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AVALIAGAO DE UM TESTE IMUNOENZIMATICO COMPETITIVO NA
DIFERENCIACAO DE ANTICORPOS INDUZIDOS PELA VACINA B19, NO

DIAGNOSTICO SOROLOGICO DA BRUCELOSE BOVINA!
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ABSTRACT.- Mathias L.A., MacMillan A.P., Greiser-Wilke I. & Moennig V. 1994, [Evaluation
of a competitive enzyme immunoassay in the differentiation of antibodies induced by strain
19 vaccine, in the serodiagnosis of bovine brucellosis.] Avaliacdo de um teste imunoenzimdtico
competitivo na diferenciacdo de anticorpos induzidos pela vacina B19, no diagn6stico sorol6gico da
brucelose bovina. Pesquisa Veterindria Brasileira 14(1):19-23. Depto Med. Veterindria Preventiva,
FCAVJ-UNESP, Jaboticabal, SP 14870-000, Brazil.

A competitive enzyme immunoassay was evaluated using as conjugate monoclonal antibodies
BM-38 and BM-40), prepared from mice immunized with Brucella melitensis 16 M. The competitive
enzyme immunoassay was comypared with the complement fixation test and an indirect enzyme
immunoassay, regarding their efficiency and differential capacity to diagnose brucellosis in cattle
vaccinated with B. abortus strain 19. Four hundred and twenty-one sera of vaccinated female
calves, obtained between 15 days and 6 months after vaccination, were examined. The competitive
enzyme immunoassay using conjugate BM-38 revealed a greater number of positive results
(44,18%) than the complement fixation test (35,98%) and the competitive enzyme immunoassay
using conjugate BM-40 (29,69%). This last test allowed a higher degree of differentiation than the

others, since it revealed a lower number of reactors.

INDEX TERMS: Bovine brucellosis, serological diagnosis, competitive enzyme immunoassay.

SINOPSE.- Foi avaliado o teste imunoenzim4tico competitivo,
usando como conjugado os anticorpos monoclonais BM-38 e
BM-40, preparados a partir da imunizagdo de camundongos com
Brucella melitensis 16 M, em comparagio com a reacao de fixa-
¢do de complemento e com o teste imunoenzimdtico indireto,
para diferenciar anticorpos da infecgao natural dos induzidos pela
vacina B19. Foram testados 421 soros de bezerras vacinadas com
B. abortus amostra B19 e colhidos em intervalos de 15 dias a 6
meses apés a vacinacao. O teste competitivo usando o conjugado
BM-38 apresentou menor capacidade de discriminacdo que o
teste com o conjugado BM-40 (44,18% contra 29,69% de soros
com tftulos de anticorpos) e que a reagao de fixagao de comple-
mento (44,18% contra 35,98%) e resultados préximos aos do
teste imunoenzimdtico indireto (54,89% contra 56,17%), en-
quanto que o teste competitivo usando o conjugado BM-40
apresentou maior capacidade de discriminacao do que os outros
testes estudados, uma vez que acusou um menor niimero de rea-
gentes: 28,9% contra 37,6% revelados pela reagao de fixagdo de
complemento, 29,69% contra 44,18% revelados pelo teste com o
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conjugado BM-38 e 43,15% contra 56,85% revelados pelo teste
imunoenzim4tico indireto.

TERMOS DE INDEXACAO: Brucelose bovina, diagndstico sorolégico,
teste imunoenzimético competitivo.

INTRODUCAO

As campanhas de combate a brucelose bovina tém como
uma de suas principais armas o diagndstico sorolégico,
que apresenta como vantagens a praticidade € um custo
relativamente baixo. Em virtude dessas vantagens, diver-
sas provas soroldgicas tém sido utilizadas. Apesar disso,
as provas sorolégicas estdo sujeitas a erros que podem
levar tanto a resultados falso-positivos como falso-nega-
tivos, o que resulta em um empecilho no combate 2 en-
fermidade. A vacinagdo com a amostra B19 constitui-se
numa das principais causas de resultados falso-positivos,
erro esse a que a grande maioria dos testes j4 estudados
com aquele propésito estd sujeita. De acordo com Alton
(1981), em torno de uma em cada 200 bezerras vacinadas
mantém reagdes soroldgicas persistentes por longos pe-
rfodos.

