010)
observou concordancia de boa a étima nessa mesma comparacao.

Quando se compararam os resultados do teste aos 30 dias com o0s
resultados do teste nas colheitas seguintes (tabela 5), verificou-se, para os testes
AAT, 2-ME e RFC, uma tendéncia de aumento da significancia dessa diferenca ao
longo do tempo, 0 que n&o se observou para o TPF. Isso talvez esteja relacionado
com o fato de o TPF ja ter apresentado menor propor¢cdo de animais negativos
nas primeiras colheitas, 0 que ocorreu apenas posteriormente nos outros testes.

Os dados obtidos mostram que o problema da resposta induzida pela
vacinacao € mais acentuado logo apG@s a aplicacdo da vacina, podendo-se afirmar
que apoés os 24 meses de idade, quando o animal normalmente € submetido ao
diagnostico, uma parcela pouco significativa de animais apresentara reacao
vacinal, embora ndo se possa deixar de considerar que isso pode resultar na

condenacédo de animais de alto valor zootécnico, com perdas para o produtor, mas
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de baixo impacto populacional. Acrescente-se que o0s resultados foram
observados em bezerras da raca Tabapua, e AGUIRRE et al. (2002) observaram
resultados similares com diversos testes soroldgicos, inclusive o TPF, avaliando a
resposta soroldgica de bezerras Holandesas vacinadas com a dose de 3x10°
organismos vivos, o que se faz mister destacar porque FARIA (2010) verificou
diferenca significativa de resposta vacinal em fungcéo da raca ao estudar animais

Girolandos e mesticos variando de 3/4 Zebu até Holandés PO.
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CONCLUSOES

O teste de polarizacdo fluorescente apresentou maior capacidade de

discriminacao dos titulos de anticorpos vacinais logo apos a vacinacao;

Com o passar do tempo, a especificidade dos outros testes avaliados

aproximou-se daquela do teste de polarizacéo fluorescente;

Embora a resposta de anticorpos induzida pela amostra vacinal seja causa
de reacdes soroldgicas falso-positivas, esse problema é mais acentuado
logo apos a vacinacao;

O teste de polarizacao fluorescente com ponto de corte fixo promove uma
padronizacdo dos valores finais do teste, permitindo assim maior

uniformizacéo dos valores obtidos;

O teste de polarizacdo fluorescente com ponto de corte variavel pode ser
uma ferramenta indicada, por levar em consideragao as variagoes de leitura

do aparelho que ocorrem no dia a dia;
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Apéndice 1. Grupo de tabelas de comparacao dos testes de AAT x 2-ME (Inc+)

de bezerras da raca Tabapud recém-vacinadas com a cepa B19 de Brucella

abortus para obtencédo dos valores utilizados para o calculo de kappa e para o

calculo do %2 de McNemar.

Dia 0 30 dias 60 dias 90 dias
2-ME (Inc+) 2-ME (Inc+) 2-ME (Inc+) 2-ME (Inc+)
AAT + - AAT + - AAT + - AAT + -
+ 0 0 + 67 3 + 56 5 + 44 3
- 0 72 - 0 0 - 0 4 - 0 7
Total 72 Total 70 Total 65 Total 54
120 dias 150 dias 180 dias 210 dias
2-ME (Inc+) 2-ME (Inc+) 2-ME (Inc+) 2-ME (Inc+)
AAT + - AAT + - AAT + - AAT + -
+ 35 6 + 19 5 + 10 3 + 4 1
- 2 11 - 0 21 - 1 17 - 0 16
Total 54 Total 45 Total 31 Total 21
240 dias 270 dias 300 dias 330 dias
2-ME (Inc+) 2-ME (Inc+) 2-ME (Inc+) 2-ME (Inc+)
AAT + - AAT + - AAT + - AAT + -
+ 1 4 + 0 2 + 0 0 + 0 0
- 0 12 - 0 14 - 0 4 - 0 5
Total 17 Total 16 Total 4 Total 5
360 dias
2-ME (Inc+)
AAT + -
+ 0 0
- 0 1
Total 1
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Apéndice 2. Grupo de tabelas de comparacdo dos testes de AAT x 2-ME (IncEXx)

de bezerras da raca Tabapua recém-vacinadas com a cepa B19 de Brucella

abortus para obtencdo dos valores utilizados para o calculo de kappa e para o

calculo do %2 de McNemar.

Dia O 30 dias 60 dias 90 dias
2-ME (IncEx) 2-ME (IncEx) 2-ME (IncEx) 2-ME (IncEx)
AAT + - AAT + - AAT + - AAT + -
+ 0 0 + 59 3 + 54 5 + 42 3
- 0 72 - 0 0 - 0 4 - 0 7
Total 72 Total 70 Total 65 Total 54
120 dias 150 dias 180 dias 210 dias
2-ME (IncEx) 2-ME (IncEx) 2-ME (IncEx) 2-ME (IncEx)
AAT + - AAT + - AAT + - AAT + -
+ 34 6 + 17 5 + 9 3 + 4 1
- 2 11 - 0 21 - 0 17 - 0 16
Total 54 Total 45 Total 31 Total 21
240 dias 270 dias 300 dias 330 dias
2-ME (IncEx) 2-ME (IncEx) 2-ME (IncEx) 2-ME (IncEx)
AAT + - AAT + - AAT + - AAT + -
+ 1 4 + 0 1 + 0 0 + 0 0
- 0 12 - 1 14 - 0 4 - 0 5
Total 17 Total 16 Total 4 Total 5
360 dias
2-ME (IncEx)
AAT + -
+ 0 0
- 0 1
Total 1
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Apéndice 3. Grupo de tabelas de comparacdo dos testes de AAT x RFC de

bezerras da raca Tabapua recém-vacinadas com a cepa B19 de Brucella abortus

para obtencdo dos valores utilizados para o calculo de kappa e para o calculo do

x2 de McNemar.

