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Pesquisa de anticorpos contra Brucella sp. em soros de equinos
com e sem abscesso de cernelha

Investigation of antibodies to Brucella sp. in sera of equine with and without
| fistulous withers |

Luis Antonio Mathias,* Valmir Tunala,** José Correa de Lacerda Neto,** Raul José Silva Girio*

Resumo

Com o objetivo de verificar a relagdo entre a presenca de anticorpos contra Brucella sp. e de sintomas compativeis com
brucelose, foram examinados soros de 50 eqilinos com abscesso de cernelha e de 50 eqlinos sem esse sintoma. Os
soros foram submetidos as provas de soroaglutinagdo em placa, fixagéo de complemento e rosa Bengala. Analisando-
se, pelo teste de X2, a relagéo entre a presenca ou ndo de abscesso de cernelha e os resultados obtidos nos testes
sorolégicos, observou-se uma dependéncia entre a distribuigao das freqiéncias (P > 0,005), com o X? apresentando
valores de 12,39 para a prova de soroaglutinagéo, adotando-se como ponto de corte o titulo 1/100; 16,06, mas adotando-
se o titulo 1/50 como ponto de corte; de 16,53 para o teste rosa Bengala; e de 18,04 para a reagéo de fixagao de
complemento. Os resultados deste trabalho mostram que, embora a presenga de abscesso de cernelha em equinos
nem sempre esteja associada & brucelose, existe uma forte relagdo entre aquele sintoma e a presenca de
anticorpos contra Brucella sp., e que a reagéo de fixagao de complemento foi a prova que apresentou maior proporgao

de resultados negativos entre os animais sem o sintoma.
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Introducéao

A brucelose é um doenga infecciosa que pode atingir di-
versas espécies animais, entre elas os equinos. Embora
essa espécie animal ndo seja um hospedeiro importante
para o agente etiolégico da enfermidade, néo se constitu-
indo em reservatdrio para nenhuma das espécies conheci-
das do género Brucella, os equings podem sofrer uma
infecg@o com graves consequéncias para o animal.

O eqliino geralmente é infectado quando da convivéncia
com outras espécies animais (principalmente bovinos),
hospedeiras das bactérias desse género, sendo admiti-
do que possam tornar-se fonte potencial de infecgéo,
embora nédo haja relato de casos comprovados de
brucelose transmitidos por essa espécie animal.

Diversos trabalhos (Langenegger e Szechy, 1961 ; Olivei-
ra et al.,, 1973 ; Jardim et al., 1978 ; Viana et al., 1981)
mostram que é freqlente a ocorréncia de brucelose em
equinos no Brasil, 0 que pode ser explicado, principal-
-mente, pela convivéncia com rebanhos bovinos, nos quais
a brucelose é endémica.

A brucelose eqlina pode apresentar-se de trés formas:
1) forma assintomatica ou latente; 2) com sintomas ge-
rais, principalmente febre; e 3) uma forma na qual ocor-
rem lesOes localizadas, tais como bursites, artrites e
tendinites (Denny, 1973).

Embora a presenca de lesdes na regido da cernelha ou da
nuca (um dos sintomas classicos da brucelose em
eqlideos), seja prontamente associada com essa infecgéo,
a forma latente é, provavelmente, a de ocorréncia mais co-
mum (Denny, 1973). Deve-se mencionar, ainda, que esse
sintoma também pode ser causado por outros agentes in-
fecciosos, tais como Streptococcus sp., Corynebacterium
sp. e Actinomyces bovis (Gaughan et al., 1988), além de
agentes fisicos (traumatismos) e do parasita Onchocerca
cervicalis (Rashmir-Raven et al., 1990).

O fato de ser comum a infec¢do inaparente e também de
o principal sintoma poder ser causado por outros agentes
enfatizam a necessidade do uso de técnicas que propor-
cionem um diagnéstico confiavel. Varias técnicas
sorolégicas tém sido avaliadas para uso nesse diagnés-
tico (Dawson, 1977 ; O’Sullivan, 1981), sendo que no Brasil
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a prova de soroaglutinacdo em placa é a mais
freqlientemente utilizada. Entretanto, € comum a obser-
vacao de animais com titulos de anticorpos nessa prova,
mesmo em equinos que nAo convivem com outras espé-
cies animais que possam ser consideradas reservatorios
de Brucella sp., como observaram Godoy e Barg (1976),
em equinos de corrida, criados separados de outras es-
pécies animais, levando a supor que parte dessas rea-
¢Oes pode ser falso-positiva.

