FRANCISCO CECTLIO VIANA

BRUCELOSE SUINA: PREVALENCIA EM SUINOS ABATIDOS EM MATADOUROS DE
BELO HORIZONTE E COMPARACAO DA SORO-AGLUTINACAO
COM OUTROS METODOS SOROLOGICOS.

Tese apresentada ao Departamento
de Medicina Veterinaria Preventi
va da Escola de Veterinaria da U
niversidade Federal de Minas Ge-
rais, como requisito parcial pa-
ra obtencao do grau de Mestre em

Medicina Veterinaria.

Belo Horizonte
Minas Gerais - Brasil
1975



Tese aprovada em 02.05.1975

BANCA EXAMINADORA

Ll

ii

Prof Mario harbosa

Zﬂ_iw 2/—'—' -

Prof. Ronaldo Reis

WM

aﬁ;——“'?TﬁT_JBSC Britto Fipuelred



AGRADECIMENTOS

iv

0 autor agradece aqueles que tornaram possivel a
realizagao deste trabalho.

Professores do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva
da Escola de Veterindaria da UFMG:

MARIO BARBOSA: ORIENTADOR
RONALDO REIS: CONSELHEIRO - Prof. Adjunto
JOSE BRITTO FIGUEIREDO Prof. Titular
ELVIO CARLOS MOREIRA - Prof. Assistente

Prof, Titular

Funcionarios do Departamento de Medicina Veteriniria Preventi-
va:

Antonio Benjamin de Paula
Luiz André de Lima

Marilia Conceicdo Nogueira
O0livia Moreira

Rima Namy Abuhid

Sebastido Fernandes de Oliveira

Departamento Nacional de Tecnologia e Inspecdo de Produtos Agro

Pecudrios-Ministério da Agricultura-Belo Horizonte.

Grupo Executivo de Inspegdo de Produtos de Origem Animal - DEMA
MG.



0 presente trabalho teve apoio financeiro das seguintes

Instituigoes:

Fundagao de Estudo e Pesquisa em Medicina Veterinaria Preven

tiva - Belo Horizonte - Minas Gerais

Conselho de Pesquisas da Universidade Federal de Minas Gerais

Belo Horizonte - Minas Gerais.



CONTEUDO

vii
1. IntTodUCE0 -~——-==-==sermscorrscsnas e s e e e e oo o= i
2. Rovisao de LiLOratuda = oo e o s s e .o 5
3, Material e MEtodo ==—-=----===emmeemcemceesmceo——o——om——— 9
4. RESUILAA0S = mommmme e o i i i de 5 o o oo S o o5 o 5 i 15
5. Discuss@ao =-==-m---cccmmecemmrremceccccsesm s semme e 24
6. CONClUSDES ======-=—mmm e e ecmmmm e - e esom oo 29
7. RESUMQO =========mcmeeecmcm e e cme e - e ———— - —m=———— - 32
8. SUMMAYY =========---cm-cecceccsmoemos—ammmo oS ssmes e 34

9. Referéncias Bibliograficas ====-=e----ccceccccmmonccee- 36



: - - - -
A brucelose e doenga responsavel por vultosos prejuizos a
pecuaria nacional, além de constituir importante zoonose.

Assim, dados fornecidos pelo '"Center for Disease Control"
Atlanta; USDA (BUSCH & PARKER, 1972), referentes ao periodo 1965-
1969, revelam que, em 1085 casos de brucelose humana, os suinos fo
ram incriminados, como a mais provavel fonte de infeccao com 402
casos (37%)

Em suinos provoca aborto, esterilidade, artrites, paraple
gias, abscessos e ainda nascimento de animais fracos. Ao lado des
ses sintomas, a doenga pode evoluir para a cronicidade, sob a for
ma de infecgao inaparente (CALDAS, 1963).

A suinocultura constitui uma atividade de grande importan

cia para o Brasil, que se encontra colocado entre os maiores pro=
dutores mundiais.

Em 1970, o Brasil contava com rebanho suino da ordem de
31.501.693 cabegas, sendo que o Estado de Minas Gerais ocupava a
5% colocacao com 3.291.527 cabecas. (ANUARIO ESTATISTICO, 1972).

Sendo a brucelose suina fator limitante em algumas cria-
coes, justifica-se conhecer sua real prevaléncia no pafis.

DADOS SCBRE PREVALENCIA DA BRUCELOSE SUINA NO BRASIL

No Brasil, existem poucos trabalhos sobre frequéncia da
brucelose suina.



NEIVA (1934), em 644 suinos abatidos no Estado de Sao Pau
lo, encontrou 44,04% de brucelose (titulo > 1:100). VALLE (1953)
examinando 510 suinos, no Estado de Minas Gerais, encontrou 3,9%
de positividade. Dados referentes 'a sete Estados do Brasil, em
1973, mostram que de 10.452 suinos examinados, apenas 347 forampo
sitivos para brucelose (3,3%), sendo que para oEstado de Minas Ge
rais, de 1.511 suinos, apenas 33 (2,18%) foram positivos. (BRASIL,
1973). Outros trabalhos referem-se a descricdo de casos clinicos
e a frequéncia da doenca, a partir de amostras pequenas ( NEIVA,
1944; CUNHA § BIFONE, 1950; HIPOLITO & cols., 1951; VALLE, 1953 ;
HIPOLITO § cols. 1958 e BRASIL, 1973).