Dia O 30 dias 60 dias 90 dias
RFC RFC RFC RFC
AAT + - AAT + - AAT + - AAT + -
+ 0 0 + 64 6 + 57 4 + 41 7
- 0 72 - 0 0 - 0 4 - 0 8
Total 72 Total 70 Total 65 Total 54
120 dias 150 dias 180 dias 210 dias
RFC RFC RFC RFC
AAT + - AAT + - AAT + - AAT + -
+ 29 12 + 20 4 + 11 2 + 4 1
- 0 13 - 0 21 - 0 18 - 0 16
Total 54 Total 45 Total 31 Total 21
240 dias 270 dias 300 dias 330 dias
RFC RFC RFC RFC
AAT + - AAT + - AAT + - AAT + -
+ 1 4 + 0 1 + 0 0 + 0 0
- 0 12 - 1 14 - 0 4 - 0 5
Total 17 Total 16 Total 4 Total 5
360 dias
RFC
AAT + -
+ 0 0
- 0 1
Total 1
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Apéndice 4. Grupo de tabelas de comparacdo dos testes de AAT x TPFfixo de

bezerras da raca Tabapua recém-vacinadas com a cepa B19 de Brucella abortus

para obtencdo dos valores utilizados para o calculo de kappa e para o calculo do

x2 de McNemar.

Dia O 30 dias 60 dias 90 dias
TPFfixo TPFfixo TPFfixo TPFfixo
AAT + - AAT + - AAT + - AAT + -
+ 0 0 + 44 6 + 43 18 + 31 16
- 0 72 - 0 0 - 0 4 - 0 7
Total 72 Total 70 Total 65 Total 54
120 dias 150 dias 180 dias 210 dias
TPFfixo TPFfixo TPFfixo TPFfixo
AAT + - AAT + - AAT + - AAT + -
+ 24 18 + 17 7 + 8 25 + 4 1
- 0 12 - 0 21 - 0 18 - 0 16
Total 54 Total 45 Total 31 Total 21
240 dias 270 dias 300 dias 330 dias
TPFfixo TPFfixo TPFfixo TPFfixo
AAT + - AAT + - AAT + - AAT + -
+ 1 4 + 0 1 + 0 0 + 0 0
- 0 12 - 0 15 - 0 4 - 0 5
Total 17 Total 16 Total 4 Total 5
360 dias
TPFfixo
AAT + -
+ 0 0
- 0 1
Total 1
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Apéndice 5. Grupo de tabelas de comparacdo dos testes de AAT x TPFvar

(Susp-)de bezerras da raca Tabapud recém-vacinadas com a cepa B19 de

Brucella abortus para obtencdo dos valores utilizados para o céalculo de kappa e

para o célculo do x2 de McNemar.

Dia 0 30 dias 60 dias 90 dias
TPFvar (Susp-) TPFvar (Susp-) TPFvar (Susp-) TPFvar (Susp-)
AAT + - AAT + - AAT + - AAT + -
+ 0 0 + 39 31 + 34 27 + 30 17
- 0 72 - 0 0 - 0 4 - 0 7
Total 72 Total 70 Total 65 Total 54
120 dias 150 dias 180 dias 210 dias
TPFvar (Susp-) TPFvar (Susp-) TPFvar (Susp-) TPFvar (Susp-)
AAT + - AAT + - AAT + - AAT + -
+ 24 17 + 16 8 + 8 5 + 3 1
- 0 13 - 0 21 - 0 18 - 0 13
Total 54 Total 45 Total 31 Total 21
240 dias 270 dias 300 dias 330 dias
TPFvar (Susp-) TPFvar (Susp-) TPFvar (Susp-) TPFvar (Susp-)
AAT + - AAT + - AAT + - AAT + -
+ 0 5 + 0 1 + 0 0 + 0 0
- 0 12 - 0 15 - 0 4 - 0 5
Total 17 Total 16 Total 4 Total 5
360 dias
TPFvar (Susp-)
AAT + -

Total

0
0

R Rk, O
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Apéndice 6. Grupo de tabelas de comparacdo dos testes de AAT x TPFvar

(Susp+) de bezerras da raca Tabapua recém-vacinadas com a cepa B19 de

Brucella abortus para obtencdo dos valores utilizados para o céalculo de kappa e

para o célculo do x2 de McNemar.