Muitos testes sorolégicos, inclusive testes imunoenzi-
méticos competitivos, j4 foram estudados com o propésito
de diferenciar a reagdo soroldgica induzida pela vacina
da reacdo causada pela infeccdo. Chin et al. (1989) ava-
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liaram um teste imunoenzimético competitivo, usando
anticorpos monoclonais preparados por Bundesen et al.
(1985), na discriminagdo entre animais infectados e ani-
mais vacinados com B. abortus amostra B19 e constata-
ram que o teste apresentava limitado valor quando utili-
zado para testar soros provenientes do campo. J4 Nielsen
et al. (1989), usando um teste imunoenzimético competi-
tivo realizado com anticorpos obtidos pela imunizacdo de
camundongos com Yersinia enterocolitica sorogrupo 09,
preparados por Bundle et al. (1984), e empregando o an-
tigeno cadeia O de B. abortus, conclufram ser possfvel di-
ferenciar a resposta soroldgica de bovinos naturalmente
infectados da resposta soroldgica induzida pela vacinagdo
com B. abortus amostra B19.

Apesar do grande mimero de trabalhos de pesquisa
com essa finalidade, dificilmente se pode afirmar que al-
gum teste ji desenvolvido seja capaz de diferenciar ani-
mais vacinados de animais infectados, havendo, dessa
forma, necessidade de se estudar testes sorolégicos que
possam apresentar maior capacidade de diferenciagao.
Assim sendo, o presente trabalho teve por objetivo com-
parar os resultados revelados por um teste imunoenzimé-
tico competitivo, empregando anticorpos monoclonais
preparados por Greiser-Wilke et al. (1985), com os re-
sultados revelados pela reagdo de fixagdo de comple-
mento e pelo teste imunoenzimético indireto, em soros de
bovinos vacinados com B. abortus amostra B19.

MATERIAL E METODOS

Soros examinados

Foram testados, através do teste imunoenzimdtico competitivo
usando os conjugados BM-38 ¢ BM-40, 421 soros de bezerras
vacinadas com uma dose padrio de B. abortus amostra B19. Os
soros foram colhidos em intervalos de 15 dias a 6 meses ap6s a
vacinac8o. Desses soros, 391 foram também testados pela reagao
de fixacdo de complemento e 241 pelo teste imunoenzimético in-
direto.

Teste imunoenzimdtico competitivo

O teste foi realizado conforme descrito por MacMillan et al.
(1990). Os conjugados foram preparados com anticorpos mono-
clonais produzidos por dois clones de hibridomas, BM-38 e BM-
40, resultantes da imunizacdo de camundongos da linhagem
BALB/C conr B. melitensis amostra 16 M (Greiser-Wilke et al.,
1985). Esses anticorpos monoclonais foram conjugados com pe-
roxidase. O antfgeno empregado no teste consistiu de lipopolissa-
cédride (LPS) de B. abortus amostra 99, extrafdo pelo método
4gua quente-fenol quente, descrito por Baker & Wilson (1965).
A densidade 6tica foi determinada em um aparelho Titertek Mul-
tiskan MCC/340.

Teste imunoenzimdtico indireto

O teste foi realizado conforme descrito por Jeggo & Rothauer
(1989). Utilizou-se um conjugado comercial constitufdo por IgG
de coelho anti-IgG de bovino, conjugada com peroxidase (ICN
Immunobiologicals, Israel). O antigeno empregado consistiu
também no lipopolissacdride de B. abortus amostra 99 e a leitura
da densidade Stica foi realizada no mesmo aparelho citado ante-
riormente.
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Reagao de fixagdo de complemento

A reagdo de fixagdo de complemento foi realizada em micro-
placas, empregando-se 1,25 unidades de complemento e incuba-
¢do a 37° C, por 30 minutos, nas duas fases da reagdo (Brinley-
Morgan et al. 1978).

Andlise estatistica

Para verificar se houve independéncia entre os resultados re-
velados pelas provas sorol6gicas, empregou-se o teste de X2.
Para se efetuar essa andlise, os resultados das provas foram clas-
sificados em positivos ou negativos. No teste imunoenzim4tico
competitivo, considerou-se como positivo qualquer tftulo obtido
e na reagio de fixagao de complemento considerou-se como po-
sitivo o soro com titulo a partir de 1/4.