Levantamentos sorologicos da brucelose suina emalguns pai
ses revelam prevaléncia de 0,29% -10,3%, mostrando ainda divergen
cias na escolha da nomenclatura e¢ do titulo positivo, conforme os
dados constantes da Tabela 1.

TABELA 1

Levantamento sorologico da brucelose suina em alguns pai-
ses, titulo, nimero de animais testados, porcentagem de positivi-
dade e fonte consultada. 1954/1970.

_ |Numero
Titulo a|de sui|Porcentagem
Pais soro-aglu| nos |de positivi Fonte Consultada

tinagao |testa- dade

classica.| dos
Argentina|1:100 1.525 2,10 FRANCO § CARRILLO (1970)
Canada 1:100 21.275 0,29 MALKIN & cols. (1968)
Francga 20 UI*| 5.122 3,40 PILET & cols. (1963)
Guatemala|1:100 6.564 8,52 GALVEZ (1969)
Tndia 40 UI* 410 Ssdd SONI § PATHAK (1969)
Italia 1:40 484 16,33 BARSINI & FOCACCI (1954)
Uruguai 1:50 400 4,25 CAFFARENA Y BACHERS § cols.

(1967)

*UI = Unidades Internacionais.



Para o diagndstico da brucelose sob a forma cronica ou a-
guda, empregam-se provas sorologicas de aglutinacao em tubo (méto
do lento) ou em placa (método rapido) (ALTON § JONES, 1969). Es-
sas provas, embora utilizadas em muitos paises que desenvolvem pro
gramas de controle ou erradicacao da brucelose, apresentam como
principal desvantagem a ocorrencia de aglutinacdes inespecificas,
que sao de varias naturezas e concorrem para redugao da sensibili
dade dos métodos classicos de soro-aglutinacdo para diagndsticoda
brucelose (HOERLEIN, 1953; ROSE & ROEPKE, 1957; ANDERSON § cols.,
1964 e AKKERMANS § HILL, 1972).

Varios métodos soroldgicos teém sido propostos, objetivan-
do-se diferenciar globulinas especificas de inespecificas, desta-
cando-se entre eles os seguintes:

a) Teste de Coombs.

b) Teste de inativacao peloc calor.

c) Teste de fixacao de complemento.

d) Teste do antigeno acidificado em placa.
e) Teste do cartao (card test).

f) Teste do 2-mercaptoetanol (2-ME)

g) Teste do rivanol

h) Teste de ultracentrifugacao

i) Teste de imunofluoresceéncia (método indireto).

Os objetivos da presente pesquisa sao:

1. Conhecer a prevaléncia da brucelose em suinos doEstado
de Minas Gerais, abatidos em matadouros de Belo Hori —
zonte,

2. Comparar a eficiéncia dos testes relacionados, visando

diferenciar reagoes especificas de inespecificas nabru
celose suina.
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2. REVISAQ DA LITERATURA

Reagdes inespecificas, em baixos titulos, a soro-aglutina
cao classica contra brucelose foram observadas em suinos sadios.
(KERNKAMP § ROEPKE, 1948 e LEHNERT, 1959).

Assim, testes complementares, considerados altamente espe
cificos, tém sido propostos para odiagndstico da brucelose suina.
(HAJDU. 1963; DEYOE, 1967 e LADWIG, 1968).

2.1. ANTIGENO ACIDIFICADO

ROSE § ROEPKE (1957) pesquisando aglutininas contra Bruce
lla, demonstraram que as reacgoes eram inalteradas ou moderadamen-
te afetadas quando empregava-se antigeno com pH em torno de 4,0 pe
lo método rapido. Baseado nesse mesmo principio, foi desenvolvido
o teste do cartao (card test), com o antigeno contendo 8% de célg
las, corado pelo rosa de Bengala, tamponado e com pH 3,65 (DEYOE,
1967) . De acordo ainda com esse autor, os testes do cartao, de i-
nativagao pelo calor e¢ do antigeno acidificado em placa s3o mais
indicados que os métodos rapido e lento de sorc-aglutinacdo, para
diagnéstico da brucelose suina e o teste do cartio, pela suamaior
simplicidade de execugao, deve ser o preferido.

LADWIG (1968) afirmou que o teste do cartdo, aplicado ao
diagnostico da brucelose suina, poderia eliminar reacdes inespeci
ficas.



2.2. IMUNOFLUORESCENCIA (método indireto)

MOODY & cols. (1961) e BIEGELEISEN § cols. (1962) ,emprega
ram o método indireto de imunofluorescéncia para o diagndstico da
brucelose humana, enquanto GENTILE (1965) e SIMINTZIS § THIVOLET
(1965) o empregaram para o diagnostico da brucelose bovina.

Para FRIBOURG-BLANC (1970), o método indireto de imunoflu
orescencia permite utilizar imune-soros de titulos elevados e mui
to diluidos, conferindo, assim, maior especificidade a reacdo e a
sensibilidade dessa prova € muito grande, sendo raras reacoes du-
vidosas.

