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A brucelose ¢ uma enfeamidade amplamente di-
fundida em bovinos, suinos e caprinos nas Amenicas. O
homem pode contrain a doenca atraves de contato com
animais infectados ou consdumindo produtos crus de ori-
gem animal.

Grandes sao as perdas que a brucelose bovina
causa na economia de diferentes palses. AlLgumas esti -
mativas realizadas revelam que 048 prejuizos anuais sao
bastante grandes (APHIS, 1972).

08 prejulzos em milhoes de dolares anuais em
alguns palses sao 08 seauintes: Argentina 24,0; Costa
Rieca 1,5; Chile 4,0; Mexico 20,0 e Uruguai 2,5.

ALem de intenfeninr bastante na expoatacao de
bovinos, carnes e outros produtos, a area infectada pa-
ga pesado tributo a esta enfeamidade e sa0 as seguintes
as estimativas das perdas sofridas pelos produtoaes de-
vido a bruecelose:
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a producao de Leite diminui em 22%; o numenro de bezerros
peadidos (aborto) ¢ de 40%; vacas Livres de brucelose em
media tem um bezearo em cada 11,5 meses, enquanto que
vacas infectadas tem um bezenro em cada 20 meses e a ne-
cessidade de neposicao de animais em rebanhos infectados
aumenta em 30%. :

A Dinamanrca ¢ a Sueecia em 1957 praticamen-
te ernadicaram a brucelose de seus teanitonios e, no Bra
8iL, programas sanitaries estao sendo desenvolvidos pa -
ra contnole e postenion eanadicacao da brucelose animal.

Para a realizagcao de um programa desta na-
tureza ¢ necessario o emprego de metodos precisos de
diagnostico.

Torna-se importante salientar que grandes
sa0 as dificuldades encontradas pelo veterinario de cam-
po ao inteapretan como negativos para brucelose 04 bai -
x08 titulos aglutinantes pelas provas classicas de sonro-
agfutinacao em placa e em tubo (ALTON £ JONES, 1969).

Embora extremamente uteis para Levantamen-
tos de prevalencia e incidencia em gernal, estas provas
apresentam Limitacoes quaﬁto a especificidade (falso nrea
gente) e a sensibilidade (falsos negativos ou Suspeitos)
(HOERLEIN, 1953; ROSE £ ROEPKE, 1957; ANDERSON £ Cols. ,
1964 ¢ AKKERMANS £ HILL, 1972).

Estas Limitacoes assumem maior impértancia
nos programas de erradica¢ao da doenga. Ponr estas nazoes,



varios pesquisadores vem procurando desenvolver metodos
cada vez mais sensiveis e especificos de diagnostico da
brucelose animal.
Rea¢oes cruzadas entre Brucefla, Pasteu -
nella, Versinia enterocolica sorotipo 1X, e outros gen-
mes antigenicamente semelhantes, sao relatados por va -
nios autones (EMMEL & BOERVERS, 1932; STARR £ SNIDER ,
1934, WILSON, 1934 ¢ CORBEL £ DAY, 1973).
Praticamente todos o0s metodos propostos
objetivam diferenciar aglutininas especificas de ines-
peelficas ou evidenciacao de anticorpos incompletos,aa-
mentando aséim, as especificidade e sensibilfidade.
a) Teste do Cantao- "Cand Test" (
NICOLLETI, 1967 ).

b) Teste do antigeno acidificado ( ROSE ¢
ROEPKE, 1957).

e) Teste de {ixacao de complfemento (
ANDERSON £ Cols., 1964).

d) Teste de imunofluoresceneia (MOODY ¢
Cols., 1961).

e) Teste da ultra-centrifugacao (ROSE £
Cols., 1964).

{) Teste de inativacao pelo calor (MORSE
£ Cols,, 19551. i

a) Teste de Coombs (HALL, 1953)
h) Teste do 2- Mencaptoetanol (ANDERSON

£ Cols., 1964).




Assim, o0s testes de Coombs (HALL £ MANION,
1953); LE PENNEC £ GOYON, 1965; LE PENNEC, 19664, Me-
CAUGHEY £ KERR, 1967 e MMe DEVITT, 1970) e do 2- Merca -
ptoetanol | ANDERSON £ Cofls., 1964; REDDIN £ Cols., 1965
e ROSST £ CANTINI, 1968) tem sido usados, para difenen -
eiar entre neacoes especificas e inespeélficas mas tam-
bem para diferenciar aafutininas pos-vacinais das de
infeeccao brucelica.

Atualmente o Brasil possuil uma bovinocul -

tura quantitativamente bastante desenvolvida, nepnresen< -

tada aproximadamente ponr 90.830.000 de cabegas, sendo
que Minas Gerais 18.374.000 (BRASIL, 1974).

De 1966 a 1974 foram testados pelo soro -

aglutinacao 3.007.348 sonos bovinos, tendo sido encon -
trado 4,97 suspeitos e 5,64 neagentes positivos.
A brucelose constitui um dos {atores Limitantes a seu
creseimento e, com base nos Levantamentos nregionais , a
~doenga ocornre em cenca de 10% da populacao bovina, com um
indice medio de 20% de abonxto.

0 presente trabalho & uma tentativa de se
conhecenr melhor as neacoes de sonro-aglfutimacao de bovi -
nos e objetiva essencialmente:

1) Determinar a presenca de anticorpos blLoqueadones em
so0n0s de bovinos suspeitos de indeecao brucelica
‘natural, em bezerras vacinadas com amostra B-19 e va-
cas vaecinadas com a amostra 45/20.