Dia 0 30 dias 60 dias 90 dias
TPFvar (Susp+) TPFvar (Susp+) TPFvar (Susp+) TPFvar (Susp+)
AAT + - AAT + - AAT + - AAT + -
+ 0 0 + 59 11 + 56 5 + 45 2
- 0 72 - 0 0 - 0 4 - 4 3
Total 72 Total 70 Total 65 Total 54
120 dias 150 dias 180 dias 210 dias
TPFvar (Susp+) TPFvar (Susp+) TPFvar (Susp+) TPFvar (Susp+)
AAT + - AAT + - AAT + - AAT + -
+ 37 4 + 23 1 + 12 1 + 6 0
- 5 8 - 11 10 - 8 10 - 0 15
Total 54 Total 45 Total 31 Total 21
240 dias 270 dias 300 dias 330 dias
TPFvar (Susp+) TPFvar (Susp+) TPFvar (Susp+) TPFvar (Susp+)
AAT + - AAT + - AAT + - AAT + -
+ 2 3 + 1 0 + 0 0 + 0 0
- 0 12 - 14 1 - 0 4 - 0 5
Total 17 Total 16 Total 4 Total 5
360 dias
TPFvar (Susp+)
AAT + -

0
0 1
1
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Apéndice 7. Grupo de tabelas de comparacdo dos testes de AAT x TPFvar

(SuspEx) de bezerras da raca Tabapud recém-vacinadas com a cepa B19 de

Brucella abortus para obtencdo dos valores utilizados para o céalculo de kappa e

para o célculo do x2 de McNemar.

Dia O 30 dias 60 dias 90 dias
TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx)
AAT + - AAT + - AAT + - AAT + -
+ 0 0 + 39 11 + 42 5 + 30 2
- 0 72 - 0 0 - 0 4 - 0 3
Total 72 Total 50 Total 51 Total 35
120 dias 150 dias 180 dias 210 dias
TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx)
AAT + - AAT + - AAT + - AAT + -
+ 24 4 + 16 1 + 8 1 + 4 0
- 0 8 - 0 10 - 0 10 - 0 16
Total 36 Total 27 Total 19 Total 20
240 dias 270 dias 300 dias 330 dias
TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx)
AAT + - AAT + - AAT + - AAT + -
+ 0 3 + 0 0 + 0 0 + 0 0
- 0 12 - 0 13 - 0 4 - 0 5
Total 15 Total 13 Total 4 Total 5
360 dias
TPF (SuspEXx)
AAT + -
+ 0 0
- 0 1
Total 1
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Apéndice 8. Grupo de tabelas de comparacéo dos testes de 2-ME (Inc+) x RFC

de bezerras da raca Tabapua recém-vacinadas com a cepa B19 de Brucella

abortus para obtencdo dos valores utilizados para o calculo de kappa e para o

calculo do %2 de McNemar.

Dia O 30 dias 60 dias 90 dias
RFC RFC RFC RFC
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 0 0 + 63 4 + 55 1 + 40 4
- 0 72 - 1 2 - 2 12 - 0 10
Total 72 Total 70 Total 65 Total 54
120 dias 150 dias 180 dias 210 dias
RFC RFC RFC RFC
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 28 9 + 18 1 + 9 2 + 4 0
- 1 16 - 2 24 - 2 18 - 0 17
Total 54 Total 45 Total 31 Total 21
240 dias 270 dias 300 dias 330 dias
RFC RFC RFC RFC
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 1 0 + 1 0 + 0 0 + 0 0
- 0 16 - 0 15 - 0 4 - 0 5
Total 17 Total 16 Total 4 Total 5
360 dias
RFC
2-ME + -
+ 0 0
- 0 1
Total 1
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Apéndice 9. Grupo de tabelas de comparagéo dos testes de 2-ME (IncEx) x RFC

de bezerras da raca Tabapua recém-vacinadas com a cepa B19 de Brucella

abortus para obtencdo dos valores utilizados para o calculo de kappa e para o

calculo do %2 de McNemar.

Dia O 30 dias 60 dias 90 dias
RFC RFC RFC RFC
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 0 0 + 57 3 + 53 1 + 38 4
- 0 72 - 1 2 - 2 7 - 0 10
Total 72 Total 63 Total 63 Total 52
120 dias 150 dias 180 dias 210 dias
RFC RFC RFC RFC
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 27 9 + 16 1 + 8 1 + 4 0
- 1 16 - 2 24 - 2 18 - 0 17
Total 53 Total 43 Total 29 Total 21
240 dias 270 dias 300 dias 330 dias
RFC RFC RFC RFC
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 1 0 + 1 0 + 0 0 + 0 0
- 0 16 - 0 15 - 0 4 - 0 5
Total 17 Total 16 Total 4 Total 5
360 dias
RFC
2-ME + -
+ 0 0
- 0 1
Total 1
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Apéndice 10. Grupo de tabelas de comparacdo dos testes de 2-ME (Inc+) x

TPFfixo de bezerras da raca Tabapud recém-vacinadas com a cepa B19 de

Brucella abortus para obtencdo dos valores utilizados para o céalculo de kappa e

para o célculo do x2 de McNemar.