SIMINTZIS (1972), trabalhando com 988 soros de suinos, en
controu 100% de concordancia entre os métodos de imunofluorescen-
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2.3. MERCAPTOETANOL

KENYON § cols. (1961) trabalhando com lactosoro sugeriram
a aplicacao do 2-ME a 9,01 M, para diferenciar aglutininas 12S de
aglutininas especificas contra brucelose bovina.

ANDERSON § cols. (1964) verificaram a concordancia de ti-
tulos entre os testes de fixagdo de complemento e as provas de a-
nel do leite (ring-test) e soro-aglutinagido lenta, quando agluti-
ninas contra Brucella, resistentes ao 7?-ME estavam presentes no
soro e leite de bovinos.

GARCIA CARRILLO & cols. (1971) empregaram os métodos do
2-ME, soro-aglutinacao rapida e lenta, rivanol, teste do cartio e
Coombs em 26 suinos infectados com Brucella suis.

GLAWISCHNIG & CORTES (1972), trabalhando com soros de bo-
vinos, verificaram que o teste do 2-ME & {itil para o diagndstico
da brucelose em soros que apresentam reacdes inespecificas.



2.4, TESTE DE COOMBS

COOMBS & cols. (1945), através do emprego de antiglobuli-
na, evidenciaram a presenca de anticorpos bloqueadores contra o fa
tor Rh em soros humanos.

HAJDU (1963) descreveu modificacao da técnica de Coombs ,
verificando alta especificidade e fidelidade da prova, quando em-
pregada para o diagnostico da brucelose de aproximadamente 80.000
bovinos. A mesma técnica, quando aplicada para o diagndstico da
brucelose em suinos, apresentou também, bons resultados.

2.5. TITULO SIGNIFICATIVO DE INFECCAO BRUCELICA

Em trabalhos de levantamento da frequéncia da brucelose
suina, a maioria dos autores considera o titulo 1:100 como signi-
ficativo. (MALKIN § cols. 1968; GALVEZ, 1969 e FRANCO § CARRILLO,
1970).

O Comite de expertos em brucelose considera que o titulo
> 1:100 € indicativo de infeccao brucélica em suinos. Recomenda ,
na pratica, considerar como negativos titulos de 1:50 ou inferio-
res, a nao ser gue existam no rebanho animais com titulos > 1:100
(FAO/OMS, 1971).

A legislacao brasileira sobre brucelose animal, considera
como suspeito o suino que apresentar titulo igual a 1:25 e positi
vo quando apresentar titulo 5 1:50 (BRASIL, 1958).

PREVALENCIA DA BRUCELOSE SUINA EM MINAS GERAIS

Sao poucos os trabalhos sobre levantamento da brucelose
suina em Minas Gerais. VALLE (1953) encontrou 3,9% de prevaléncia
em 510 suinos, enquanto o Ministério da Agricultura informou que,
em 1973, encontrou 2,18% de reagentes em 1.511 suinos examinados.
(BRASIL, 1973)



3. MATERIAL E METODOS
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3.1. SOROS

Foram colhidas 629 amostras do sangue de suinos abatidos
em matadouros de Belo Horizonte, provenientes de 21 municipios do
Estado de Minas Gerais. A colheita era feita no momento da san-
gria, em frascos de 650 x 450 mm, 120 ml, previamente esteriliza-
dos. O sangue assim obtido era encaminhado ao laboratorio dentro
de 1-2 horas, centrifugado a 1.200 x G e o soro obtido era coloca
do em frascos de vidro esterilizados tipo penicilina, de 10 ml, 1
dentificados e estocados a -20°C até o momernto do uso.

3.2. ANTIGENOS

Para o teste de soroaglutinacao em tubo, foi usado antigg
*

no gentilmente cedido pelo Centro Panamericano de Zoonoses

Para o teste docartao, usou-se antigeno fornecido pela Di
visdao de Saude Animal do Departamento de Agricultura dos Estados
- - **
Unidos da America

* Série 24
** Brucellosis Card Test - Kit n® 304 - Part. 183 - Antigeno Sé-
rie 189. HYNSON WESTCOTT § DUNNING - Baltimore, MD21201 - USA.
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3.3. METODOS SOROLOGICOS
3.3.1. SOROAGLUTINAGCAO EM TUBO (Método lento)

Foi empregado o método decimal, de acordo com técnica
recomendada por UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE - NATIONAL
ANIMAL DISEASES LABORATORY (sem data).

Os soros que apresentaram 200 UI foram diluidos(1:16)
para estabelecimento do titulo final (aglutinagao 50%). Examina-
ram-se 629 soros.

3.3.2. TESTE DE COOMBS
3.3.2.1. PREPARO DA ANTIGAMAGLOBULINA SUINA

A partir de um "pool" de soros de cinco sui-
nos normais fracionou-se a gama-globulina com solugao neutra satu
rada de sulfato de amonio. A antigamaglobulina foi obtida segundo
técnica recomendada por GOLDMAN (1968), do seguinte modo.

a) Tres coelhos aduitos foram inoculados,via
subcutanea, com 5 mg de gamaglobulina e igual volume de adjuvante
completo de Freund, com intervalo de 2 semanas para as treés inocu
lagoes iniciais. Inoculacdes semanais foram realizadas até que fos
se obtido titulo satisfatorio, o que ocorreu na quinta semana.