Cdlculo da concordincia
A concordancia foi calculada com base na seguinte férmula:

Positivos ambos os testes + negativos ambos os testes
x 100

Total de soros

Os soros foram classificados em positivos ou negativos con-
forme o critério mencionado no ftem anterior.

RESULTADOS

A maior parte dos soros de bovinos vacinados com B.
abortus amostra B19 nao apresentou tftulo de anticorpos
pelo teste imunoenzimético competitivo (TIEC) usando o
conjugado BM-38 ou pela reacdo de fixagao de comple-
mento (RFC). O TIEC revelou a presenga de anticorpos
em 167 (44,18%) soros, enquanto que a RFC detectou
anticorpos em 136 (35,98%) dos 378 soras examinados.
Dos 242 soros que nao apresentaram tftulo pela RFC, 35
(14,46%) apresentaram tftulos pelo TIEC e dos 211 soros
negativos por este teste, apenas quatro (1,9%) apresenta-
ram tftulos pela RFC (Quadro 1). Considerando-se como
positivos para o TIEC os tftulos a partir de 1/2 e para a
RFC os tftulos a partir de 1/4, observa-se uma concor-
dancia de 83,33% entre as duas provas. O teste dé X2 re-
velou, com seguranga de 99,5%, dependéncia entre os re-
sultados revelados pelas duas provas (X2 = 181,26, com
2 graus de liberdade).

Quadro 1. Nidmero de soros de bovinos vacinados contra brucelose,
distributdos de acordo com os tftulos de anticorpos anti-Brucella (recfproca
da dilui¢do) revelados pelo teste i zimdtico competitivo (TIEC)
realizado com o conjugado BM-38, em comparagdo com os tftulos revelados
pela reagdo de fixacao de complemento (RFC)

TIEC (BM-38)

RFC Total
0 2 4 8 16 32 64

0 207 12 23 0 0 0 0 242

2 4 3 24 1 0 0 0 32

4 0 0 4 9 0 0 0 13

8 0 0 3 12 1 0 0 16
16 0 0 3 7 8 0 0 18
32 0 0 0 8 22 1 0 31
64 0 0 0 2 8 7 1 18
128 0 0 0 0 1 5 2 8
Total 211 15 57 39 40 13 3 378
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De 391 soros de bovinos vacinados com a amostra
B19, 113 (28,9%) apresentaram tftulos de anticorpos
contra Brucella pelo TIEC usando ¢ conjugado BM-40 e
147 (37,6%) apresentaram tftulos através da RFC. Dos
278 soros que nao apresentaram qualquer tftulo pelo
TIEC, 35 (12,59%) apresentaram tftulos pela RFC, ao
passo que, dos 244 soros que ndo apresentaram tftulo
pela RFC, apenas um (0,41%) apresentou tftulo, de 1/4,
pelo TIEC (Quadro 2). Constatou-se uma concordancia
de 95,9% entre as duas provas. O teste de X2 também re-
velou dependéncia significativa entre os resultados dessas
duas provas (X2 = 316,48, com 2 GL).

Quadro 2. Nimero de soros de bovinos vacinados contra brucelose,
distributdos de acordo com os titulos de anticorpos anti-Brucella (recfproca
da dilui¢do) revelados pelo teste imunoenzimdtico competitivo (TIEC)
realizado com o conjugado BM-40, em comparagdo com os titulos revelados
pela reacdo de fixacdo de complemento (RFC)

TIEC (BM-40)
REC Total
0 2 4 8 16 32

0 243 1 0 0 ) 0 244

2 29 4 5 0 0 0 38

4 2 1 7 1 0 0 11

8 2 1 10 5 0 0 18
16 2 ) 5 8 4 0 19
32 0 ) 10 12 13 0 35
64 0 0 4 10 3 1 18

128 0 0 1 4 1 2 8
Total 278 7 2 40 21 3 391

O TIEC usando o conjugado BM-38 revelou anticor-
pos em um maior nimero de soros de bovinos vacinados
do que o mesmo teste usando o conjugado BM-40. De
421 soros, 186 (44,18%) apresentaram tftulos de anticor-
pos quando testados com o conjugado BM-38 e 125
(29,69%) apresentaram tftulos quando testados com o
conjugado BM-40. Nenhum dos soros negativos com «
conjugadc: EM-38 apresentou tftulo com o conjugado
BM-40, enquanto que dos 296 soros negativos com o
conjugado BM-40, 61 apresentaram tftulos, de até 1/8,
quando testados com o conjugado BM-38 (Quadro 3). A
concordancia entre os dois testes, considerando-se como
positivos os tftulos a partir de 1/2, foi de 85,51%. Foi