2) Avalian a interfeneneia causada pelos anticorpos blo-



3)

queadones no diagnostico da brucelose bovina pelas
provas classicas de soro-aglutinacao em Zubo;
Comparnan 08 titulos das neacoes de Coombs, 2-len -
captoetanol com as reacoes de tubo em bovinos sus-
peitos e vaecinados contra brucelose.






Ausineia de aglutinacdo em significativo nume-
no de pessoas, reconhecidamente poatadoras de brucelose,
doram relatadas por WIENER (1944) e RACE (1944).

COOMBS £ cols. (1945), empregando antiglobuli-
na, evideneiaram a presden¢a de anticorpos bloqueadonres ,
prineipalmente contra o fator Rh, em s0x08 humanos.

DICK £ cols. (1947), nelataram que apdos a re-
vacinacao de bovinos nao infectados com brucela o siste-
ma Linfoide ¢ estimulado a produzin em maior quantidade
imuno-gamaglobulina M (IgM ou 19 &), enquanto nos  ani-
mais infectados sao formados imuno-gama-globulinas G|(IgG
ou 73).

GRIFFITS (1947) demonstrou a existéneia de pro
priedades blLogueadornes da aglutinacao, soro de humanos ,
com casos conheeidos de brueelose.

COX £ KUTNER (1950) desereveram a ocorreneia
de anticorpos bLoqueadores, em sor0s de bovinos, prove -
nientes de rebanhos, clinicamente, suspeitos de possui -
xem indeccao brucelica, embora com titulos aglutinan -
tes de 10 U.I. ou negativos a prova em tubo, poxem ,
quando submetido ao teste para anticorpos blogqueadores,
titulos de 200 a 400 UJ. foram observados.

WILSON £ MERRIFIELD (2951), examinando 130 so-
nos provenientes de varios Locais, concluiram que o
metodo de Coombs & mais sensivel do que os metodos con-
veneionais. Este metodo provou efetivo aumento da sensi-
bitidade da aglutinagao, sem destruir sua especd ficidade
HALL £ MANION, 1953).
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FOZ ¢ GARRIGA (1954) enfatizam a importancia e
a grequéneia de anticorpos blLoqueadores em casos de bau-
celose humana.

ZINNEMAN £ cols. (1959) relatam que, 08 anticon
pos aglutinantes eram encontrados nas {racoes gama e
beta das globulinas de sor0s de pacientes brucelicos,en-
quante o048 anticorpos bloqueadores apareciam mais tanr-
diamente, persistindo, por pearfodos mais Longos , nas
§racoes gama, passando, rapidamente, para as {racoes be-
ta globulina, principalmente em pessoas com infecgao sub
clinica ou crdnica.

Estes anticorpos bLoqueadores inibem, parcial ou total -
mente, a aglutinacdo, quando adicionados em soro bruee -
Lico de titulo conhecido.

KENYON £ cols. (1961) sugeniram a aplicacao do
Zeste do 2-mercaptoetanol, para diferenciar aglutininas
inespeelficas de especificas contra a brucelose.

HAJDU (1963) descreveu modificacao da téenica
de Coombs, verificando alta especificidade e {fidelidade
da prova, para o diagnostico de brucelose, de aproxima-
damente 80.000 bovinos. '

KOTSCHE (1963), examinando amostras de sangue
de bovinos provenientes de areas Livaes de brucelose,en-
controu pelo metodo Lento cerca de 0,87% de animais com
reacdes de 50 U.I. e incompleta para 100 U.T.
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ANDERSON £ cols. [1964) verificaram a concon-
dancia de titulo entre o0s Zestes de gixacao de complemento
e as provas do Leite e sor0 aglutinacao em tubo quando
aglutininas conitra Brucella, nresistentes ao 2-mercaptoetamt
estavam presentes no s0r0 sanguineo e Leite de bovinos.

NAGY & HIGNETT (1967), estudando o efeito da
adicao diaria no Leite, até o 159 dia de vida, de amostra
virulenta de Brucella abontus, verificaram que 04 anticor-
pos blLoqueadores enam evidenciaveis nos soros das bezerras
duas a cineo semanas, apds o aparecimento das aglutininas.
0s titulos obtidos pelo metodo de Coombs eram superiones
aos obtidos pelo metodo em tubo.

PANDA {1967), estudando 271 soros de cabras ,
consdtatou que 22, ou seja 8% eram nreagentes posiiivos para
0 Zeste de anticorpos blLoqueadores.

A destruicao da atividade de anticorpo da
macro-globulina, pela acao do 2-mercaptoetanol, odenece a
opcrtunidade de classifican a distribuicao dos anticorpos
I1gG e IgM, em bovinos positivos aos testes de tubo (ROSSI
£ CANTINI, 1968).

CUNNINGHAM (1968), estudou a nesposta soro -
Logica de bovinos vacinados. com a amostra 45/20, wusando
0o teste de Coombs, {ixacao de complemento e o teste em
Zubo.
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GARCIA-GARRILHO £ SZYFRES (1970), vacinando
bezerras holandezas, com idades variando de oifo a quinze
dias, com Brucella abortus, amostra B-19, concluiram que
04 animais com esta idade nespondem, de forma variavel e
pouca intensa, a vacinacao com amositra B-19. 0s anticor -
pos {ixadores do complemento e 08 resistentes ao 2-menrca-
ptoetanol alecancam seu titulo maximo, mais tardiamente e
se mantem por perlodos mais Longos do que as aglutininas,
nos animais vacinados entre oito e quinze dias de Lidade .
A porcentagem de animais reagentes ao 2-mercaptoetanol &
menor do que aos neagentes ao metodo em tubo.