Outro aspecto polémico é o titulo a partir do qual se deve
considerar o resultado como positivo. Langenegger e
Szechy (1961) adotaram o titulo 1/50 como suspeito e 1/
100 como positivo, enquanto que Denny (1973) consi-
dera significativo o titulo 1/40 na prova de
soroaglutinagdo. Cohen et al. (1992) afirmam que o titu-
lo 1/50 ja pode ser considerado positivo, mas, em sua
publicagdo, adotam o titulo 1/100 como limiar de
positividade.

Os aspectos mencionados realgam a importancia de se
utilizar testes que possibilitem um diagndstico mais
confiavel para a brucelose equina. Dessa forma, o pre-
sente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de verifi-
car a relagéo entre a ocorréncia de abscesso de cernelha
e a presenca de anticorpos contra Brucella sp. detecta-
dos pelas provas de soroaglutinagdo em placa, rosa Ben-
gala e fixacdo de complemento.

Material e métodos

Animais examinados

Foram obtidos soros de 50 equinos adultos, apresentando
abscesso de cernelha, abatidos no Frigorifico de Araguari-
MG, no ano de 1994. A titulo de comparacao, foram obti-
dos também 50 soros de equinos adultos que nao apre-
sentavam abscesso de cernelha, abatidos no mesmo fri-
gorifico.

Prova de soroaglutinagdao em placa

A prova de soroaglutinagéo em placa foi realizada de acor-
do com a técnica padrao usualmente empregada no diag-
ndstico sorolégico da brucelose animal (Centro
Panamericano de Zoonosis, 1968), usando-se antigeno
padronizado, preparado com Brucella abortus amostra
1119/3, pelo Instituto de Tecnologia do Parana (Tecpar).

Para efeito da analise estatistica, avaliou-se o desem-
penho do teste, adotando-se como ponto de corte o titu-
lo 1/50 e também o titulo 1/100.

Teste rosa Bengala

O teste rosa Bengala foi realizado de acordo com as reco-
mendagdbes de Alton et al. (1988), empregando-se antigeno
preparado com Brucella abortus amostra 1119/3, pelo Ins-
tituto de Tecnologia do Parané (Tecpar).
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Reacéao de fixagdo de complemento

Foi empregada a microtécnica com incubacéo a 37°C
nas duas fases da reagéo, recomendada por Alton et al.
(1988). Foi utilizado o antigeno preparado para a prova
de soroaglutinacdo em tubos, produzido pelo Tecpar.
Para efeito da andlise estatistica, considerou-se como -
positivo o soro apresentando titulo maior ou igual a 1/4.

Andlise estatistica

Para se verificar a relagcao entre a presenca de absces-
so de cernelha e o resultado dos testes soroldgicos,
empregou-se o teste de X2

A concordancia entre os testes foi calculada de acordo
com a seguinte férmula (Martin et al., 1987):

Positivos ambos os testes + negativos ambos os testes

- — - x 100
Ndmero de animais examinados

Resultados

Dos soros de eqlinos clinicamente sadios, 49 foram sub-
metidos as provas de soroaglutinacdo em placa e rosa
Bengala (1 n&o tinha volume suficiente para analise), e
48 desses soros foram submetidos a reagdo de fixagao
de complemento (2 apresentaram atividade anticom-
plementar). Dos 50 soros de animais com abscesso de
cernelha, todos foram testados pela reagéo de fixagdo
de complemento e 48 pelas provas de soroaglutinacdo
em placa e rosa Bengala (2 nao apresentaram volume
suficiente para serem testados por essas duas provas).