A imunidade dos animais inoculados foi com
provada pela reacao de Arthus, que se mostrou positiva, apods seis
horas de realizada e pela imunodifusao segundo técnica de OUCHTER
LONY (1953), que revelou positividade de 1:1000. Para execucdo de
teste a antigamaglobulina, ap0s titulada segundo técnica de PENNEC
(1966), foi usada a 1:160,

5.3.2.2. REALIZACAO DO TESTE DE COOMRS

Este teste foi conduzido de acordo com modi-
ficagao feita por HAJDU (1963). As quantidades de salina e soro fo
ram ajustadas para se obterem diluigdes finais a partir de 1:25 ,
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para permitir padronizacao de leitura com relacao aos demais tes-
tes realizados.

A técnica consiste em:

a) Colocar 2,3 ml de salina normal no primeiro tubo de he
molise (12 x 75 mm) e 0,5 ml nos demais. Adicionar 0,2
ml de soro a ser testado, misturar e aquecer a70°C por
10 minutos.

b) Descartar 1,5 ml da mistura do primeiro tubo. Transfe-
rir, a seguir, 0,5 ml do primeire para o segundo tubo,
e, ap0s homogeneizar, transferir 0,5 ml para o tercei-
ro e, assim sucessivamente, descartando-se 0,5 ml do
Gltimo tubo.

c) Colocar 0,5 ml do antigeno padrio do método lento, pre
viamente diluido a 1:100 em salina normal e incubar a
37°C por duas horas.

d) Celocar 1,5 ml de salina normal e homogeneizar

e) Centrifugar a 3.000 r.p.m.(2.200 x G) por 20 minutos ,
descartar o sobrenadante e colocar 2,0 ml desalinanoz
mal.

f) Repetir os itens d e e trés vezes. Esta lavagem com sa
lina é importante para remover todos os tragos de so-
ro.

g) Apos a Ultima centrifugagio, o depdsito & resuspenso em
1 ml de antigamaglobulina bovina, previamente prepara-
da.

h) Incubar a 37°C por 17-20 horas e fazer leitura como no
teste normal de tubo.
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Foram examinados 62 soros de diferentes titulos (Tabela
2). 0 titulo final era aquele que correspondia a uma aglutinacio
50%(++).

3.3.3. TESTE DO 2-MERCAPTOETANOL*

Foi conduzido segundo método decimal, de acordo com a
técnica recomendada por UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE -
NATIONAL ANIMAL DISEASES LABORATORY (sem data). Examinaram-se 62
soros (Tabela 2).

3.3.4. TESTE DO CARTAO

Foi empregada a técnica descrita por LADWIG (1968),

* %
com auxilio de equipamento especial para agitacao da mistura so
ro-antigeno. A reacdo era considerada positiva quando havia forma

¢ao de grumos apos 4 minutos. Foram examinados 629 soros.
3.3.5. TESTE DE IMUNOFLUORESCENCIA (Método indireto)

3.3.5.1. ANTIGAMAGLOBULINA SUINA

Foi usada a mesma antigamaglobulina do teste
de Coombs.

3.3.5.2. CONJUGADO

A antigamagiobulina suina foi cornjugada com
& ok
isotiocianato de fluoresceina {1:50 mg) , conforme tecnica de

CORSTVET & SADLER (1964).

* H.8. CHZOH - PM 7813 BDH biochemicals.
** Tetracon Autocard - Tetracon Associated, Norman, Oklahoma,
73069 - USA.
*** BDH - Lot 1402790
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0 conjungado apresentou titulo de 1:5 e, ap0s
distribuido em pequenos volumes, foi estocado a -4OOC, até o mo —
mento do uso.

3.3.5.3. EXECUGAO DO TESTE

Apoés diluigbes miitiplas do soro, apartir de
1:25 procedia~se a realizacao do teste de acordo com FRIBOURG-
BLANC (1970). Os esfregagos foram preparados com Brucella abortus

(amostra B19). Considerava-se como titulo final a diluicao em que
a Brucella estava individualizada e fluorescente. Como controle fo
ram usados soros normais de equino e bovino e esfregacos prepara-
dos com Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Foram examina —

dos, em duplicata, 62 soros de suinos (Tabela 2).

TABELA 2

Numero de soros de suinos examinados pelos testes de Coombs,2-mer
captoetanol e de imunofluorescéncia, de acordo com o titulo apre-
sentado a soro-aglutinagio em tubo.

Nimero de Titulo a soro-
SOTO0S aglutinacao em tubo
i5 25 UE
18 50 UI
15 100 UI
3 200 UI
1 400 UI
10 Nao reagentes

TOTAL: 62

Esta amostragem foi obtida dos 257 soros inicialmente examinados,
pela soro-aglutinagao em tubo.



4. RESULTADOS
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Os resultados estao registrados nas Tabelas 3 a 8.

Na Tabela 3 & mostrado o comportamento de cinco testes so
rologicos para o diagndstico da brucelose suina. Alguns soros apre
sentaram, ao 2-ME, fenomeno de floculacao, sendo necessario repe-
ticoes dos mesmos para se conscguir leitura correta. Esse fenome-
no foi observado em soros que nao s¢ apresentavam muito limpidos,
mesmo apos centrifugados. Os controles usados para o teste de imu
nofluorescéncia apresentaram resultados negativos.