GLAWISCHNIG £ CORTES (1972)- usaram o teste
do 2-mencaptoetanol, em soros de bovinos, para verificanr
a ocorrencia de neagentes nao esdpeelficos.

BEH (1974) , observou que em bovinos vaeil -
nados com a amosira B-19 a maioria dos anticorpos sao en-
contrados nas fracoes 1gG, e IgM. Em bovinos que eram
pusitivos ao teste de aglutinagac a maioria estava em 146,
e pouco em IgM, sendo que 084 animais suspeitos tinham quam
tidades iguais de anticorpos em ambas as {racoes.

DAWSON £ DURRANT (1975) nrelatam que 08 tes-
tes de Coombs e fixacao de complemento, para §ins de diag-
nostico da brucelose equina, funcionam melhor que o teste
Lento. :




3.
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SOR0S
08 animais que {oaneceram 04 s0r05 para esie

trabalho foram divididos em dois arupos:

a) Grupo 1 - so0r0s de 921 femeas bovinas adultas de racgas
predéminantemente zebuinas, ndo vacinadas contra bruce-
Lose e provenientes de 12 {azendas, situadas nos muni -
eilpios de Pedro Leopoldo, Condisbungo, Juiz de Fora
Jequitiba, Itambacuri e Corninto no Estado de Minas Ge -
rais.

b) Grupo 11- son0s de 18 4emeas bovinas de racas zebulnas,
vacinadas com a Brucelfa abortus amostra B-19, vacina
comencial (dose de 52,8 x 10"genmea viaveis, subecuta -
nea) ou 45/20 ( dose de 2 m& intramuscular ), vacina
comercial com adjuvante ofeoso.

Apos a colheita do sanaue, o so0or0 era colo -

cado em {rascos de vidro, esdterilfizados, tipo penicilina ,

de 3 mf, identificados ¢ estocados a -209C até o momento

do uso.

08 sor0s dos animais do Grupo 1 {Loram divi -
didos em tn2s sub-arupos , da seguinte foama:
SUB-GRUPO T - 467 sonro0s de bovinos, provenientes de  tnés
fazendas com titulos aglutinantes de ate 125
Unidades Internacionais (U.T1.).
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SUB-GRUPO 11 - 402 soros de bovinos, provenientes de
cineo gazendas com titulos aglutinanites

de ate 50 U.1.

SUB=-GRUPO I11- 52 sonos de bovinos, provenientes de
cinco fazendas, nas quais 08 animadis
apresentavam titulos aglutimantes meno-
res, Lguadis ou madiores do que 100 U.T.

05 sonos dos animais do Grupo I1 {foram divi-
didos em trts sub-grupos, da seguinte forma:

SUB-GRUPO IV - 48 amosinas de soro0s, provenientes de
0ifo bezerras vacinadas com a Baucella
abontus amostra B-19, nas 4idades entre
un a 11 meses, Cada animal forneceu seds
amostras de s0n0 que foram colhidas ao
setimo, 300, 1209, 2709, 3300 e 6009
dias apos a vaeinagdo.

SUB-GRUPO V =~ 20 emosinras de soros, provenientes de
ecinco femeas adultas, vacinadas com a
Brucclla abortus amosira 45/20 (dose de
2 mL, intramuscular)., Cada animal {orne-
ceu quatno amosiras de soro, sendo que,
fonam colhidas ao setimo e 309 dias apos
vacinagcdo, ¢ as outras foram colhidas
com o mesmo intervalo apos a revacinagdo
efetuada cinco meses apos a primeira.

SUB-GRUPO VI - 10 amostras de soros, provendientes de
eineco novilhas vacinadas, com idades en-

Irne dois e 11 meses, com a Brucella abor-
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tus, amostra B-19 ( dose de 52,8 «x 108
genrmes viaveis ) e desagiades com a
Brucella abortus amostra 544 pela via
conjuntival, na dose de 20 x 108 geama
viaveis. Cada animal forneceu duas a-
mostnas de sonro, sendo que, uma fo0i co
Lhida ao setimo e a outra a@v 309 : dia
apos o desagdio.

ANTTGENSS

Para o0s testes de soro-aglutinagcao em  tubo
(SAT), 2-menrcaptoetanol (€ ME) e Coombs, foi usado an-
tigeno padrao gentilmente foanecido pelo Centro Pana -
mericano de Zoonoses, Argentina.(partida serie 23 ¢ 24)

METODOS SOROLJGICOS
1. Teste de soro- aglutinagao em tubo
Foi conduzido, segundo o metodo decimal ,
de acordo com a tecnica recomendada por UNITED STATES
DEPARTMENT OF AGRICULTURE _ NATIONAL ANIMAL DISEASE
LABORATORY (- sem data ), consistindo no seguinte:

a) com a pipeta especial, usada no metodo rapido, em
placa, descarnegar 0,08 ml de s0r0 no primeiro tubo,
0,04 m€ no segundo, 0,02 m& no tenceino, 0,01 no
quanto e 0,005 mL no quinto tubo de hemolise;

b) colocar 2,0 m& de antigeno para o metodo Lento,pre-
viamente diluldo a 1:100 em salina fenicada, em ca-
da tubo. Isto nesulta em diluicoes de 1:25, 1:50 ,
1:100, 1:200 e 1:400, respectivamente®;

