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1. INTRODUGAO

1.1 Historico

A histéria da brucelose & marcada por trés etapas. A primeira, desde
Hipdcrates, que distinguia os diferentes tipos febris em certas febres prolongadas,
imegulares, acompanhadas de suores profusos e outros sintomas, alguns perfeitamente
enquadraveis como brucelose (PACHECO & THIAGO DE MELLO, 1956).

Dalton conta que Hipdcrates referiu-se a existéncia, no verao e no outono, de
febres do tipo continuo, mas nao violentas, acometendo pessoas que ficavam
indispostas durante muito tempo, porém nao gravemente doentes, embora as recaidas
fossem frequentes. Convém salientar que a brucelose € mais frequente no verao,
conforme mostram estudos epidemioldgicos (PACHECO & THIAGO DE MELLO, 1956).

Durante a Guerra da Criméia, em 1854, apareceram diversos casos da doenca
que acabaram por chamar a aten¢do de muitos clinicos. Nessa época, varios médicos
publicaram observagdes sobre brucelose, concedendo-lhe diversas denominagoes
(PACHECO & THIAGO DE MELLO, 1956).

Na época, varias hipoteses foram levantadas sobre a etiologia da doenca, até
que esta comegou a castigar demais a populagao civil na base naval inglesa de Malta.
Entao, em 1886 iniciou-se a segunda etapa, cofn Sir David Bruce, que isolou do bago
de soldados mortos com a febre, uma bactéria, a qual denominou de Micrococcus
melitensis e a doenga de “febre de Malta”. Posteriormente, a transmisséo na itha de
Malta foi associada a ingestao de leite de cabras (PACHECO & THIAGO DE MELLO,
1956).

Dez anos depois (1897), Bang, veterinario dinamarqués e Stribolt isolaram, em
abortos de vacas, uma bactéria considerada o agente causador de aborto infeccioso
bovino (PACHECO & THIAGO DE MELLO, 1956).

Apenas em 1918, Alice Evans, notavel bacteriologista americana, demonstrou a

estreita relacdo entre os microorganismos isolados por Sir David Bruce e por' Bang,



dando inicio a terceira etapa da histéria da brucelose (PACHECO & THIAGO DE
MELLO, 1956).

Em 1920, Meyer & Shaw, propuseram reunir 0 agente causador da “febre de
Malita”, do aborto infeccioso bovino e do aborto porcino (0 qual também ja havia sido
descrito na época) , em um unico género, sob o nome de Brucella, em homenagem a
Sir David Bruce. A proposigao foi logo aceita e o termo se generalizou para designar a
doenga em humanos e animais (PACHECO & THIAGO DE MELLO, 1956).

1.2 Etiologia

A brucelose € uma doenga endémica e séria em muitas partes do mundo,
causada por bactérias do género Brucella e com 6 espécies atualmente reconhecidas,
sendo todas igualmente patogénicas: B.ébortus, B.melitensis, B.suis, B.ovis, B.canis,
B.neotomae (CARTER, 1988), cujos reservatorios naturais sdo, respectivamente,
bovinos, caprinos, suinos, ovinos, caes e ratos selvagens.

Este género é constituido por cocobacilos pequenos (cerca de 0,4 por 0,6 um),
imoveis, nao esporulados, gram-negativos, aerdbios e parasitas intracelulares
facultativos com predilegdo pelo sistema reticulo endotelial, além do trato reprodutivo e
outros orgaos como figado, bago e medula 6ssea (CARTER, 1988 e PELCZAR, REID
& CHAN, 1980).

A bactéria Brucella canis foi identificada pela primeira vez, por Carmichael em
1966, como agente etioldgico de aborto infeccioso em caes da raca Beagle (FLORES
DE CASTRO & CARMICHAEL, 1980 e MARCH, 1998). Além da infeccao por Brucella
canis, os caes também podem contaminar-se esporadicamente com B.abortus e B.suis,
pois animais gue habitualmente albergam uma determinada espécie de brucela podem
se infectar por outra (CARTER, 1988).
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1.3 Transmissao

A brucelose canina é faciimente transmitida mediante o contato intimo entre os
animais (PICKERILL & CARMICHAEL, 1972) através do leite, colostro, descargas
vaginais, fetos abortados, placenta, sémen, urina, além da transmissdo por aerossois.