Dia O 30 dias 60 dias 90 dias
TPFfixo TPFfixo TPFfixo TPFfixo
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 0 0 + 44 23 + 42 14 + 31 3
- 0 72 - 0 3 - 1 8 - 0 10
Total 72 Total 70 Total 65 Total 54
120 dias 150 dias 180 dias 210 dias
TPFfixo TPFfixo TPFfixo TPFfixo
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 24 13 + 15 4 + 8 3 + 4 0
- 1 16 - 2 24 - 0 20 - 0 17
Total 54 Total 45 Total 31 Total 21
240 dias 270 dias 300 dias 330 dias
TPFfixo TPFfixo TPFfixo TPFfixo
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 1 0 + 0 1 + 0 0 + 0 0
- 0 16 - 0 15 - 0 4 - 0 5
Total 17 Total 16 Total 4 Total 5
360 dias
TPFfixo
2-ME + -
+ 0 0
- 0 1
Total 1
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Apéndice 11. Grupo de tabelas de comparagao dos testes de 2-ME (IncEx) x

TPFfixo de bezerras da raca Tabapud recém-vacinadas com a cepa B19 de

Brucella abortus para obtencdo dos valores utilizados para o céalculo de kappa e

para o célculo do x2 de McNemar.

Dia O 30 dias 60 dias 90 dias
TPFfixo TPFfixo TPFfixo TPFfixo
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 0 0 + 39 21 + 42 13 + 31 11
- 0 72 - 0 3 - 1 7 - 0 10
Total 72 Total 63 Total 63 Total 52
120 dias 150 dias 180 dias 210 dias
TPFfixo TPFfixo TPFfixo TPFfixo
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 24 12 + 13 4 + 8 1 + 4 0
- 1 16 - 2 24 - 0 20 - 0 17
Total 43 Total 43 Total 29 Total 21
240 dias 270 dias 300 dias 330 dias
TPFfixo TPFfixo TPFfixo TPFfixo
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 1 0 + 0 1 + 0 0 + 0 0
- 0 16 - 0 15 - 0 4 - 0 5
Total 17 Total 16 Total 4 Total 5
360 dias
TPFfixo
2-ME + -
+ 0 0
- 0 1
Total 1
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Apéndice 12. Grupo de tabelas de comparacgao dos testes de 2-ME (Inct+) x TPF

(Susp+) de bezerras da raca Tabapua recém-vacinadas com a cepa B19 de

Brucella abortus para obtencdo dos valores utilizados para o céalculo de kappa e

para o célculo do x2 de McNemar.

Dia O 30 dias 60 dias 90 dias
TPF (Susp+) TPF (Susp+) TPF (Susp+) TPF (Susp+)
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 0 0 + 58 9 + 52 4 + 42 2
- 0 72 - 1 2 - 4 5 - 7 3
Total 72 Total 70 Total 65 Total 54
120 dias 150 dias 180 dias 210 dias
TPF (Susp+) TPF (Susp+) TPF (Susp+) TPF (Susp+)
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 35 2 + 19 0 + 11 0 + 4 0
- 7 10 - 15 11 - 8 12 - 1 16
Total 54 Total 45 Total 31 Total 21
240 dias 270 dias 300 dias 330 dias
TPF (Susp+) TPF (Susp+) TPF (Susp+) TPF (Susp+)
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 1 0 + 1 0 + 0 0 + 0 0
- 1 15 - 1 14 - 0 4 - 0 5
Total 17 Total 16 Total 4 Total 5
360 dias
TPF (Susp+)
2-ME + -
+ 0

0
- 0 1
Total 1




62

Apéndice 13. Grupo de tabelas de comparacgao dos testes de 2-ME (Inc+) x TPF

(Susp-) de bezerras da raca Tabapud recém-vacinadas com a cepa B19 de

Brucella abortus para obtencdo dos valores utilizados para o céalculo de kappa e

para o célculo do x2 de McNemar.

Dia O 30 dias 60 dias 90 dias
TPF (Susp-) TPF (Susp-) TPF (Susp-) TPF (Susp-)
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 0 0 + 38 29 + 35 21 + 30 14
- 0 72 - 1 2 - 0 9 - 0 10
Total 72 Total 70 Total 65 Total 54
120 dias 150 dias 180 dias 210 dias
TPF (Susp-) TPF (Susp-) TPF (Susp-) TPF (Susp-)
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 25 12 + 16 3 + 8 3 + 3 0
- 0 17 - 0 26 - 0 20 - 0 18
Total 54 Total 45 Total 31 Total 21
240 dias 270 dias 300 dias 330 dias
TPF (Susp-) TPF (Susp-) TPF (Susp-) TPF (Susp-)
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 0 1 + 0 1 + 0 0 + 0 0
- 0 16 - 0 15 - 0 4 - 0 5
Total 17 Total 16 Total 4 Total 5
360 dias
TPF (Susp-)
2-ME + -
+ 0

0
- 0 1
Total 1
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Apéndice 14. Grupo de tabelas de comparacgao dos testes de 2-ME (Inc+) x TPF

(SuspEx) de bezerras da raca Tabapud recém-vacinadas com a cepa B19 de

Brucella abortus para obtencdo dos valores utilizados para o céalculo de kappa e

para o célculo do x2 de McNemar.