* Para diluicoes maiones, diludi-se o soro a 1:16 e co-
Loca-se as mesmas quantidades usadas para o s0n0 nao
dituldo; isto nesulta em diluicoes de 1:400, 1:800 ,
1:1600, 1:3200 ¢ 1:6400.
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c) agitan e colocan em estufa a 379C pon 48 horas + 3
horas;
d) Leitunra.
2. Teste de Coombs
Foi nealizado de acordo com a modi{i-
cacao feita por HAIDU (1963), porem com diluicdes a
partin de 1:25 consistindo no seguinte:

a) 2,3 me de salina normal & colocada no primeiro tubo
e 0,5 m nos demais. Ao primeinro tubo adiciona-se
0,2 mL do s0n0 a sen testado e aquecer a 709C pon
10 minutos;

b) trnansfere-se 0,5 mf do primeino tubo para o segundo,
e apdos homogeneizacao, 0,5 me desta mistura para o
tenceiro tubo e, assim pon diante, descartando-se 0,5
me do ultimo tubo;

c) colocar 0,5 m& do antiaeno do metodo Lento, previa
mente diluldo a 1:100 em salina noamal e incubaxr a
379C ponr duas horas;

d) colocan 1,5 m€ de salina normal ¢ homogeneizan;

e) centrifugar a 3.000 r.p.m. 20 minutos, descartar o
sobrenadante e colocan 2,0 mf de salina noamal;

§) nepetin os itens d e e mais taes vezes. Esta lava
gem com salina e importante para remover todos 08
tracos de s0n0;
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g) apds a altima centrifugagdo o depdsito & resuspenso
em 1,0 m€ de anti-gama-globulina bovina previamente
preparada;

h) incubar a 379C por 17-20 horas e fazer a Leitura co-
mo no tesie noamal do tubo.

2,1, Produgdo de anti-gama-globulina bovina

A partin de um "pool"™ de so0r0s de cinco bezer
05, fracionou-se a gama-globulina com solugao de sul-
dato de amonio a 3,12 M a 490C, segundo a teemica preco-
nizada por LEWIS § cols. (1964).

A gama-globulina assim obtida, §oi inoculada
em coelhos adultos de, aproximadamente, 2 kg (5 mg de
gama~-globulina em emulsdo em volume igual de adjuvante

completo de Freund, Aubéuzaueal,
Pela teenica anterioamente citada, obteve-se

a anti-gama-globulina bovina que pela titulacdo em imu-
nodifusdo em Lamina, revelou-se positiva a diluigdo do
antigeno a 1:320.

3. Teste do 2Z-Mercaptoetanol

Foi conduzido segundo o metodo decimal, de
acordo com a teenmica recomendada pon UNITED  STATES
DEPARTMENT OF AGRICULTURE - NATIONAL ANIMAL DISEASES
LABORATORY (sem data), consistindo no seguinte:

a) com a pipeta especial, usada no metodo rapido, em
placa, descarregar 0,08 mL de soro mo primeiro tubo,
0,04 mL no segundo, 0,02 mfL n0 terceiro, 0,01 m€ no
quarto e 0,005 no quinto tubo de hemolise;



e)

d)

e)
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colocar em cada tubo 1,0 mf de solugao do 2-Mercap-
toetanol a 0,1 M;

colocar 1,0 m€ do antigeno para o metodo Lento, pre-
viamente difuido a 1:100 em salina normal, 1Tsto xe-
sulta em diluicoes de 1:25 ate 1:400; |

agitar e colocar em estufa a 379C pox 48 horas - 2
tres horas;

a Leitura deve ser feita como no teste noamal em tu-
bo.



o
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GRUPO 1

No SUB GRUPO 1 somente nove animais, ou
seja, 1,92 % possuiam titulos aglutinantes de 25 U.1.ape
nas ao SAT e 0s restantes foram nao reagentes aos tres
Zestes nealizados.

As tabelas 1 e 2 mostram 08 nesulitados
dos SUB GRUPOS 11 e 111, nespectivamente.

No SUB GRUPO 11 observa-se, que somente

16 dos 402 animais testados (3,98%) possuiam titulos aglu
tinantes de 25 U.I. e enram nao aglutinantes aos testes do
2-ME e de Coombs ( Tabela 1).
A tabela 1 mostra ainda que 19 animais (4,72%) possuiam
titulos de 50 U.I. e, destes 2 (10,53% tinham titulos
iguais aos testes do 2-ME e de Coombs; 1 (5,27%) titulos
de 25 U.I. aos testes do 2-ME e de Coombs; 14 (73,67%) 4o
ram nao reagentes e 2 (10,53%) titulos de 25 U.I. somen-
te no teste de Coombs ou no 2-ME. Dois animais, nao rea-
acentes ao SAT (0,49%), apresentavam titulos aglutinantes
de 25 U.1. ao teste do 2-ME. '

A tabela 2 mostra que no SUB GRUPO 111,
sete animais, entre 14 neagentes (50,00%), apresentavam,
ao teste de Coombs, titulos superiones aos do SAT de
uma a tres diluicoes. Tres animais apresentasam titulos
mais altos ao 2-ME do que ao SAT e um animal titulo me-
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nor. Sete animais tiveram titulos maiores ao teste de
Coombs do que ao 2-ME e nenhum animal apresentou I -

tulo menon.