Entre os caes, as fémeas podem se infectar, durante o acasalamento, com o
sémen de machos infectados ou entdo através do contato com a uriha contaminada de
outros animais. Os filhotes podem contrair a doenga por transmissdo congénita, ou
ainda, através do colostro e do leite. Machos adultos sdo menos susceptiveis a doenga,
mas podem se infectar ao entrarem em contato com secre¢des vaginais de fémeas
contaminadas, ou urina de ambos 0S sexos.

A inexisténcia de uma vacina, bem como 0s padrées de viagens adotados por
alguns proprietarios de canis, que comumente enviam seus animais a quilometros de
distancia para obter o cruzamento desejado, sdo outros fatores que podem contribuir
para a disseminac¢ao da doenga entre os cades (MOORE & GUPTA, 1970).

Fazendeiros, veterinarios, criadores e outros, que mantém contato com animais
domeésticos formam um grupo de risco ocupacional, e podem se infectar por contato
direto ou indireto com goticulas de material contaminado (STANIER, DOUDORF &
ADELBERG, 1969 e CARTER, 1988).

1.4 Patologia

As brucelas sdo parasitas intracelulares do sistema reticulo-endotehal (ou
fagocitico-mononuclear). Ao atingirem, através das vias linfaticas, o linfonodo mais
proximo da porta de entrada, as bactérias sdo fagocitadas por neutrdfilos e
macrofagos, podendo ser destruidas. As que sobrevivem, entretanto, multiplicam-se no
interior destas células, provocam bacteremia e em seguida localizam-se nas células do
sistema fagocitico-mononuclear dos nddulos linfaticos, bago, figado, medula ossea e

de outros orgaos. Em certas ocasides estes focos granulomatosos ou nédulos podem



formar abscessos. A hipersensibilidade a elementos dos microorganismos brucela,
incluindo endotoxinas, pode participar da patogénese (CARTER, 1988; STANIER,
DOUDORF & ADELBERG, 1969 e CASTRO, 1991)

1.5 Sintomatologia

As manifestacbes mais frequentes da doenga nas fémeas s&o o insucesso
reprodutivo e o aborto entre 0 45° e 55° dias de gestacao, seguindo-se ao aborto ha um
corrimento marrom-amarelado a marrom-escuro que persiste por uma a seis semanas.
Outro possivel resultado da infecgdo da cadela € a reabsor¢do dos fetos ou o
nascimento de proles de baixo peso com morte prematura. E interessante notar que as
brucelas multiplicam-se intensamente no utero de animais domésticos prenhes, porque
o eritritol do feto e da placenta estimula a proliferagdo local das mesmas (CARTER,
1988; VARGAS, LAZZARI & DUTRA, 1996; CASTRO, 1991 e FLORES DE CASTRO &
CARMICHAEL, 1980) |

Prostatite, epididimite e orquite podem levar a atrofia testicular em machos com
espermatogénese diminuida ou até mesmo esterilidade irreversivel (CARTER, 1988 e
CORNELL RESEARCH LABORATORY FOR DISEASES, 1976). Também pode ocorrer
a formagado de uma dermatite escrotal secundaria resultante da lambedura do animal
sobre a pele dolorosa com epididimite e orquite (MULLER, KIRK & SCOTT, 19895).

Outros sintomas comuns sao fraqueza, fadiga, linfadenopatia generalizada,
dores musculares e articulares, além de infecgbes Osseas que podem levar a
osteomielites e espondilites (CARTER, 1988 e CORNELL RESEARCH LABORATORY
FOR DISEASES, 1976).

Ao estagio agudo, que pode durar semanas oOu meses segue-se,
frequentemente, um estagio cronico de longa duragao, caracterizado por sinais do
mesmo tipo, porém atenuados, provavelmente decorrentes da hipersensibilidade
(STANIER, DORDORF & ADELBERG, 1969).



A infeccdo por Brucella spp. no homem caracteriza-se comumente por uma
doenca febril aguda, que cura em duas ou quatro semanas, ou uma doenga de curso
prolongado com surtos febris, mal-estar geral, forte dor de cabega, dores musculares e
esplenomegalia discreta (TRABULSI, 1991 e STANIER, DOUDORFF & ADELBERG,
1969). Neste caso, a maioria dos pacientes se recupera em um ou dois anos, mesmo
sem tratamento (CARTER, 1988).