Na Tabela 4 sao comparados os resultados do teste do car-
tao e da aglutinacao em tubo nos 629 soros de suinos.

Verifica-se que a partir do titulo 1:100 passa a existir
boa concordancia entre os dois testes.

Os titulos encontrados a soro-aglutinagdo de 629 suinos e
xaminados sac apresentados na Tabela 5. Os dados dessa tabela re-
velam ainda que 86 (13,7%) dos suinos possuem titulos > 1:100.

Na Tabela 6 esta registrada a frequéncia de cada tituloen
contrado a soro-aglutinagdo em tubo entre 237 suinos reagentes.
Desse total 154 (65,0%) possuiam titulos < 1:50, enquanto que ti-
tulos > 1:400 foram mais raros (2,9%).

Os dados da Tabela 7 referem-se a frequéncia da brucelose
suina em 21 municipios do Estado de Minas Gerais através de dois
métodos de diagndstico. O teste da soro-aglutinacdo em tubo clas-
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sificou 13,2% dos suinos (titulo > 1:100) como positivos, enquan-
to que o teste do cartao classificou 17, 3%.

A Tabela 8 mostra a freouéncia da brucelose suina, de a-
cordo com o sexo em 69 animais examinados, através da soro-agluti
nagao em tube e teste do cartdo. Novamente o Gltimo teste revelou
maior numero de positivos.



da brucelose en
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TABELA 3
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testes sorologicos para diagnostico

suinos abatidos em matadouros de Belo Horizonte.

1973/1974
Nimero|Soro-aglutina|2-mercap Imunofluo |Teste do
Itens do Coombs
soro | cao em tubo |toetanol resceéncia cartao
01 20 1728 - - . -
02 25 125 = = = =
03 32 1:25 - 1:100 - -
04 44 1425 - - - -
05 45 1535 - - = -
06 132 1328 - - % =
07 144 1225 - - o -
08 186 1525 - - 1350 =
09 192 1525 = - = =
10 200 1325 - - - =
11 202 1:25 - - - o
i 217 1525 - = = =
13 229 1:25 - - - -
14 250 1:25 - - - -
15 255 1325 - - - =
16 10 1:50 125 1250 1:100 +
17 17 1250 1:50 1:100 1:100 +
18 19 1:50 1:50 1:50 1350 i
19 22 1:50 - 1:50 1:200 +
20 31 1:50 - 1: 50 1250 +
21 48 1:50 1: 50 1:100 1:200 +
22 57 1:50 - 1:50 13258 *
23 63 1:50 - - - +
24 65 1:50 1:50 1:50 1:50 +
25 89 1:50 - 1:50 C *
26 93 1:50 1:25 1:100 - +
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NGmero|Soro-aglutina|2-mercap Imunofluo |Teste do
Itens| do " Coombs R .
soro | cao em tubo |toetanol rescéncia cartao
27 102 1:50 - 1100 - +
28 149 1:50 - 1525 - -
29 182 1250 1:50 1:200 1:100 +
30 194 1:50 - - - -
31 165 1:50 - - - -
32 204 1:50 - - - -
35 257 i 50 - - - -
34 5 1:100 1:50 1:100 1:50 +
35 S 1:100 1:100| 1:800 1:200 +
36 i & 1:100 J: 50 1:200 1:200 +
37 29 1:100 1z 50 1:200 1:200 +
38 34 1:100 1:100] 1:100 1:200 +
39 36 1:100 {5 1:400 1:200 +
40 49 1:100 13250 1:400 1:200 +
41 54 1:100 1:100] 1:400 1:400 +
42 62 1:100 - 222600 1:400 +
43 88 1:100 1:50 1:200 1:200 +
44 91 1:1060 1:100} 1:100 1:800 *
45 92 1:100 321001 1:50 1:100 +
46 96 1:100 Eaapby 1.:200 1:100 +
47 104 1:100 T E00| 1:800 1:200 i
48 109 1:100 1:100(1:1.600 1:200 +
49 27 1:200 1:200( 1:200 1:200 +
50 53 1:200 1:200; 1:400 1:400 +
51 106 1:200 1:200[11.600 1:800 +
52 98 1:400 1:400| 1:800 1:200 +
33 50 - e - - -
54 > - - - - -
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Numero Soro-aglutina|2-mercap Imunofluo |Teste do
Itens do Coombs

soro | cao em tubo |toetanol rescéncia | cartao
55 52 - - - - -
56 53 = i " = -
57 25 - - . - -
58 56 - - - = =
59 58 - ~ - “ -
60 59 - - ~ = -
61 60 - - - = &
62 | - - - = =

TABELA 4

Resultados do teste do cart?o em relacao aos diferentes t
tulos da prova de soro-aglutinagio em tubo em 629 suinos do Esta-
do de Minas Gerais - 1973/1974.