GRUPO 11

As tabelas 3 e 4 mostram o0s resultados dos
SUB GRUPOS 1V e VI nespecetivamente.

No SUB GRUPO 1V, a tabela 3 mostra que be-
zerras vacinadas com a amosira B-19, entre as Lidades
de 1 a 11 meses, apresentam uma resposta sorclogica
maxima, aos sete dias, apos a vaeinagdo, com varia-
cao de 1.600 a 12.800 U.T1.; aos 30 dias de 50 a 800 ;
aos 120 dias de 25 a 400; aos 270 dias de 25 a 100 ;
aos 330 dias de 50 a 100 e aos 600 dias de 25 a 100 U.
I. {SAT).

Dois animais, de quatro, com idades infernionss a 60
dias, ndo apresentaram titulos aglutinantes ao  SAT;
Ao 2-ME um defes apresentou titule de 25 U.I. e outro

co teste de Coombs apresentou titulo de 400 U.T. e
tltulo de 25 U.I. ao 2-ME aos sete dias, apos a vaci-
nacao.

0s outros dois animais, apos nove meses de vacinados,
um apresentava 08 seguintes titulos aglutinmantes : 50
U.I1. ao SAT, 100 U.I. ao 2-ME e 400 U.I. ao teste de
Coombs. Ao 119 e ao 209 mes os titulos enam de 50, 50
& 200 U.TI. e de 0,0 ¢ 50 U.TI., respectivamente.
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No SUB GRUPO V, composto de vacas vaeinadas
quando adultas com a amostra 45/20, ao setimo e . 309
dias apos a vacinacao e, ao 309 da revacinagao [ ecin-
co meses apos a paimeira ), 08 animais nao apresenta-
vam t{tulos aglutinantes, sendo que titulos de 25 U.
1. {oram observados sete dias apos a revacinacao 40-
mente ~ao SAT.

No SUB GRUPO VI, a tabela 4 mostra 05 resul-
tados apresentados pelas bezearas vacinadas com a amos
traB-19 . ¢ desafiadas com a Brucella abortus, amostra
544, no tengo final da gestagao.

0s titulos aglutinantes, sete dias apos o
desafio, variavam de 25 a 50 U.I. e no 309 dia de 25
a 200 U.TI. ao SAT. '

No 309 dia, tres animais apresentavam titu-
Los de 100 ( dois ) e 200 U.TI. ([ um ) ao SAT e , um
aumento de uma diluicao foi observada em dois animais
ao testes de Coombs e ao teste do 29-ME, sendo que ouw
tro animal apresentava uma difuicdo menor aos testes
de Coombs e 2-ME.

A tabela 4 mostra tambem que, bovinos de
racas zebuinas, vacinados com a amostra B-19, entre @
idades de 8 a 11 meses, a epoca do desagio, ou sejfa
840 dias apos a vacinacdo, somente um animal apresen-
tava titulo aglutinante de 25 U.I..
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TABELA !

T{tulos aglutinantes (U.I1.) pelos testes Lento, 2-Men-
captoetanol e Coombs em 402 bovinos adulfos  _ pro-
venientes de cinco {azendas, cujo titulo maximo
encontrado 4oi de 50 unidades internaéionais .

(Sub Grupo 11 )

N¢ de  Soxo N9 de Sono
shdem no S.A.T. ME Coombs . ow “npo S-A.T. ME Coombs

1 42 A 50 50 50 20 33 ¢ e -
2 43 A 25 . - 21 45 C 25 2 -
3 47 A 25 - = 22 49 C 25 - -
4 62 A 25 " - 23 54 C 6 - =
5 73 A 25 - - 24 57 ¢ 5 - -
6 73 Al 50 50 50 25 47D g5 - g
7 1B 25 - - 26 53D 25 5 -
g 2 B 25 - - 27 56 D 50 - %
9 3B 50 e : 28 570D 50 - - -
10 8 B 25 - o 29 580D &0 - -
11 14 B 25 . . 30 590 56 - .
12 20 B 50 - - 31 600D 5 - = -
13 21 B 50 A - 32 610 0. - =
14 24 B 25 » - 33 63D 50 25 -
15 33 B 50 - - 34 640 50 - .
16 2 ¢ 50 25 25 35 670D . e .
17 14 C . 25 . 36 69 D . 25 -
18 27 ¢ 50 25 : 37 720 58 - .
19 32 C 25 . . ' '

S.A.T. & Teste do Soroaglutinagao em tubo
2- ME = Teste do 2-Mencaptoetanol
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TABELA 2

Titulos aglutinantes (U.I1.) pelos testes Lento, 2- Mea-
captoetanol e Coombs em 52 bovinos adulios provenientes
de duas fazendas, nas quais titulos maiores do que 50
unidades internacionais foram encontrados .