1.6 Epidemiologia/ Prevaléncia

Sendo a brucelose uma zoonose, sua epidemiologia esta intimamente
relacionada a infecgdo animal, ou seja a disseminacdo da doenga pode se dar pelo
contato entre os animais; e este contato pode ser direto ou nao, como por exemplo
através da ingestao de alimentos contaminados, como leite ou carne.

As brucelas podem sobreviver no solo por 40 a 60 dias, no leite a 10°C por 10
dias, e em certos queijos por até 2 meses (CASTRO, 1991).

A infeccdo por Brucella canis tem sido encontrada em varios paises. A
prevaléncia é variavel segundo a regiao e o método diagnostico empregado (ACHA &
SZYFRES, 1989). Alguns levantamentos sorologicos revelaram percentuais de 1 a 6%
nos Estados Unidos, 25% no Peru (GREENE & GEORGE, 1984), e 11,8% em caes de
rua no Mexico (FLORES DE CASTRO et al, 1977). No Brasil, na regido de Campinas,
GERMANO et al. (1987) detectou 5,4% de céies infectados, na regido metropolitana de
Salvador foi detectado um indice de apenas (),22% de soropositividade (PEREIRA, DA-
SILVA & DA-ROCHA, 1976) e nos estados do Parana e Minas Gerais foi verificada
uma incidéncia de 16% de caes soropositivos (ZACARIAS et al., 1999).



1.7 Profilaxia

Algumas medidas s&o fundamentais para se evitar a disseminagao da brucelose
entre a populagdo humana, como: evitar a ingestdo de alimentos crus de origem
animal, adotar as medidas higiénicas comuns na profilaxia de qualquer doencga
contagiosa e orientar os individuos que constituem grupo de risco ocupacional sobre
cuidados basicos que se deve ter durante 0 manuseio de animais ou seus produtos,
como por exemplo o0 uso de luvas e mascaras (PACHECO & THIAGO DE MELLO,
1956).

Em rebanhos de interesse econdmico a brucelose € controlada e, em alguns
paises até erradicada, através da imunizagdo das fémeas com uma vacina atenuada;
todavia para Brucella canis ainda ndo existe uma vacina disponivel (WILFERT, 1976,
ERASMUS & ERASMUS, 1987 e ALTON et a/., 1980). Este fato reforca a necessidade

da adogao de medidas sanitarias adequadas nos locais de criagdo dos animais.

1.8 Tratamento

O tratamento da brucelose canina & dispendioso, prolongado e 0 sucesso da
terapia € incerto (AMARAL, 1999). Diversos protocolos a base de antibiticos tém sido
utilizados-, mas a localizagao intracelular das bactérias dificulta a resolugao da infecgao
(STANIER, DOUDORF & ADELBERG, 1969 e AMARAL, 1999).

Embora o microorganismo demonstre sensibilidade in vitro as tetraciclinas,
estreptomicina, ampicilina e sulfonamidas, as recidivas sdo comuns guando uma droga
especifica & usada individualmente por um periodo de tempo. A taxa mais elevada de
sucesso foi obtida com minociclina oral combinada a estreptomicina parenterai
(MULLER, KIRK & SCOTT, 1985).

Como o tratamento nem sempre €& eficiente, os cdes acometidos devem ser
removidos de programas de criagao e castrados, isolados ou sacrificados. Apenas caes

livres de brucelose devem ser admitidos nos canis de criagao.



1.9 Diagnéstico

O diagnéstico da brucelose pode ser microbiolégico ou soroldgico. Em razdo das
dificuldades de aplicagdo dos métodos bacteriologicos e pelo fato de as brucelas ndo
serem isoladas nos periodos afebris e, as vezes, nem mesmo nos periodos febris,
inumeros foram os meétodos sorolégicos desenvolvidos objetivando buscar a
demonstracado de anticorpos no soro sanguineo e lacteo, no leite, plasma seminal e
muco vaginal.

O método pioneiro de soroaglutinagio tornou-se o padrdo para o diagnostico da
brucelose mas outros mais se seguiram como fixagdo do complemento, soro-
aglutinagdo rapida em lamina, aglutinagdo em tubos com 2-mercaptoetanol (2-ME),
Coombs indireto e soroaglutinagdo em placas (CASTRO, 1991, BADAKHSH,
CARMICHAEL & DOUGLAS, 1982, CARMICHAEL & JOUBERT, 1987 e YOUNG,
1991).