Quadro 3. Ndmero de soros de bovinos vacinados contra brucelose,
distribuldos de acordo com os tttulos de anticorpos anti-Brucella (recfproca
da dilui¢do) revelados pelo teste imunoenzimdtico competitivo (TIEC)
realizado com o conjugado BM-38, em comparagdo com os tftulos revelados
pelo mesmo teste realizado com o conjugado BM-40

TIEC (BM-38)

TIEC Total
(BM-40) 0 2 4 8 16 32 64
0 235 19 40 2 0 0 0 296
2 0 0 4 2 1 0 0 7
4 0 0 18 23 11 2 0 54
8 0 0 0 16 12 9 0 37
16 0 0 0 1 18 4 1 24
32 0 0 0 0 0 1 2 3
Total 235 19 62 44 42 16 3 421

observada, através do teste de X2, uma dependéncia entre
os resultados revelados pelos dois testes (X2 = 224,59,
com 2 GL).

O teste imunoenzimitico indireto (TIEI) apresentou
132 (56,17%) resultados positivos em 235 soros de bovi-
nos vacinados contra brucelose. Destes mesmos soros, o
TIEC usando o conjugado BM-38 revelou 129 (54,89%)
com algum tftulo de anticorpos. Dos 103 soros negativos
pelo teste indireto, dez (9,71%) apresentaram tftulos, de
até 1/8, pelo teste competitivo, enquanto que dos 106 so-
ros com resultados negativos por este iltimo, 13
(12,26%) apresentaram resultados positivos pelo teste in-
direto (Quadro 4). Observou-se uma concorddncia de
90,21% entre as duas provas. O teste de X2 revelou de-
pendéncia entre os resultados das duas provas (X2 =
151,2, com 2 GL).

Quardro 4. Niémero de soros de bovinos vacinados contra brucelose,
distribufdos de acordo com os tftulos de anticorpos anti-Brucella (recfproca
da dilui¢do) revelados pelo teste imunoenzimdtico competitivo (TIEC)
realizado com o conjugado BM-38, em comparagdo com os tttulos revelados
pelo teste imunoenzimdtico indireto (TIEI)

TIEC (BM-38)

TIEI Total
0 2 4 8 16 32 64
Negativo 93 0 8 2 0 0 0 103
Positivo 13 4 17 36 42 17 3 132
Total 106 4 25 38 42 17 3 235

Enquanto o TIEI revelou resultados positivos em 137
(56,85%) de 241 soros de bovinos vacinados, o TIEC
usando o conjugado BM-40 revelou tftulos de anticorpos
em 104 (43,15%). De 104 soros negativos pelo teste indi-
reto, apenas quatro (3,85%) apresentaram tftulos, de até
1/4, pelo teste competitivo, enquanto que dos 137 soros
que ndo apresentaram tftulo pelo teste competitivo, 37
(27,01%) apresentaram resultados positivos pelo teste in-
direto (Quadro 5). A concordincia observada entre os
dois testes foi de 82,99%. Observou-se dependéncia entre
os resultados das duas provas (X2 = 115,23, com 2 GL).

Quadro 5. Numero de soros de bovinos vacinados contra brucelose,
distributdos de acordo com os tltulos de anticorpos anti- Brucella (recfproca
da dilui¢do) revelados pelo teste imunoenzimdtico competitivo (TIEC)
realizado com o conjugado BM-40, em comparagdo com os tftulos revelados
pelo teste imunoenzimdtico indireto (TIEI)