{ Sub Gaupo 111 )

gidg; Sz;o g% T, ME Coombs
1 1 A 200 400 400
2 171 A 800 800 800
3 14 A 50 50 100
4 16 A g00 800 800
5 17 A 200 200 400
é 18 A 400 400 800
7 33 A 400 200 400
8 42 A 400 400 400
9 45 A 1600 1600 1600
10 65 A 800 800 800
11 71 A 200 800 800
12 6 B 50 50 200
13 36 B 200 400 800
14 82 B

50 100 400
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TABELA 4

TZtulos (U.TI.) apos desaféo com Brucella abortus amostra
544, pelos testes Lento, Z-Mencaptoetanol ¢ Coombs em
§emeas bovinas vacinadas quando jovens (8-10 meses) com
a amostra B-19 (SUB GRUPO VI )

Sono Titulo T{tulos pos-desagio (U.I.)
no antes ) 1
do desa 79 dia 309 dia
§40 S.A.T. ME Coombs S.A.T. ME Coombs
19 - 50 50 50 25 25 -
21 - 50 50 50 50 50 50
35 - 25 25 - 100 100 200
36 - 50 50 50 100 50 50
39 25 50 100 50 200 400 200
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TABELA 5

Resultados dos testes do 2-Mercaptoetanol e Coombs em
nelacao aos diferentes titulos do teste de sonroaglu -
tinacao em tubo de 921 bovinos adultos.

Tltato Total 2- Mercaptoetanol Coombs
ao tes- de bo- ~ NU de % rea- N? de 3
te Len- vinos bovinos gentes bovinos
Zo testa- ~nreagen- reagen-

dos Les Les
1:25 25 0 0,0 4] 0,0
1:50 22 7 31,8 7 31,8
1:200 11 11 100,0 11 100,0
nao rea-
gentes 8§63 1 0,1 1 0,1
TOTAL 921 19 2,06% 2,06%
Lento ME e Coombs
1:25 100% nao concoadantes
1:50 68,2% nao concordadtes
1:200 100% concordantes

nao reagentes 0,1% discordancia.
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Em 467 bovinos ( Sub Grupo 1 ), possi-
velmente £ivres de brucelose encontrou-se nove (1,92% )
com neacoes de aglutinagao de 25 U.I. apenas ao SAT.
Esse fato ocorreu, provavelmente,devido a reacoes ines-
peeldicas, provocadas pelos aaentes antigenicamente se-
melhantes a Baucella.

Fato similar foi negistrado por KUTSCHE(1963) que en -
controu 0,87% de bovinos com nreagoes de 50 U.1. e 4in-
completa de 100 U.I. em bovinos provenientes de areas
isentas de brucelose.

Na tabela 1, (sub grupo 11) observa-se
que 37 animais (9,20%) possuiam reacoes de 25 e 50 U.T.
ao SAT e aos testes do 2-ME e Coombs somente einco ani-
mais dos 37 (13,51%) apresentavam-se nreagentes (igual
ou menon do que 50 U.T1.). A {afta de concordancdia nos
tres testes pesquisadores, como a verificada, no sub
grupo 1, talvez seja devido tambem a nreagoes 4inespecl -
ficas.

Nos Sub Grupos 1 e 11, titulos de 25
U.I. ao SAT nao 4{oram condirmados pelo teste de Coombs
e do 2-ME. De um total de 19 s0r08 com titulos de 50
U.1. ao SAT apenas dois (10,53%) coni{irmaram este titu-
Lo aos testes do 2-ME e Coombs. Estes resultados demons
tram a auséncia de anticorpos bloqueadones.

Titulos baixos ao SAT (25 ou 50 U.I.) podém sen inielal
ou inespecificos, ja que predomina anticonpo tipo TgM
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¢ destruldo pela acao do Z-Mexrcaptoetanol (ANDERSON £ cols.
1964) e, no teste de Coombs pefa acac do calor (HAIDU,1963)

Nos animais de sub grupo 111 (tabela 2), prove -
nientes de duas fazendas, onde altos titulos aglutinantes
{foram encontrados, observa-se ainda, que todos o0& animais
- neagentes ao SAT, estao tambem reagentes ao feste de Coombs
e do 2-ME, sendo que o tesite de Coombs mosirou, geralmente,
titulos supeniores |ate £res diluicoes ) ac SAT ¢ fLigaramen-
fe supeniones ao 2-ME.
Estes resultados sao basztante concordantes com o0s de GLA -
WISCHNIG £ CORTES (1972) que examinando 634 soros de bovi-
nos verificaram que o0s resultados do teste do 2-ME mostira -
ram boa correlacao com alfos tiltulos aglutinantes, porem
nao, com titulos suspeitos ou duvidosos de 1:50 ou 1:100 im
completo.

Na tabelea 2 cbserva-se ainda que oito animais de
52 (15,38%), apresentavam propriedades blogueadoras ao fes-
te de Coombs quando comparado ao SAT, de uma a tres dilul -
coes. Estes resultalos sao confirmados em pante, com 08 en-
contrados por COX £ HUTNER (1950), que estudando sonos de
52 bovinos provenientes de trés {azendas consideradas como
suspeitas de possuixrem brucelose, constataram a presenca de
33 sor0s (63,46%) com propriedades inibidoras da aglutina -
cao e, animais com Titulos superiones a 40 U.I. nos metodos
rapido ¢ em Zubo eram de 46,15% e £7,30%, nespectivamente.
Neste trabalho 26,92% dos animais do sub grupo 111 (14 de
52 animais ) posmiam titfufos supericres a 50 U.I. ao SAT.
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Corparcndo os nesultados dos animais nao
agbutivantes ¢ aglutinentes a 25 U.T. ou meis, nos Sub
Grupos T, 11 ¢ I11 (Zcbefa 5) obtidos pefo SAT com 08
que &e¢ obfivenam cos festes do 7-ME e Coembs, verifi -
ca~se que acuefes foram confirmadost em 99,2%; nos a-
glutirvantes ac 50 U.I. a concordancia foi de 68,2% e,
08 com aglutinegbesr Liguais ou maiores do que 200 U.1.,
a confirmogce foi de 100%.