No entanto, todos eles apresentam aplicagdo limitada, seja pela impossibilidade
de utilizag&o a campo, por problemas de reagdo cruzada com outros microorganismos,
pela impossibilidade de detectar baixos titulos de anticorpos em animais cronicamente
infectados, ou ainda por nao permitirem identificar animais doentes antes de seis
semanas de infecgdo (BADAKHSH, CARMICHAEL & DOUGLAS, 1982; CARMICHAEL
& JOUBERT, 1987; YOUNG, 1991 e GEORGE & CARMICHAEL, 1978).

Assim, o diagnostico definitivo de brucelose baseia-se no teste de aglutinacéao e
no isolamento e cultivo do microorganismo a partir de material infectado (GEORGE &
CARMICHAEL, 1978). Uma reacdo de aglutinacdo positiva, mais o teste de
mercaptoetanol indica infec¢do. A aglutinagdo em lamina € confiavel quando negativa,
mas as amostras positivas devem ser confirmadas pelo teste em tubos (CARTER, 1988
e CASTRO, 1991).



2. JUSTIFICATIVA

Dadas as dificuldades de isolamento e .crescimento da bactéria em meios
artificiais e das aplicagdes limitadas dos métodos sorologicos atualmente disponiveis, o
diagnostico nem sempre € buscado e a doenga persiste entre 0s animais, resultando
em perdas econdomicas para criadores de animais domésticos e risco a saude humana
e animal (FERNANDES et a/., 1981).

Desde sua introdugdo por ENGVALL & PERLAMANN (1972), o método de
ELISA tem se mostrado extremamente versatil, permitindo pesquisar a presencga de
anticorpos para uma ampla variedade de antigenos, com especificidade e sensibilidade
superiores a muitos dos outros métodos em uso rotineiro (YOUNG, 1991; THEAKSTON
et al, 1977; DAHOO, WRIGHT & RUCKERBAUER, 1986; CHAVEZ-OLORTEGU! et al.
e ARAJ & KAUFAMAN, 1989).

Neste sentido, € proposta do presente trabalho desenvolver o método de ELISA
indireto para o diagnéstico da brucelose canina como uma alternativa simples, segura e
de baixo custo (YOUNG, 1991) para o diagnostico e detecgdo precoce de animais
infectados, resultando em beneficios e economia para os criadores e proprietarios de

animais de estimacao.

3. OBJETIVOS

= desenvolver o método de ELISA para o diagnéstico da brucelose canina;

=) estudar comparativamente os resultados obtidos pelo método de ELISA com o
método comumente utilizado de imunodifusdo dupla a fim de verificar a eficacia, a
sensibilidade e a especificidade do teste imunoenzimatico para o diagndstico de

brucelose canina.



4. MATERIAL E METODOS

Um total de 421 soros foram analisados pelos métodos de ELISA indireto e
imunodifus@o dupia em agar-gel. As amosiras foram obtidas a partir de sangue total
colhido por venopuncgéo, de caes do Canil Municipal de Curitiba e de canis particulares,
compreendendo amostras dos Estados co Parana e de Minas Gerais. Apos a
coagulagao sanguinea, os soros foram separados e centrifugados por 10 minutos, a
2000rpm, tantas vezes quantas necessarias fossem para a remog¢ao do botdo de
hemaceas, e armazenados em temperalura de congelamento (-20°C), até sua

utilizagao.

4.1 Preparagao do antigeno

O antigeno, constituido de proteinas e lipopolissacaridios extraidos da bactéria
B. ovis, amostra Reo 198, foi preparado pelo Dr. Jorge Victor Bacila Agottani, do
TECPAR, conforme preconizado pela OMS.

O agente B. ovis foi utilizado como antigeno no presente estudo em fungdo da
disponibilidade do agente isolado e de sua homologia com B. canis. (HOYER &
McCULLOUGH, 1968).

4.1.1 Preparo do inéculo

O organismo Brucella ovis ,amostra REO-198, foi semeado em 4 a 6 placas
contendo agar N-Z AMINE e incubado a 37°C por aproximadamente 30 horas.

A partir de uma dessas placas foram semeados 8 tubos (3 cm x 20 cm), cada um
repicado para sua respectiva placa de Petry com meio solido. Os tubos foram utilizados
para o inoculo e as placas representaram o controle para cada um deles, onde avaliou-

se a dissociagéo e provavel contaminacao.
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Os tubos e as placas foram incubados a 37°C por 48 e 96 horas
respectivamente; apos esse periodo as amostras foram armazenadas em temperatura
de 4°C.