Dia O 30 dias 60 dias 90 dias
TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx)
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 0 0 + 38 9 + 34 4 + 30 3
- 0 72 - 1 2 - 0 5 - 0 2
Total 72 Total 50 Total 43 Total 35
120 dias 150 dias 180 dias 210 dias
TPF (SuspEXx) TPF (SuspEx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx)
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 24 2 + 16 0 + 8 0 + 4 0
- 0 10 - 0 11 - 0 11 - 0 16
Total 36 Total 27 Total 19 Total 20
240 dias 270 dias 300 dias 330 dias
TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx)
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 0 0 + 0 0 + 0 0 + 0 0
- 0 15 - 0 14 - 0 4 - 0 5
Total 15 Total 14 Total 4 Total 5
360 dias
TPF (SuspEXx)
2-ME + -
+ 0 0
- 0 1
Total 1
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Apéndice 15. Grupo de tabelas de comparacao dos testes de 2-ME (IncEx) x TPF

(Susp+) de bezerras da raca Tabapua recém-vacinadas com a cepa B19 de

Brucella abortus para obtencdo dos valores utilizados para o céalculo de kappa e

para o célculo do x2 de McNemar.

Dia O 30 dias 60 dias 90 dias
TPF (Susp+) TPF (Susp+) TPF (Susp+) TPF (Susp+)
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 0 0 + 53 7 + 51 3 + 40 2
- 0 72 - 1 2 - 4 5 - 7 3
Total 72 Total 63 Total 63 Total 52
120 dias 150 dias 180 dias 210 dias
TPF (Susp+) TPF (Susp+) TPF (Susp+) TPF (Susp+)
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 34 2 + 17 0 + 9 0 + 4 0
- 7 10 - 15 11 - 9 11 - 1 16
Total 53 Total 43 Total 29 Total 21
240 dias 270 dias 300 dias 330 dias
TPF (Susp+) TPF (Susp+) TPF (Susp+) TPF (Susp+)
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 1 0 + 0 0 + 0 0 + 0 0
- 1 15 - 1 15 - 0 4 - 0 5
Total 17 Total 16 Total 4 Total 5
360 dias
TPF (Susp+)
2-ME + -
+ 0

0
- 0 1
Total 1
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Apéndice 16. Grupo de tabelas de comparacao dos testes de 2-ME (IncEx) x TPF

(Susp-) de bezerras da raca Tabapud recém-vacinadas com a cepa B19 de

Brucella abortus para obtencdo dos valores utilizados para o céalculo de kappa e

para o célculo do x2 de McNemar.

Dia O 30 dias 60 dias 90 dias
TPF (Susp-) TPF (Susp-) TPF (Susp-) TPF (Susp-)
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 0 0 + 33 27 + 33 21 + 31 11
- 0 72 - 1 2 - 0 9 - 0 10
Total 72 Total 63 Total 63 Total 52
120 dias 150 dias 180 dias 210 dias
TPF (Susp-) TPF (Susp-) TPF (Susp-) TPF (Susp-)
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 24 12 + 14 4 + 8 1 + 4 0
- 0 17 - 0 25 - 0 20 - 0 17
Total 72 Total 63 Total 63 Total 52
240 dias 270 dias 300 dias 330 dias
TPF (Susp-) TPF (Susp-) TPF (Susp-) TPF (Susp-)
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 0 1 + 0 1 + 0 0 + 0 0
- 0 16 - 0 15 - 0 4 - 0 5
Total 72 Total 63 Total 63 Total 52
360 dias
TPF (Susp-)
2-ME + -
+ 0

0
- 0 1
Total 1
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Apéndice 17. Grupo de tabelas de comparacao dos testes de 2-ME (IncEx) x TPF

(SuspEx) de bezerras da raca Tabapud recém-vacinadas com a cepa B19 de

Brucella abortus para obtencdo dos valores utilizados para o céalculo de kappa e

para o célculo do x2 de McNemar.

Dia 0 30 dias 60 dias 90 dias
TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx)
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 0 0 + 33 7 + 33 3 + 30 3
- 0 72 - 1 2 - 0 5 - 0 3
Total 72 Total 43 Total 41 Total 36
120 dias 150 dias 180 dias 210 dias
TPF (SuspEXx) TPF (SuspEx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx)
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 24 2 + 14 0 + 8 0 + 4 0
- 0 10 - 0 12 - 0 11 - 0 16
Total 36 Total 26 Total 19 Total 20
240 dias 270 dias 300 dias 330 dias
TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx)
2-ME + - 2-ME + - 2-ME + - 2-ME + -
+ 0 0 + 0 0 + 0 0 + 0 0
- 0 15 - 0 14 - 0 4 - 0 5
Total 15 Total 14 Total 4 Total 5
360 dias
TPF (SuspEXx)
2-ME + -
+ 0 0
- 0 1
Total 1




67

Apéndice 18. Grupo de tabelas de comparacao dos testes de RFC x TPFfixo de

bezerras da raca Tabapua recém-vacinadas com a cepa B19 de Brucella abortus

para obtencdo dos valores utilizados para o calculo de kappa e para o calculo do

x2 de McNemar.