De 49 animais clinicamente sadios, 36 (73,5%) nao apre-
sentaram titulo na prova de soroaglutinagdo em placa e
9 (18,4%) apresentaram titulo 1/25, enquanto 2 (4,1%)
apresentaram titulo 1/50 e outros 2 (4,1%) apresenta-
ram titulo 1/100. De 48 eqlinos com abscesso de
cernelha, 24 (50,0%) ndo apresentaram titulo e 3 (6,3%)
apresentaram titulo 1/25, ao passo que titulos de 1/50,
1/100, 1/200 e maiores ou iguais a 1/400 foram apresen-
tados por 6 (12,5%), 7 (14,6%), 4 (8,3%) e 4 (8,3%) ani-
mais, respectivamente (Tabela 1). Considerando-se po-
sitivos os titulos a partir de 1/50, na comparagéo entre
os resultados do teste e a presenca ou ndo do abscesso
de cernelha, a analise estatistica mostrou uma depen-
déncia na distribuicao de freqiiéncias (P > 0,005), com o
X2 apresentando valor de 16,06; considerando-se como
ponto de corte o titulo 1/100, também se observou de-
pendéncia na distribuicao de frequéncias, e o X? apre-
sentou valor de 12,39.

Na Tabela 2 pode-se observar que 47 (97,9%) dos ani-
mais clinicamente sadios ndo apresentaram titulo na re-
acao de fixagao de complemento e 1 animal (2,1%) apre--
sentou titulo 1/8. J& entre os animais com abscesso de
cernelha, uma proporgdo bem menor, 62,0% (ou seja,
31 de 50 animais), ndo apresentou titulo nessa prova, -
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enquanto 18 (36,0%) animais apresentaram titulo a partir
" de 1/4, tendo sido observados até titulos maiores ou iguais
a 1/256. Comparando-se os titulos observados em ani-
mais com e sem o sintoma, observou-se uma dependén-
cia na distribuicao das frequéncias (P > 0,005), com um
X2 de 18,05. '

O teste rosa Bengala (Tabela 3) apontou 47 (95,9%) ani-
mais com resultado negativo e 2 (4,1%) com resultado
positivo entre 49 equinos sem abscesso de cernelha, e
30 (62,5%) animais com resultado negativo e 18 (37,5%)
com resultado positivo entre 48 animais com abscesso
de cernelha. Observou-se um valor de 16,53 para o X?,
o que significa uma dependéncia entre os resultados do
teste e a presencga do sintoma (P > 0,005).

Comparando-se os resultados obtidos entre os animais
clinicamente sadios, observou-se uma concordancia de

95,9% entre o teste rosa Bengala e a prova de-
soroaglutinacdo em placa (1/50 como ponto de corte), -

uma vez que, de 47 animais negativos no rosa Bengala,
2 apresentaram titulo 1/50 na soroaglutinagdo. Ao se
adotar o titulo 1/100 como ponto de corte, a concordan-
cia aumentou para 100,0%. Ja analisando-se os resul-
tados obtidos entre_animais com abscesso de cernelha,
observa-se que a concordancia entre os dois testes (que
foi de 93,7% adotando-se o titulo de 1/50 na prova de

soroaglutinagao), diminuiu para 85,4% quando se ado- -

tou o titulo 1/100 como limiar de positividade (Tabela 4).

A concordancia entre a fixagdo de complemento e a
soroaglutinagdo (1/50) foi de 89,4%, para animais clini-
camente sadios, com 4 dos 46 soros negativos na fixa-
¢ao de complemento apresentando resultado positivo na
soroaglutinacdo e 1 dos 43 soros negativos na
soroaglutinagdo apresentando resultado positivo na fi-
xagao de complemento. Entre os animais com abscesso
de cernelha, a concordancia entre os dois testes foi de
91,7%, com 4 dos 31 soros negativos na fixagao de com-
plemento apresentando resultado positivo na

soroaglutinacédo, e todos os 27 soros negativos na -

soroaglutinagdo apresentando também resultado nega-
tivo na fixacdo de complemento. A se adotar o titulo 1/

100 como ponto de corte, a concordéancia entre as duas

provas aumentou para 93,6% entre 0os animais clinica-
mente sadios, mas diminuiu para 87,5% entre os ani-
mais com abscesso de cernelha.