As placas correspondentes aos tubos foram observadas com lupa para detectar
eventuais contaminagdes e posteriormente preenchidas com cristal violeta para revelar
possiveis dissociagdes, ja que as coldnias rugosas adquirem tonalidades de roxo ou
purpura e as colonias lisas ndo sao coradas. Quando existe variagdo significativa nas
condicdoes de cultivo no fermentador pode ocorrer dissociagéo, havendo modificagcao
da cadeia polissacaridica da menbrana.

Os cultivos dos tubos correspondentes as placas que ndo apresentaram
alteragdes foram suspendidos com solugao salina 0.85% peptonada a 0.1%. Por fim, a
suspensao, representando o indculo, foi passada para um frasco conectado ao

fermentador.

4.1.2 Inoculagaoc de meio de cultura no fermentador

Antes da introdugdo do indculo no fermentador foi realizado o teste de
esterilidade do sistema. Geralmente sdo colocados 4 litros de meio de cuitivo no frasco
de modo a cobrir 0 agitador. O sistema foi ativado (aeragdo e temperatura) e mantido
por 48 horas para verificar , apos dois dias, se houve contaminagao.

Desde que isento de contaminagdo, o inoculo foi passado ao fermentador. A
partir deste momento até a ultima colheita, as condi¢bes de aeragao, agitagao,
temperatura e adicao de antiespumante foram constantemente vigiadas e adequadas

conforme a necessidade.



A partir daqui, seguiu-se o0 seguinte protocolo:

4.1.3 Colheita

No total realizaram-se trés bateladas. Ap6s a introducdo do inéculo mais sete
litros de meio de cultivo foram introduzidos e a primeira colheita foi feita apos 48 horas.

Nesta colheita foram retirados 10 litros, deixando um litro para dar seqiéncia a
multiplicagéo celular, agregando-se novos 10 litros de meio de cultivo. Este passo
repetiu-se apés a segunda colheita.

Na terceira colheita foram retirados onze litros para seu subsequente
processamento.

4.1.4 Centrifugacéo

Apoés a colheita do fermentador foi feita a centrifugacdo a 2.750 g durante 40
minutos, posteriormente descartou-se o sobrenadante para adicdo de solugdo salina
tope sorensen, pH 7,2, na propor¢do de 1:10. Apés homogeinizado e centrifugado,
estas operacgOes foram repetidas por mais duas vezes.

Concluida esta etapa o material foi inativado por autoclavacdo a 121°C por 20
minutos. ApGs o resfriamento, o material foi centrifugado a 15.000g por 15 minutos.

O sobrenadante foi filtrado e em seguida congelado a -20°C durante a noite.

Este congelamento teve por finalidade separar os lipideos.
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No dia seguinte, apdés o descongelamento, o sobrenadante foi centrifugado
novamente a 15.000g durante 15 minutos.

O sobrenadante foi dialisado para purificagdo do antigeno, contra uma solugao
tope sorensen de pH 7,2, durante trés dias, trocando-se a solugdo diariamente. Para
cada 100 ml da solugdo de antigeno foram utilizados quatro litros de solug&o tope
sorensen.

Do volume restante de antigeno, frascos estéreis proprios para a liofilizagéo
foram envasados com 1 ml da solugdo. A liofilizagdo durou 48 horas e quando
concluida, o antigeno foi titulado e comparado com um antigeno padrao.

As técnicas acima descritas para produgdo do antigeno em questdo sado
semelhantes as relatadas na literatura por MORENO et al.,, 1979 e GAMAZO et al.,
1989.

4.2 Método de imunodifusao dupla em agar-gel

Este € o método rotineiramente utilizado, onde soro e antigeno sao colocados
em orificios da placa apés a solidificagdo do agar, de modo que antigeno e anticorpo
(quando existentes no soro) migram por atragdo de cargas formando um complexo
(antigeno-anticorpo) que se insolubiliza em sua maior parte resultando numa banda de

precipitagao visivel no agar.

4.2.1 Preparagao da placa para imunodifusao
Preparo do tampao borato:
- Acido bérico ————— 1,86 g

= Cloreto de potassio —-- 7,25 g
- Agua destilada ———- 950,00 mi



Agitou-se para dissolugZo e ajuste do pH em 8,3 com hidroxido de sodio 0,2 M e

em seguida o volume foi completado para 1 litro, com agua destilada.