Titulo 3 NUmero Teste do Cartio
soro-aglutina de
¢cao em tubo™ | Suilnos Positivo % Negativo %
1325 86 3 3,5 83 96,5
1250 68 26 38,2 42 61,8
1:100 sl 49 961 2 3,9
1:200 25 24 96,0 1 4,0
1:400 5 b 100,0 0 0,0
1:800 1 5 | 100,0 0 0,0
1:1600 1 1 100,0 0 0,0
Nao reagentes 392 0 0,0 392 100,0
Total 629 109 1753 520 82,7




TABELA 5
kesultados da soro-aglutinacdo er tubo para diagndstico da bruce-
lose em 629 suinos do Estado de Minas Gerais. 1973/1974
Titulo & soro Numero
aglutinacao de %
em tubo Suinos
15235 86 13,70
1:50 68 10,80
1:100 51 8y 1D
1:200 25 4,00
1:400 5 0,80
1:800 1 0,15
1:1600 1 0,15
Nao reagentes 392 62,30
Total 629 100,00
TABELA 6

Frequéncia de titulos a soro-aglutinacao em tubo para brucelose
em 237 suinos reagentes - 1973/1974.

Titulo a soro Numero Frequéncia
aglutinacao de % %

em tubo Suinos acumulada.
1:25 86 36,5 86 36,5
1:50 68 28,7 154 65,0
1:100 51 21,5 205 86.0
1:200 25 10,5 230 97,0
1:400 2wk g 99,1
1:8060 0,4 236 99,6
1:1600 0.4 237 100,0

Total 237 100,90
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TABELA 8

Frequéncia da brucelose em suinos do Estado de Minas Gerais, se-

gundo o sexo, pelos testes de soro-aglutinacio em tubo e do cartio.

S E X O
Machao Féemea
Teste -
Numero Numero
Qe Positivos* % de Positivos* %
suinos suinos
Soro-aglutinacgao
em tubo 33 7 21,2 36 5 13,9
Teste do cartao 33 8 24,2 36 6 16,6

* T{tulo > 1:100



5. DISCUSSAO
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Os testes classicos de soro-aglutinacao para brucelose a-
presentam falhas pela ocorréncia de reacdes inespecificas,segundo
DEYOE (1967), e FRIBOURG-BLANC (1970).

Os testes do 2-ME, de Coombs, de imunofluorescéncia e do
cartao sao considerados altamente especificos. (HAJDU, 1963 ;SIMIN
TZIS & THIVOLET, 1965 e DEYOE, 1967).

Observando-se os dados da Tabela 3, verifica-se que o Tes
te de Coombs apresentou, geralmente, titulos superiores (até qua-
tro diluigoes) ao método lento, em soros com titulos > 1:50 (pelo
método lento). Isso se deve, provavelmente, a capacidade do teste
revelar anticorpos completos e incomplectos.

A limitacao desse teste, para ser empregado na rotina de-
ve-se a sua execugao, que é laboriosa e demorada.

0 teste de imunofluorescéncia mostrou, geralmente,titulos
superiores (até trés diluicoes) ao método lento e ao teste do 2-ME
e titulos ligeiramente inferiores aos obtidos pelo teste de Coombs.
0 emprego de soro hiperimune de titulo elevado e diluido explica-
ria a maior sensibilidade deste teste em relacgdo a soro-aglutina-
cao classica. BIEGELEISEN § cols. (1961) e MOODY § cols. (1961) ,
afirmaram que o método indireto de imunofluorescéncia, aplicado ao
diagndstico da brucelose humana, apresentou titulos inferiores em
relacao ao método lento. Entretanto, SIMINTZIS & THIVOLET (1965),
e FRIBOURG-BLAND (1970), encontraram titulos superiores & imuno —
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fluorescencia em relacdo a soro-aglutinacdo em tubo em bovinos.
GENTILE (1965) verificou resultados concordantes entre esses dois
métodos para o diagnéstico da brucelose bovina. Entre 15 soros can
titulo baixo no método lento (1:25) 14 (93,3%) se mostraram nega-
tivos a imunofluorescéncia, resultados que estao de acordo com as
observacoes de FRIBOURG-BLANC (1970) em soros de bovinos e com SI
MINTZIS (1972) que examinou 37 soros de suinos reagentes ao teste
classico de aglutinagdo. Titulos baixos no teste clidssico (1:25),
nao foram confirmados pelo teste do 2-ME, enquanto que, para di-
luigoes superiores, o teste apresentou titulos inferiores aos tes
tes de Coombs e de imunofluorescéncia e iguais ou inferiores ao
teste classico. GARCIA CARRILLO § cols. (1971) trabalhando com su
inos inoculados com Brucella suis, apés 41 dias, verificaram que

titulos 1:25 & soro-aglutinacao em tubo foram negativos ao 2-ME e
titulos 1:50 foram iguais ou ligeiramente menores a esse tsste. Es
ses achados estao concordantes com os de GLAWISCHNIG & CORTES
(1972) que, trabalhando com 634 soros de bovines, verificaram que
os resultados do teste do 2-ME mostraram boa correlacao com altos
titulos aglutinantes, mas nao com titulos aglutinantes suspeitos,
ou duvidosos.

O teste do cartao, quando empregado em 15 soros com titu-
lo de 1:25 no método lento, se mostrou negativo, em 18 soros com
titulo 1:50, 13 (72,2%) mostraram-se positivos e em 19 com titu-
los > 1:100 todos (100%) foram positivos.