TIEC (BM-40)
TIEI Total
0 2 4 8 16 32 64
Negativo 100 1 3 0 0 0 104
Positivo 37 2 37 33 24 4 137
Total 137 3 40 33 24 4 241
DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que o
teste imunoenzimético competitivo (TIEC) usando o
conjugado BM-38 apontou um maior nimero de animais
reagentes do que a reagéo de fixagdo de complemento —
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RFC (Quadro 1), ao passo que o mesmo teste usando o
conjugado BM-40 revelou menor nimero de animais rea-
gentes do que a RFC (Quadro 2). Estes dados mostram
que a elevada capacidade de detecgéo do teste competiti-
vo usando o conjugado BM-38 atribuiu a esse teste me-
nor poder de discriminagdo do que 2 RFC, enquanto que
o TIEC usando o conjugado BM-40 demonstrou maior
capacidade de discriminagdo dos tftulos induzidos pela
vacinacao do que a RFC. Embora a RFC ndo seja capaz
de diferenciar bovinos vacinados de bovinos infectados,
esta prova apresenta maior especificidade que a maioria
das provas rotineiramente usadas no diagnéstico da bru-
celose (Dohoo et al. 1986). O fato de. o TIEC usando o
conjugado BM-40 ter apresentado maior poder de discri-
minacdo, em soros de animais vacinados, significa que,
apesar de esta prova nao ter sido capaz de fornecer uma
diferenciacdo desejada entre as duas situagdes, ela apre-
sentou-se vantajosa, quanto a esse propdsito, em relagao
a RFC. Estes resultados diferem um pouco dos achados
de Sutherland (1985a), o qual verificou que o TIEC apre-
sentou o mesmo desempenho da RFC, tendo este autor
conclufdo que o TIEC apresenta as mesmas falhas das
outras provas sorolgicas, ao serem utilizadas no diag-
néstico da brucelose em bovinos vacinados com a amos-
tra B19. Da mesma forma, Sutherland & Den Hollander
(1986) constataram que o teste competitivo apresentou
pouca vantagem em relagao a RFC, na diferenciagdo en-
tre animais infectados e animais vacinados.

Comparando-se os resultados do TIEC com os resulta-
dos do teste imunoenzimdtico indireto (TIEI), ao se testa-
rem soros de animais vacinados, verifica-se que o teste
competitivo, usando o conjugado BM-38, indicou um
niimero de animais com resultado positivo préximo ao in-
dicado pelo teste indireto (Quadro 4), o qual, por sua
elevada capacidade de detecgdo, costuma apresentar re-
duzida especificidade quando usado para testar animais
vacinados (Cargill et al. 1988, Sutherland 1985b, Larsen
et al. 1988). O TIEC usando o conjugado BM-40 revelou
menor nimero de reagentes que o TIEI (Quadro 5), indi-
cando para aquele teste maior poder de discriminagao que
o TIEIL Da mesma forma, Rylatt et al. (1985) deduziram
que o TIEC demonstrou superioridade em relagdo ao
TIEI, na discriminagdo entre animais imunizados e ani-
mais infectados.

Nielsen et al. (1989), empregando conjugado prepara-
do com os anticorpos monoclonais YsT9-2 e o antfgeno
cadeia O de B. abortus, conclufram que o teste imunoen-
zimético competitivo era capaz de diferenciar bovinos in-
fectados de bovinos vacinados com a amostra B19. Um
aspecto importante a ser considerado na metodologia uti-
lizada por aqueles autores & o fato de terem testado os so-
ros na diluigdo 1/50. No presente trabalho, os soros fo-
ram testados a partir da diluigdo 1/2, o que explica o per-
centual relativamente elevado de animais reagentes, sen-
do que com o conjugado BM-38 os tftulos mais elevados
foram de 1/64 e com o conjugado BM-40 foram de 1/32.
No entanto, ao se testarem, com os conjugados BM-38 e
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BM-40, soros de bovinos comprovadamente infectados, €
comum a observagio de tftulos de anticorpos inferiores a
1/50 (dados nao apresentados). Isto significa que, em que
pese o maior poder de discriminagdo do teste empregado
por aqueles autores, ao se testarem soros, de bovinos in-
fectados, na diluicao 1/50 corre-se ¢ o risco de se obter
uma proporgdo nao desprezfvel de resultados falso-nega-
tivos.

Comparando-se os dois conjugados empregados no
presente trabalho, observou-se que o TIEC usando con-
jugado preparado com os anticorpos monoclonais BM-40
apresentou maior poder de discriminacao que 0 mesmo
teste usando o conjugado BM-38. Diferengas também sao
observadas quando se comparam os resultados com
aqueles obtidos por outros autores. Neste caso, € impor-
tante considerar as caracterfsticas dos anticorpos usados
na preparagdo dos conjugados, uma vez.que o comporta-
mento do teste imunoenzimético competitivo depende da
especificidade e da afinidade desses anticorpos.
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