Preparo do gel de agar:

=» Agarose 19
-» Tampé&o borato ————— 5 ml
- Sol. NaCl 5% ———————— 93 mi

Apos adicdo de azida sodica a 1% & solugdo foi colocada para fervura sobre
placa de aquecimento com agitador até obtencado de um gel translucido e homogéneo.
Foram dispensados 5 ml do agar ainda quente sobre cada placa de vidro de 5cm de
diametro, limpa e sem ranhura, assegurando a espessura do gel entre 3 e 4 mm.

As placas foram mantidas 15 min. em temperatura ambiente e posteriormente 30
min. em geladeira para solidificagao do gel de agar. Os cortes no gel foram feitos com
uma roseta, contendo 7 perfuradores - 1 central e 6 periféricos, com 6 mm de diametro
e disténcié entre eles de 2,5 mm. O excesso de agar dos orificios foi retirado a vacuo

ou com agulha encurvada.

4.2.2 O teste

Os frascos com antigeno e soro, apos retirados do freezer (-20°C), foram
mantidos em banho de gelo. O soro controle foi colocado em 2 orificios periféricos
opostos entre si, os soros a testar nos 4 orificios periféricos restantes e o antigeno no
orificio central (Figura 1). Um volume de 50.i de soro e de antigeno foi adicionado a
cada orificio correspondente. Em seguida as placas foram tampadas e incubadas em

camara umida e temperatura ambiente (20°C a 25°C).
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sC Legenda:
ST ST —+SC - soro controle
AG =ST - soro teste
ST ST —AG - antigeno
SC

Figura 1: Disposigao dos soros e antigeno na placa.
4.2.3 Leitura do teste

As leituras foram realizadas ap6s 48 horas de incubacdo, utilizando sistema de
iluminagédo com luz indireta e fundo preto. O soro controle positivo foi utilizado como
base para leitura do teste. A auséncia de uma linha de precipitagcdo nitida entre o soro

positivo e 0 antigeno invalida o teste, que deve ser repetido.

4.2.4 interpretagao do teste

A reacgao positiva € indicada por uma linha de precipitagdo entre o orificio do
soro teste e o orificio do antigeno, e apresenta continuidade com a linha de
precipitagao do soro controle positivo (Figura 2).

A reagao fraca positiva apresenta no final da linha de precipitagdo do soro
controle positivo uma curva no orificio do soro teste mas nao forma uma linha completa
entre o antigeno e o soro teste.

A reacgao negativa nao apresenta linha de precipitagao entre o soro teste e o
antigeno, ou apresenta uma linha de precipitagao nao continua com a do soro controle
positivo, ou ainda, a linha esta muito préxima ao orificio do soro teste.

A reacao inespecifica apresenta linha de precipitacao sem identidade com o soro

controle.



Figura 2: Placa de imunodifusdo dupla em &agar-gel com bandas de precipitagdo

indicando reacdes positivas.

4.3 Método de ELISA indireto

Este método, por sua formatagcdo, baseia-se na deteccdo de anticorpos, 0 que
permite sua utilizagdo no diagnostico de doencas infecciosas. Os resultados séo
obtidos a partir de uma reacao de cor gerada pela enzima ligada ao anticorpo anti-lgG

de cdo ou conjugado anti-c&o.
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4.3.1 IgGs anti-cao conjugadas a Peroxidase

Peroxidase (HRP tipo IV; Sigma) € normaimente obtida de sementes de
horseradish (Radicula armoracia; rabano silvestre), planta que produz esta enzima de
forma altamente ativa e estavel.

As' Imunoglobulinas do isotipo IgG policlonais, separadas por cromatografia de
afinidade em Proteina A-Sepharose, provenientes do soro de carneiros imunizados
com {gG de cao sdo conjugadas a peroxidase, conforme método descrito por NAKAME

& KAWOI, 1974 e os conjugados sao diluidos em 1:2 em glicerol e estocados a -20°C.
4.3.2 Determinagao da concentragao de proteinas

A concentragdo de proteinas do antigeno foi determinada pela absorbancia a
660 nm, de acordo com o método descrito por LOWRY et al. (1951), sendo a soro
albumina bovina usada como padrao.
4.3.3 Preparagao dos reagentes para ELISA

- Preparo do Coating buffer (tampao carbonato 0,5M):

= Na,COs; 1,89¢

= NaHCOs; 293¢

= H,0 destilada ———— qgsp 1 litro
= pH 9.6 ou

= solugao A = 1,1 g Na,COgzpara 0,2 litros
- solucdo B = 4,2 g NaHCO3para 1 litro
Acertar o pH adicionando A em B.