Entre o teste rosa Bengala e a reagao de fixagao de com-
-plemento observou-se concordancia de 93,6%, quando
-foram testados animais clinicamente sadios, sendo que

1 dos 45 soros negativos no rosa Bengala apresentou

resultado positivo na fixacdo de complemento, e 2 dos
soros negativos nesta prova apresentaram resultado

positivo no rosa Bengala. Ao se testarem animais com
abscesso de cernelha, a concordancia entre os dois tes-
tes foi de 97,9%, havendo apenas um soro com resulta-
dos divergentes entre as duas provas, isto &, apresen-
tou resultado positivo no rosa Bengala e negativo na fi-
xa¢éo de complemento (Tabela 4).
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Tabela 1: Titulos de anticorpos contra Brucella sp. obser-
vados por meio da prova de soroaglutinagdo em placa em
equinos clinicamente sadios e em equinos com abscesso
de cernelha, abatidos em Araguari - MG, em 1994.

Clinicamente Abscesso de
Sadios Cernelha

Titulo n° % n° %
Nenhum titulo 36 73,5 24 50,0

1/25- 9 18,4 3 6,3
1/50 2 41 6 12,5
1100 2 41 7 14,6

1/200 0 0 4 8,3

1/400 0 0 4 8,3
Total 49 100,0 48 100,0

Tabela 2: Titulos de anticorpos contra Brucella sp. ob-
servados por meio da reagdo de fixacdo de comple-
mento em equinos clinicamente sadios e em equinos com
abscesso de cernelha, abatidos em Araguari - MG, em
1994.

Clinicamente Abscesso de
Sadios Cernelha

Titulo n® % n® %
Nenhum titulo 47 97,9 31 62,0

1/2 0 0,0 1 2,0

1/4 0 0,0 1 2,0

1/8 1 2,1 1 2,0

116 0 0,0 2 4,0

1/32 0 0,0 2 4,0

1/64 0 0,0 3 6,0

1128 0 0,0 4 8,0
1/256 0 0,0 5 10,0
Total 48 100,0 50 100,0

Tabela 3: Resultados da pesquisa de anticorpos contra
Brucella sp., por meio do teste rosa Bengala, em equinos
clinicamente sadios e em eqliinos com abscesso de
cernelha, abatidos em Araguari - MG, em 1994.

Clinicamente Abscesso de
Sadios Cernelha
Resultado n® % n® %
Negativo 47 95,9 30 62,5
Positivo 2 41 18 37,5
Total 49 100,0 48

100,0




Tabela 4: Concordéancia observada entre os testes reali-
zados para Brucella sp., em equinos clinicamente sadios
e em equiino com abscesso de cernelha, abatidos em
Araguari - MG, em 1994.

Concordancia (%)

Teste realizado Clinicamente Abscesso de
sadios cernelha
TRB x SAP (1/50) 95,9 93,7
TRB x SAP (1/100) 100,0 85,4
RFC x SAP (1/50) 89,4 91,7
RFC x SAP (1/100) 93,6 87,5
RFC x TRB 93,6 97,9

TRB = Teste rosa Bengala

SAP = Soroaglutinagdo em placa

RFC = Reacao de fixagao de complemento
* = Ponto de corte

Discussao

O fato de a brucelose eqiina poder manifestar-se sob
varias formas clinicas (Denny, 1973) e o fato de outros
agentes poderem causar 0 mesmo sintoma dessa enfer-
midade (Rashmir-Raven et al., 1990) ressaltam a impor-
tancia do diagndstico laboratorial e a necessidade do uso
de provas sorolégicas mais especificas.

No presente trabalho, observou-se que a prova de
soroaglutinagcdo em placa, admitindo-se  como ponto
de corte o titulo 1/50, foi o teste que revelou maior pro-
porcédo de resultados positivos, tanto entre os animais
sem sintoma (8,2%, contra 4,1% do rosa Bengala e 2,1%
da fixacdo de complemento) como entre animais com
sintoma (43,7%, contra 37,5% do rosa Bengala e 36,0%
da fixagdo de complemento), mas ao se adotar o titulo
1/100, a proporgdo de positivos caiu para 4,1% entre
os animais clinicamente sadios e para 31,2% entre os
animais com abscesso de cernelha. A reacao de fixa-
¢do de complemento revelou menor proporcdo de
reagentes, o que é condizente com o fato de essa pro-
va apresentar maior especificidade que as outras duas
e é compativel com os resultados observados por
O’Sullivan (1981), que estudou casos de brucelose
equina na Australia.