Dia O 30 dias 60 dias 90 dias
TPFfixo TPFfixo TPFfixo TPFfixo
RFC + - RFC + - RFC + - RFC + -
+ 0 0 + 44 20 + 42 15 + 23 6
- 0 72 - 0 6 - 1 7 - 2 23
Total 72 Total 70 Total 65 Total 54
120 dias 150 dias 180 dias 210 dias
TPFfixo TPFfixo TPFfixo TPFfixo
RFC + - RFC + - RFC + - RFC + -
+ 23 6 + 15 5 + 7 4 + 4 0
- 2 23 - 2 23 - 1 19 - 0 17
Total 54 Total 45 Total 31 Total 21
240 dias 270 dias 300 dias 330 dias
TPFfixo TPFfixo TPFfixo TPFfixo
RFC + - RFC + - RFC + - RFC + -
+ 1 0 + 0 1 + 0 0 + 0 0
- 0 16 - 0 15 - 0 4 - 0 5
Total 17 Total 16 Total 4 Total 5
360 dias
TPFfixo
RFC + -
+ 0 0
- 0 1
Total 1
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Apéndice 19. Grupo de tabelas de comparacgéo dos testes de RFC x TPF (Susp+)

de bezerras da raca Tabapua recém-vacinadas com a cepa B19 de Brucella

abortus para obtencdo dos valores utilizados para o calculo de kappa e para o

calculo do %2 de McNemar.

Dia O 30 dias 60 dias 90 dias
TPF (Susp+) TPF (Susp+) TPF (Susp+) TPF (Susp+)
RFC + - RFC + - RFC + - RFC + -
+ 0 0 + 59 5 + 55 4 + 39 1
- 0 72 - 0 6 - 3 3 - 10 4
Total 72 Total 70 Total 65 Total 54
120 dias 150 dias 180 dias 210 dias
TPF (Susp+) TPF (Susp+) TPF (Susp+) TPF (Susp+)
RFC + - RFC + - RFC + - RFC + -
+ 29 0 + 20 0 + 10 1 + 4 0
- 13 12 - 14 11 - 10 10 - 1 16
Total 54 Total 45 Total 31 Total 21
240 dias 270 dias 300 dias 330 dias
TPF (Susp+) TPF (Susp+) TPF (Susp+) TPF (Susp+)
RFC + - RFC + - RFC + - RFC + -
+ 1 0 + 1 0 + 0 0 + 0 0
- 1 15 - 1 14 - 0 4 - 0 5
Total 17 Total 16 Total 4 Total 5
360 dias
TPF (Susp+)
RFC + -
+ 0 0
- 0 1
Total 1




69

Apéndice 20. Grupo de tabelas de comparacao dos testes de RFC x TPF (Susp-)

de bezerras da raca Tabapua recém-vacinadas com a cepa B19 de Brucella

abortus para obtencdo dos valores utilizados para o calculo de kappa e para o

calculo do %2 de McNemar.

Dia O 30 dias 60 dias 90 dias
TPF (Susp-) TPF (Susp-) TPF (Susp-) TPF (Susp-)
RFC + - RFC + - RFC + - RFC + -
+ 0 0 + 41 23 + 30 10 + 30 10
- 0 72 - 0 6 - 1 13 - 0 14
Total 72 Total 70 Total 65 Total 54
120 dias 150 dias 180 dias 210 dias
TPF (Susp-) TPF (Susp-) TPF (Susp-) TPF (Susp-)
RFC + - RFC + - RFC + - RFC + -
+ 23 7 + 16 4 + 7 4 + 4 0
- 2 11 - 0 25 - 1 19 - 0 17
Total 54 Total 45 Total 31 Total 21
240 dias 270 dias 300 dias 330 dias
TPF (Susp-) TPF (Susp-) TPF (Susp-) TPF (Susp-)
RFC + - RFC + - RFC + - RFC + -
+ 0 1 + 0 1 + 0 0 + 0 0
- 0 16 - 0 15 - 0 4 - 0 5
Total 17 Total 16 Total 4 Total 5
360 dias
TPF (Susp-)
RFC + -
+ 0 0
- 0 1
Total 1
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Apéndice 21. Grupo de tabelas de comparagcédo dos testes de RFC x TPF

(SuspEx) de bezerras da raca Tabapud recém-vacinadas com a cepa B19 de

Brucella abortus para obtencdo dos valores utilizados para o céalculo de kappa e

para o célculo do x2 de McNemar.

Dia O 30 dias 60 dias 90 dias
TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx)
RFC + - RFC + - RFC + - RFC + -
+ 0 0 + 39 5 + 34 4 + 22 0
- 0 72 - 0 6 - 0 5 - 2 12
Total 72 Total 50 Total 43 Total 36
120 dias 150 dias 180 dias 210 dias
TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx)
RFC + - RFC + - RFC + - RFC + -
+ 22 0 + 16 0 + 7 1 + 4 0
- 2 12 - 0 1 - 1 10 - 0 16
Total 36 Total 17 Total 19 Total 20
240 dias 270 dias 300 dias 330 dias
TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx)
RFC + - RFC + - RFC + - RFC + -
+ 0 0 + 0 0 + 0 0 + 0 0
- 0 15 - 0 14 - 0 4 - 0 5
Total 15 Total 14 Total 4 Total 5
360 dias
TPF (SuspEXx)
RFC + -
+ 0 0
- 0 1
Total 1
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Apéndice 22. Grupo de tabelas de comparacdo dos testes de TPFfixo x TPF

(Susp+) de bezerras da raca Tabapua recém-vacinadas com a cepa B19 de

Brucella abortus para obtencdo dos valores utilizados para o céalculo de kappa e
para o célculo do x2 de McNemar.