Ainda com os dados da Tabela 3, verificou-se que, conside
rando-se o titulo 1:50 da soro-aglutinacao em tubo como significa
tivo, os quatro métodos empregados mostraram a seguinte concordan
cia: teste do cartao 72,2% (13/18), teste de Coombs 66,6% (12/18),
imunofluorescéncia 50,0% (9/18) ¢ teste do 2-ME 27,8%(5/18): Quan
do se considera o titulo > 1:100 como significativo a concordan —
cia entre os métcdos passa aser aseguinte: teste do cartao 100,0%
(19/19); teste de Coombs 94,79 (18/19); teste de imunofluorescen-
cia 94,7% (18/19) e teste do 2-ME 63,1% (12/19).
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Os dados dessa tabela sugerem que titulos baixos (1:25) pa
recem ser indicativos de reacdes inespecificas, enquanto que titu
los 1:50 podem ser ou nao especificos, de vez dos 18 SOros exami-
nados com esse titulo 13 (72,2%) foram positivos, pelos menos a um
dos testes. Com relacdo ao titulo 1:100, o mesmo se mostrou muito
especifico, comprovado pela alta concordancia entre os testes em-
pregados, excecao apenas parao teste do 2-ME. Assim, titulo > 1:100
pode ser considerado como significativo de infeccao brucélica em
suinos, o que esta de acordo com KERNKAMP E ROEPKE (1948); MALKIN
& cols. (1958); GALVEZ (1969): FAO/OMS (1971).

Os dados dessa Tabela, mostram que 26,6% (4/15) dos sui-
nos com titulo 1:50 3a soro-aglutinacao em tubo foram negativos aos
quatro testes complementares efetuados. Esse achado sugere que o
titulo 1:50 3 soro- aglutinacao em tubo pode ser inespecifico, dis
cordando dessa forma, da legislacao brasileira sobre brucelose a-
nimal, que considera como positivo o suino com titulo > 1:50 (BRA
SIL, 1958).

Na Tabela 4 sao comparados diferentes titulos obtidos na
prova de aglutinacdo clissica com os resultados do teste docartao
em 629 soros de suinos. Assim, observa-se que de 86 suinos reagen
tes a 1:25 apenas trés foram positivos ao teste do cartao, o que
equivale a uma concordiancia de 3,5%. Para titulos iguais a 1:50 a
concordancia foi de 38,2% ¢ para titulos iguais a 1:100 verificou
se alta concordancia (96,1%). Esses dados vém confirmar as infor-
magoes da tabela anterior, mostrando que titulos a partir de 1:50
podem ser especificos e que titulos > 1:100 sio bastante signifi-
cativos de infeccao brucélica. Segundo LEHNERT (1959), reacoes S0
rologicas inespecificas ocorrem em cerca de 50% de suinos sadios
em diluicoes de 1:10, 1:20 €, raramente, 1:80. LADWIG (1968) afir
mou que o teste do cartio noderia eliminar quase 95% dos proble —
mas com a diluigao 1:50 na soro- aglutinacao rapida para brucelose
suina. Para DEYOE (1967), o teste do cartio deve ser o preferido
para ser empregado na rotina, como prova complementar, emrazao de
sua especificidade e grande simplicidade de execugao.
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Na Tabela 5, verifica-se que reacoes baixas ocorreram em
maior proporgao: 13,7% e 10,8% para diluicdes 1:25 e 1:50 respec-
tivamente. Esses dados sdo concordantes com os de outros autores
(MALKIN & cols. 1968 e FRANCO & CARRILLO, 1970) . Entre os 237 sui
nos reagentes a qualquer titulo, 154 (65,0%) possuiam titulos <
1:50, o que ressalta a necessidade de se efetuarem testes comple-
mentares (Tabela 6).

A frequéncia da brucelose suina por municipio, de acordo
com a soro-aglutinagao em tubo e teste do cartdo, vista na Tabela
7, mostra que o ultimo foi mais sensivel indicando 17,3% de posi-
tividade enquanto o primeiro mostrou 13,2% de positividade em 629
suinos examinados. Em razdo do nimero reduzido de suinos, proce —
dentes de Minas Gerais, abatidos em Belo Horizonte (5-10% do to-
tal) a amostragem por municipio foi pequena nao permitindo uma a-
valiagao real da frequéncia da doenga em cada um. Entretanto, ob-
S€érva-se que para a soro-aglutinacao a amplitude de variacdo foi
de 0 a 31,6% e para o teste do cartdo 0 a 40,5%. A prevaléncia en
contrada (13,2%) para a brucelose em suinos, abatidos em matadou-
ros, procedentes de Minas Gerais, € trés vezes superior a encon —
trada por VALLE (1953) e seis vezes superior a do Ministério da A
gricultura, (BRASIL, 1973).