0s animaist do Sub Grupoe 1V, composto pex
bezernes, com idades veriande de 1 a 11 meses, vacina-
das com a Bruceflfa aborfus, emostra B-19 (tabefa 3) a-
phestentaram reiposia sorofoaica precoce e intensa,sen-
de que dois de quatro animals com idades infexriores a
60 dias, secte dias epos a vacinacdo nao apresentavam
respostas sorologicas ao SAT e aos testes de Coombs e
2-ME., Esteo cusencia de resposta fui constatade tambem
por CARCIA CARRILLO £ SIVYFRES (1970) em aproximademen-
Le 50% de bezennas holandezas, vacinadas contra bruce-
£ose com 15 dias de idade.

Estas duas bezernes nao reagentes ao SAT
sete dias apos a vacinecgao, ao teste de Coombs possuiom
titulos de %25 e 400 U.T., nespectivamente; ac 300 dia
ume estave com £ifulo de 50 U.TI. ao SAT, ¢ aos testes
o 2-ME e Coomba, enguanto o oufao animal apresentava-
se nao aclutinante ao SAT ¢ com titulos de 25 e 400 U,
I. ac 2-ME ¢ Coombs nespectivamente. Esta Lxreoulani-
dade na resposta sonclogice e a presenga de anticonpos
inibidores da aglutinagse , talvez, sefa devido a pou-
ce maturidade das celubeas do sistema £infoide de bovi-
rnos com idades inferiores a 60 dies, gque produzem em
meior guenitidade anticorpos monovalentes.
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No sub grupo V, composto de vacas vacinadas
e revacinadas , apos cimco meses, com a Brucella aboxr
tus, amostra 45/20, os testes de 2-ME e Coombs nao e-
videnciaram a preenca de anticorpos. Titulos agluti-
nantes de 25 U.I. somente ao SAT foram obseavados ap®
a revacinacao, desaparecendo rapidamente, a auséneia
de aglutinagcao, deve-se ao f¢o da amostra 45/20 pos -
suir caracteristicas nao aglutinegénicas..
Tal {ato, foi tambem parcialmente confirmado por CUN-
NIGHAM (1968) que vacinando 19 bezerras de seis a oi-
2o meses de idade com a amostra 45/20 e revaeinando -
as apos tnes meses, observou que somente 30% apresen-
tavam tracos de aglutinacao a diluigdo 1:10, sendo
que apos a revacinacdo , o quadro permaneceu pratica-
mente inaltenrado e, aos cinco meses, 04 animais apre-
sentavam-se totalmente nao aglutinantes a dilfuigao 1:
10 ao SAT.

No sub grupo VI a tabela 4 mosira que bezen
ras vaecinadas com a amositra B-19, sete dies apos 0
desafio com 20:!06 geames de Brucella abortus, amos -
Ltra 544, pela via conjuntival, houve pequeno aumento
nos titulos aglutinantes. Esta baixa resposta sorolo-
gica, apresentada pelos animais deve sen atribuida aos
altos niveis de imunidade vacinal ¢ consequente, infec
¢cdo branda dos animais neste periodo.
Entretanto, aumento de uma a trés diluicdes foi obsexr
vado ao SAT, 2-ME e Coombs, ao 309 dia apos o desafio.
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1. Fatores bloqueadores da aglutinagao nao
donam encontrados em s0r0s de bovinos adultos com ti-
Zulos Lguais ou menores do que 25 U.I. ao SAT {sub
grupo 1).

2. Bovinos provenientes de fazendas,  nas
quais havia titulos aglutinantes maiores do que 50 U.
I. ao SAT | sub garupo I1I1, tabela 2), observa-se gran-
de especificidade do teste do 2-ME e de Coombs, prin-
cipalmente em animais com titulos superiores a 200 U.
I.,no0ta-se tambem a presenca do anticorpo bloqueadonx,
caracterizado pelo aumento de ate trés diluicoes ao
teste de Coombs em nelagao ao SAT.

3. Vacas vacinadas com a amostra 45/20 (
sub grupo V), nao apresentavam respostas sorologicas
evidenciaveis, nos taés testes realizados e, titulos
aglutinantes de 25 U.I. foram evidenciaveis somente se
te dias apos a nrevaecinagdo, sendo que ao 309 dia todos
04 animais apresentavam-se nao aglutinantes.

4. Em bezennas com menos de 60 dias de
idade, vacinadas com a amosira B-19, observa-se tam -
" bem o aumento de ate taés diluigoes ao teste de Coombs

em nelagcao ao SAT (sub gaupo 1V, tabele 3), enquanto
que bezerras com mais de 60 dias os  titulos ao 2-ME

e ao Coombs foram iguais ou menores do que ao SAT.