Dia O 30 dias 60 dias 90 dias
TPF (Susp+) TPF (Susp+) TPF (Susp+) TPF (Susp+)
TPFfixo + - TPFfixo + - TPFfixo + - TPFfixo + -
+ 0 0 + 44 0 + 42 1 + 31 0
- 0 72 - 15 11 - 14 8 - 18 5
Total 72 Total 70 Total 65 Total 54
120 dias 150 dias 180 dias 210 dias
TPF (Susp+) TPF (Susp+) TPF (Susp+) TPF (Susp+)
TPFfixo + - TPFfixo + - TPFfixo + - TPFfixo + -
+ 25 0 + 17 0 + 8 0 + 4 0
- 17 12 - 17 11 - 12 11 - 1 16
Total 54 Total 45 Total 31 Total 21
240 dias 270 dias 300 dias 330 dias
TPF (Susp+) TPF (Susp+) TPF (Susp+) TPF (Susp+)
TPFfixo + - TPFfixo + - TPFfixo + - TPFfixo + -
+ 1 1 + 0 1 + 0 0 + 0 0
- 0 15 - 1 14 - 0 4 - 0 5
Total 17 Total 16 Total 4 Total 5
360 dias
TPF (Susp+)
TPFfixo + -
+ 0

0
- 0 1
Total 1
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Apéndice 23. Grupo de tabelas de comparacdo dos testes de TPFfixo x TPF

(Susp-) de bezerras da raca Tabapud recém-vacinadas com a cepa B19 de

Brucella abortus para obtencdo dos valores utilizados para o céalculo de kappa e
para o célculo do x2 de McNemar.

Dia O 30 dias 60 dias 90 dias
TPF (Susp-) TPF (Susp-) TPF (Susp-) TPF (Susp-)
TPFfixo + - TPFfixo + - TPFfixo + - TPFfixo + -
+ 0 0 + 37 7 + 34 10 + 30 1
- 0 72 - 2 24 - 0 21 - 0 23
Total 72 Total 70 Total 65 Total 54
120 dias 150 dias 180 dias 210 dias
TPF (Susp-) TPF (Susp-) TPF (Susp-) TPF (Susp-)
TPFfixo + - TPFfixo + - TPFfixo + - TPFfixo + -
+ 23 2 + 15 2 + 8 0 + 4 0
- 1 28 - 1 27 - 0 23 - 0 17
Total 54 Total 45 Total 31 Total 21
240 dias 270 dias 300 dias 330 dias
TPF (Susp-) TPF (Susp-) TPF (Susp-) TPF (Susp-)
TPFfixo + - TPFfixo + - TPFfixo + - TPFfixo + -
+ 0 1 + 0 0 + 0 0 + 0 0
- 0 16 - 0 16 - 0 4 - 0 5
Total 17 Total 16 Total 4 Total 5
360 dias
TPF (Susp-)
TPFfixo + -
+ 0

0
- 0 1
Total 1
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Apéndice 24. Grupo de tabelas de comparacdo dos testes de TPFfixo x TPF

(SuspEx) de bezerras da raca Tabapud recém-vacinadas com a cepa B19 de

Brucella abortus para obtencdo dos valores utilizados para o céalculo de kappa e

para o célculo do x2 de McNemar.

Dia O 30 dias 60 dias 90 dias
TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx)
TPFfixo + - TPFfixo + - TPFfixo + - TPFfixo + -
+ 0 0 + 37 0 + 34 1 + 31 0
- 0 72 - 2 11 - 0 8 - 0 4
Total 72 Total 50 Total 43 Total 35
120 dias 150 dias 180 dias 210 dias
TPF (SuspEXx) TPF (SuspEx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx)
TPFfixo + - TPFfixo + - TPFfixo + - TPFfixo + -
+ 23 0 + 15 0 + 8 0 + 4 0
- 1 12 - 1 11 - 0 11 - 0 16
Total 36 Total 37 Total 19 Total 20
240 dias 270 dias 300 dias 330 dias
TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx) TPF (SuspEXx)
TPFfixo + - TPFfixo + - TPFfixo + - TPFfixo + -
+ 0 0 + 0 0 + 0 0 + 0 0
- 0 15 - 0 13 - 0 4 - 0 5
Total 15 Total 13 Total 4 Total 5
360 dias
TPF (SuspEXx)
TPFfixo + -
+ 0 0
- 0 1
Total 1
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Apéndice 25. Grupo de tabelas de analise do teste de AAT de bezerras da raca

Tabapua recém-vacinadas com a cepa B19 de Brucella abortus para obtencéo dos

valores utilizados para o célculo de McNemar.

AAT
90 dias
30 dias + -
+ 45 7
- 0 0
Total 52
AAT
150 dias
30 dias + -
+ 22 20
- 0 0
Total 42

AAT
60 dias
30 dias + -
+ 59 4
- 0 0
Total 63
AAT
120 dias
30 dias + -
+ 40 14
- 0 0
Total 54
AAT
180 dias
30 dias + -
+ 13 18
- 0 0
Total 31
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Apéndice 26. Grupo de tabelas de analise do teste de 2-ME (Inc+) de bezerras da

raca Tabapud recém-vacinadas com a cepa B19 de Brucella abortus para

obtencéo dos valores utilizados para o célculo de McNemar.