Pela prova da soro-aglutinacio em tubo, considerando-se o
titulo > 1:100 como significativo, a frequéncia da brucelose foi
de 21,2% e 13,9% respectivamente, para macho e fémea. Pelo teste
do cartao a frequéncia encontrada foi de 24,2% e 16,6% respectiva
mente, para macho e fémea (Tabela 8). A diferenca encontrada en-
tre os sexos, pelos dois testes efetuados, nio foi estatisticamen
te significativa (P > 0,5) o que esta de acordo com GALVEZ, (1969
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Soros com titulos baixos (1:25) pelo método classico apresenta
ram-se negativos na seguinte proporgao, conforme os testes efe
tuados: teste do 2-ME 100%; teste do cartao 100%; teste de Co-
ombs e imunofluorescéencia 93,3%.

Soros com titulo 1:50 pelo método classico, foram reagentes acs
quatro testes efetuados na proporcao de 38,8%.

Titulos > 1:100 no método cldssico apresentaram alta concordin
cia entre os testes efetuados, excegao apenas para o 2-ME., As-
sim, a concerdancia encontrada para cada teste foi:teste docar
tao 100%; teste de Coombs e de imunofluorescéncia 94,7% e tes-
te do 2-ME 63,1%.

0 teste do cartao apresentou baixa concordancia (3,7%) com 0
método classico, quando o titulo do soro eral:25ealta (96,1%)
quando. era 1:100. Em razao de sua alta.especificidade, sensibi
lidade, simplicidade de execucao e leitura, esse teste deve ser
o escolhido como prova complementar a soro-aglutinacio classi-
ca.

Titulos baixos (< 1:50) sidoc frequentes em suinos constituindo
24,4% do total examinado €65,0% entre os reagentes.

A prevaléncia da brucelose em suinos de Minas Gerais, abatidos
em matadouros, se mostrou muito mais elevada do que a registra
da pela literatura, 13,2% pelo método classico (titulo >1:100)
e 17,3% pelo teste do cartao.
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-

7. Nao se observou diferenca estatisticamente significativa depre
valéncia da brucelose em suinos de acordo com o sexo.



7.

RESUMO
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Com o objetivo de verificar a ocorréncia de reagdes ines-
pecificas a soro-aglutinagio (método lento) para o diagndstico da
brucelose suina e a frequéncia da mesma no Estado de Minas Gerais,
foram colhidas 629 amostras do sangue de suinos, abatidos em mata
douros de Belo Horizonte.

Foram examinados inicialmente, 62 soros, através dos se-
guintes testes: aglutinacao em tubo, imunofluorescéncia, Coombs,
2-mercaptoetanol (2-ME) e teste do cartdo. Quando a soro-aglutina
cao em tubo o titulo era igual a 1:25, os demais testes eram, ge-
ralmente, negativos. Entretanto, titulo igual a 1:50, mostrou con
cordancia média entre os testes, com excecao para o 2-ME, e que
foi a seguinte: teste do cartdao 72,2%, Coombs 66,6%, imunofluores
céncia 50% e 2-ME 27,8%. Foi encontrada alta concordancia, quando
o titulo era>1:100, com excegdo para o 2-ME. Assim, a concordan —
cia encontrada foi a seguinte: teste do cartao 100%, Coombs 94,7%
imunofluorescéncia 94,7% e 2-ME 63,1%. Os testes de Coombs e de
imunofluorescéncia anresentaram, geralmente, titulos mais eleva —
dos em relagao ao teste de soro-aglutinacio em tubo, enquanto que
o teste do 2-ME apresentou, em relagao ao uUltimo,titulos iguais
ou inferiores.

Os testes de soro-aglutinacao em tubo e do cartao apresen
taram alta concordancia (96,1%) ao titulo > 1:000,em 629 suinos e
xaminados.
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A prevalencia da brucelose foi de 13,2% pela soro-agluti
nagac em tubo e 17,3% pelo teste do cartio. A frequéncia encon —
trada foi seis vezes maior em relagio aos dados oficiais, do Mi~
nistério da Agricultura. N3c houve diferenga estatisticamente si

nificante, com relagdo ao sexo em 69 amostras examinadas.
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To check the ocurrence of non-specific reactions in the
slow agglutination test for the diagnosis of swine brucellosis and
its prevalence in the State of Minas Gerais, 629 -blood samples
were collected from swine slaughtered in Belo Horizonte.

First 62 sera were examined through the following tests:
slow agglutination test (SAT) indirect fluorescent antibody tech-
nique (IFAT) antiglobulin test (AGT), 2-mercaptoethanol test @-ME)

When SAT titer was 1:25 the other. tests, generally, were
negative. However, titers equivalent to 1:50 showed regular agre-
ement among the tests, with exception of ME. Thus the agreement
found was CT 72.2%, AGT 66,6%, IFAT 50.0% and ME 27.8%. Good agre
ement was found when the titer was >1:100,with the exception of
the 2-ME test. Thus the agreement found was as follows': CT 100%,
AGT 94.7%, IFAT 94.7% and 2-ME 63.1%. The AGT and IFAT showed, in
general, higher titers in relation to SAT, whereas the 2-ME test
showed in relation to the latter, equivalent or lower titers.

The SAT and CT showed good agreement (96.1%) at a titer
> 1:100 in 629 swine sera examined.

The prevalence of brucellosis was 13.2% in the SAT and
17.3% in the CT. The prevalence found was 6 times greater in rela
tion to official data, from the Federal Department of Agriculture.
There was no significant statistical difference in relation tosex
in 69 samples examined.
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