5. Sonos com titulos aglutinantes baixos |
25 U.1.), apresentaram-se totalmente nao aglutinantes
ao 2-ME e Coombs e ;



35

6. Sonos com titulos de 50 U.I. apresentaram
concordancia de 31,80%, com os testes do 2-ME e Coombs
[ tabela 5) e ; |

7. Ti{tulos iguais ou maiores do que 200 U.I.
ao SAT, apresentaram concordaneia de 100,00% aos testes

do 2-ME e Coombs (tabela 5).
8. Com bases nos nesultados encontrados 0

Teste de Coombs nao apresentou vantagens em relagdo ao
SAT, quando 03 animais apresentavam titulos aglutinan -
Zes baixos e eram nao vacinados, ALem disso, o teste ne-
quer aparelhagem mais complexa, com maior duracao na swm
execucdao, sendo tambem , bem mais onenroso.
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Foram comparados o0s. titulos agluturantes
encontrados pelos testes SAT, 2-ME e Coombs em bovi-
nos vacinados e nao vacinados.

05 animais nao vacinados foram divididos
em tags sub gaupos:

SUB GRUPO T - 467 sonos de bovinos, pro -
venientes de taes fazendas
com titulos aglutinantes de
ate 25 unidades inteanacio-
nais (U.I.).

SUB GRUPO 11 - 402 sonos de bovinos , pro
venientes de einco fazendas
com titulos aglutinantes de
50 U.1.

SUB GRUPO 111 - 52 soros de bovimos, pro-
venientes de cinco fazendas
gas quais 058 titulos aglu -
tinantes eram menores, L-
guais ou maioxres do que 100
4.7.

08 animais vaecinados contra brucelose bo-
vina, tambem foram divididos em tres sub grupos:
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SUB GRUPO 1V - 48 amostras de sonros, pro-
venientes de oito bezearas
vacinadas eom a amosira B-
19, nas idades de 1 a 11 me
ses, colhidas em peafodos
diferentes.

SUB GRUPO V - 20 amostras de soros, pro -
venientes de cinco femeas
adultas, vaeinadas e re-
vacinadas com a amostira
45/20. Cada animal {orneceu
quatro amostras de sono.

SUB GRUPO VI - Dez amositras de sonos, pro
venientes de cineco novilhas
vacinadas, com L{dades entnre
dois a 11 meses com a amos-
tra B-19 e des fiadas ao
tenco final da gestacao com
a amab'.tlw. 544.

0s sedils sub grupos apresentaram o084 seguin
tes resultados nos tres testes realizados:
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Sub gaupo I- Somente 1.92 § dos animais
possuiam titulos aglutinantes de 25 U.I.
apenas ao SAT.

Sub grupo I11- Titulos aglutinantes de
até 50 U.1. foram observados ao SAT, 2-
ME ¢ Coombs. 10,53% dos animais possui-
am titulos de 25 U.T1. somente ao teste
de Coombs ou ao 2-ME.

Sub grupos 111 e IV- Aumento de ate 3
diluigoes ao teste de Coombs em relagao

ao SAT foram observados e ao 2-ME 04
titulos eram iguais ou Ligeiramente su-
periones.

Sub grupo V- TItulos aglutimantes de 25
U.I. foram observados somente sete dias
apos a revaeina¢ao, apenas ao SAT.

Sub grupo VI- Aumento de rma diluigae
f§oi observado ao teste de Coombs em xe-
Lacdo ao SAT, ¢ ao 2-ME o0s titulos eram
iguas ou Ligeinamente superionres.
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The agglutination titens {found in vaceinated
and non-vaccinated bovines wexre compared by the : standarit
agglutination test (SAT),2- Mexrcaptoethanol test [(2- ME)
and Coombs ZfLest.

The non-vaceinated animals wene divided into
three sub-gnroups:

Sub-Group 1 - 467 samples of bovine sdenum
whose agglutination titens
neached up to 25 U.I1.,collected
from three {anms.

Sub-Group 11 - 402 samples of bovine sexrum
With titens of 50 U.T.g¢ollected
§rom five farms.

Sub-Group 111 - 52 samples of bovine  serum
whose titens wenre Less than
100 T.U. on 100 1.U.o0a highen
than sSuch {igure.

The animals vaceinated aagainst hovine

brucellosis wene also divided in three sub groups:
Sub Group 1V - 48 samples of bovine senum
4nom eight = female ealves

vaceinated with strain B -19
at the age o4 one to 11 months
collected at different times.
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Sub Group V - 20 samples of serum {rom 4{ive

adult cows, vaceinates with
strain 45/20. Foun samples
were collected from each cow.

Sub Group VI - Ten samples of serum {rom

five heifens at the age of
two to 11 months; vaccinated

with strain B-19 challenged
at the {inal third of the
agestation perniod with strain
544,

The {olLlLowing nesults wenre obtained:
1. Sub Group 1 - Only 1,92% of the animals

had agglutination titens of
25 1.U. to the SAT.

2. Sub Group 11 - Agglutination titens of

3. Sub Groups

up to 50 I.U. wenxre observed
with the SAT, 2-ME and Coombs
test. 10,53% of the animals
presented titens of 25 1.U.
only to the 2-ME on to Coombs
test.

111 and 1V - An increase o4
up 2o three dilutions to the
Coombs test in -nelation o
SAT wene observed. The titens
in nelation to 2-ME wenre equal
on s8Lightly higher than  the
SAT.
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4. Sub Group V - Agglutination titens of
25 1.U. wene observed seven
days aften re-vaceination
only in relation to SAT.

5. Sub Group VI - An 4increase of one
dilution was seen in  the
Coombs test in nelation 2o
SAT. Reganrding the 2-ME
titens wenre equal on
s2iahtly highen.
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