Os dados do presente trabalho mostraram maior depen-
déncia entre a presencga ou ndo do sintoma e os resulta-
dos da prova de fixagao de complemento, em compara-
¢ao com os resultados das duas outras provas, € mos-
traram também que o teste que apresentou maior con-
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cordancia com a fixagdo de complemento foi o teste rosa
Bengala, permitindo concluir que a fixagdo de complemento
seria o teste mais indicado para uso no diagnéstico
confirmatério, de modo a diminuir a ocorréncia de resulta- .
dos falso-positivos proporcionados pela prova de
soroaglutinacdo em placa. Os resultados do presente tra-
balho mostraram também que, em comparag¢do com a rea-
cao de fixagao de complemento, a prova de soroaglutinagéo
em placas apresentou maior concordancia, ao serem tes-
tados animais clinicamente sadios, quando se adotou o ti-
tulo 1/100 como ponto de corte, mas ao serem testados
animais com abscesso de cernelha, maior concordéancia
entre as duas provas foi observada quando se adotou o
titulo 1/50 como limiar de positividade (Tabela 4).

A reacgdo de fixagdo de complemento, por basear-se na
deteccao de 1gG1, a qual estd presente na resposta

. sorolégica em infecgdes cronicas por Brucella sp., € uma

prova mais especifica que as provas de aglutinagao, as
quais, por detectarem IgM, podem estar mais sujeitas a
ocorréncias de reagdes falso-positivas.

Assim como observado no presente trabalho, animais
com o sintoma e sem titulos sorolégicos e animais sem o
sintoma e com titulos soroldgicos foram observados tam-
bém por Dawson (1977) e por O’Sullivan (1981), o que
estd associado ao fato de ser comum a infecgcéo
assintomatica e também ao fato de o sintoma poder ser
provocado por outro agente. Os autores alertam ainda
gue o animal pode ter tido contato com o agente etiolégico
e desenvolvido resposta humoral sem a ocorréncia de
infeccdo persistente. De acordo com Cohen et al. (1992), .
a presenga de anticorpos indica exposicdo ao agente
etiolégico e ndo necessariamente infecgao corrente.

Para um diagnéstico mais seguro da brucelose equina,
além da observacao da sintomatologia clinica, seria im-
portante a realizacdo de sorologia com amostras
pareadas, conforme indica Denny (1973); o isolamento
do agente etioldgico; e o histérico de convivéncia com
rebanhos (principalmente bovinos), em areas onde a
enfermidade é endémica.

O isolamento ou ndo do agente etioldgico (0 que nao
pode ser feito no presente trabalho) deve ser interpreta-
do com cautela. O isolamento e identificagdo de Brucella
sp. em material da lesdo permite a confirmagao do diag-
néstico, porém podem ser isolados outros microrganis-
mos desse material, ja .que a Brucella sp. pode ter seu
crescimento suplantado pelo crescimento mais rapido de
bactérias contaminantes (Cohen et al., 1992).

The purpose of this work was to verify the relationship between antibodies to Brucella sp. and clinical signs compatible
with equine brucellosis. Fifty sera obtained from animals with fistulous withers and 50 sera from animals without this
sign were examined by the plate agglutination, complement fixation and rose Bengal. Analyzing, by the X2, the relationship
between the presence or absence of fistulous withers and the results of serological tests, a dependence between the
distribution of the frequences was observed (P > 0.005), with X? showing values of 12.30 for the agglutination test
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adopting the titre 1/100 as the cut-off; 16.06 for this test adopting the titre 1/50 as the cut-off; 16.53 for the rose Bengal
test; and 18.04 for the complement fixation test. The results of this work showed that, although the presence of bursitis
in horse can not be always associated with brucellosis, there is a strong relationship between this sign and antibodies to
Brucella sp., and that complement fixation was the test showing greater proportion of negative results among animals

“without the clinical sign.
Keywords: Equine brucellosis; serological diagnosis
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