2-ME (Inc+)
90 dias
30 dias + -
+ 43 7
- 0 2
Total 52
2-ME (Inc+)
150 dias
30 dias + -
+ 19 24
- 0 1
Total 44

2-ME (Inc+)
60 dias
30 dias + -
+ 60 7
- 0 2
Total 69
2-ME (Inc+)
120 dias
30 dias + -
+ 37 18
- 0 1
Total 56
2-ME (Inc+)
180 dias
30 dias + -
+ 11 18
- 0 1

Total 30
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Apéndice 27. Grupo de tabelas de analise do teste de 2-ME (IncEx) de bezerras

da raca Tabapua recém-vacinadas com a cepa B19 de Brucella abortus para

obtencéo dos valores utilizados para o célculo de McNemar.

2-ME (IncEx)
90 dias
30 dias + -
+ 37 7
- 0 2
Total 46
2-ME (IncEx)
150 dias
30 dias + -
+ 15 20
- 0 1
Total 36

2-ME (IncEx)
60 dias
30 dias + -
+ 49 16
- 0 2
Total 67
2-ME (IncEx)
120 dias
30 dias + -
+ 33 16
- 0 1
Total 50
2-ME (IncEx)
180 dias
30 dias + -
+ 8 17
- 0 1

Total 26
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Apéndice 28. Grupo de tabelas de andlise do teste de RFC de bezerras da raca

Tabapua recém-vacinadas com a cepa B19 de Brucella abortus para obtencéo dos

valores utilizados para o célculo de McNemar.

RFC
90 dias
30 dias + -
+ 38 7
- 1 7
Total 53
RFC
150 dias
30 dias + -
+ 19 19
- 0 6
Total 44

RFC
60 dias
30 dias + -
+ 53 3
- 1 7
Total 64
RFC
120 dias
30 dias + -
+ 28 18
- 1 7
Total 54
RFC
180 dias
30 dias + -
+ 11 14
- 0 6
Total 31
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Apéndice 29. Grupo de tabelas de andlise do teste de TPFfixo de bezerras da

raca Tabapud recém-vacinadas com a cepa B19 de Brucella abortus para

obtencéo dos valores utilizados para o célculo de McNemar.

TPFfixo TPFfixo
60 dias 90 dias
30 dias + - 30 dias + -
+ 34 6 + 26 5
- 7 17 - 4 18
Total 64 Total 53
TPFfixo TPFfixo
120 dias 150 dias
30 dias + - 30 dias + -
+ 27 12 + 15 10
- 2 19 - 2 16
Total 60 Total 43
TPFfixo
180 dias
30 dias + -
+ 6 11
- 2 11

Total 30
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Apéndice 30. Grupo de tabelas de analise do teste de TPFvar (Susp+) de

bezerras da raca Tabapua recém-vacinadas com a cepa B19 de Brucella abortus

para obtencéo dos valores utilizados para o calculo de McNemar.

TPFvar (Susp+)

60 dias

30 dias + -
+ 48 4

- 6 5
Total 63

TPFvar (Susp+)

90 dias

30 dias + -

+ 40 3

- 8 2
Total 53

TPFvar (Susp+)

120 dias

30 dias + -

+ 37 7

- 5 5
Total 54

TPFvar (Susp+)

150 dias

30 dias + -

+ 30 5

- 3 6
Total 44

TPFvar (Susp+)

180 dias

30 dias + -
+ 18 4

- 1 7

Total 30
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Apéndice 31. Grupo de tabelas de andlise do teste de TPFvar (Susp-) de

bezerras da raca Tabapua recém-vacinadas com a cepa B19 de Brucella abortus

para obtencéo dos valores utilizados para o calculo de McNemar.

TPFvar (Susp-)

TPFvar (Susp-)

60 dias 90 dias

30 dias + - 30 dias + -
+ 24 10 + 22 4
- 9 21 - 7 20
Total 64 Total 53

TPFvar (Susp-)

TPFvar (Susp-)

120 dias 150 dias

30 dias + - 30 dias + -
+ 18 9 + 13 7
- 6 21 - 3 20
Total 54 Total 43

TPFvar (Susp-)

180 dias

30 dias + -
+ 6 9
- 3 14

Total 32
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Apéndice 32. Grupo de tabelas de analise do teste de TPFvar (SuspEx) de

bezerras da raca Tabapua recém-vacinadas com a cepa B19 de Brucella abortus

para obtencéo dos valores utilizados para o calculo de McNemar.

TPFvar (SuspEXx)

60 dias

30 dias + -
+ 24 2

- 1 5
Total 32

TPFvar (SuspEx)

90 dias

30 dias + -

+ 22 1

- 1 2
Total 26

TPFvar (SuspEx)

120 dias

30 dias + -
+ 18 3

- 0 5
Total 26

TPFvar (SuspEx)

150 dias

30 dias + -
+ 13 2

- 1 6
Total 22

TPFvar (SuspEXx)

180 dias

30 dias + -
+ 5 1

- 1 7

Total 14
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