Preparo da solugao de lavagem:

=* NaCl - 90g
- Tween 20 ————— 0,5 ml
- H,O destilada

qgsp 1 litro
Adicionar Tween 20 apds dissolver o sal.

Preparo do PBS 0,05M com 0,15M NaCl - pH 7.4:

= solucao A:

= Na;HPO, 7,1gou

= Na;HP0O412 H,O0 ——-10,82 g
= NaCl 88¢g

= H,0 destilada ———————-qsp 1 litro
= solucao B:

= Na;HPO4 1449

= NaCl 18 g

- H,0 destilada ————— qgsp1 litro

Acertar o pH adicionando B em A

Preparo da solugao de bloqueio:

-» caseina a 2% em PBS

Aquecer para facilitar a dissolugao.

Preparo do tampao de incubagao:

-» caseina 025¢g

= Tween 20 0,05 mi
Diluicdo em 100 mi de PBS.

17
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Preparo do tampao citrato:

= Na,HPO, 719

=» acido citrico ————— 5199
=*pH=500u

- Na;HPO4 7H,0 ————— 10,82 g
-» Na;HPO4 12H,0 ———-13,40 g
=» H,0O destilada ————-—- gsp 1 litro.

4.3.4 ELISA indireto para detectar anticorpos anti-B.canis

Placas Corning, de poliestireno, com 96 pogos e fundo plano (Figura 3) foram
sensibilizadas com 100ul (volume padrdo) de uma solugdo de 250 nglorificio de
antigeno de B.ovis em tampao carbonato e incubadas em estufa por trés horas ou em
geladeira (4°C) overnight. Apos esta fase as placas foram lavadas duas vezes com
solugao de lavagem e bloqueadas com solugao de bloqueio.

Como fonte de primeiro anticorpo foram usados os soros caninos amostrais
diluidos em tampao de incubacao (Tl), conforme a diluigdo desejada do soro (1:1000).
Os soros foram colocados em duplicatas em toda a placa com exce¢do da coluna 1,
denominada de coluna branca.

As imunoglobulinas heterélogas anti-igG de cao, conjugadas com a enzima
peroxidase e diluidas a 1:4000 em tampao de incubagao, constituiram o segundo
anticorpo adicionado a placa.

Apds incubagdo e lavagem a atividade enzimatica foi revelada usando-se a
solugdo de ortofenilenodiamino (OPD) como substrato (0,33 mg/ml em tamp&o citrato
na presenca de agua oxigenada); apds 15 rninutos de incubagdo no escuro, a reagao
foi interrompida pela adigao de 20 ul de acido sulfurico 1:20.

As leituras da absorbancia foram feitas a 492 nm em um leitor de ELISA Titertek

Multiscan.
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Figura 3: Placa de ELISA mostrando rea¢fes de cor (amarela) que indicam reacoes

positivas.

4.3.5 Célculo do cut off

O valor do cut off representa o ponto médio para que um soro venha a ser
considerado positivo ou negativo para Brucela canis. Quando um soro teste apresenta
um valor de absorbéncia acima do determinado no cut off considera-se o resultado
positivo, mas se o0 resultado estiver abaixo do valor do cut off entdo o animal é
considerado negativo para B.canis.

O cut off ou ponto de corte foi calculado a partir da média e do desvio padréo,
sendo que para a determinacdo destes valores foram considerados os resultados
apresentados pelos 421 soros testados pelo método de Elisa indireto, obedecendo a

seguinte férmula:
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Cut off= X + 2 (DP) Legenda:
Cut off= 0,128 + 2 (0,139) 2 X - média
Cut off = 0,406 -» DP — desvio padrao

Apos estabelecido o ponto de corte, todos os soros testados pelo método em |
questdo foram enquadrados em dois grupos em relagé@o a brucelose canina: positivos
(leitura superior ao ponto de corte) e negativos ( a leitura inferior ao ponto de corte).

Posteriormente os resultados obtidos através de ambos os métodos diagnésticos
(ELISA e imunodifusao) foram confrontados para entdo ser determinada a sensibilidade

e especificidade do método em desenvolvimento.

5.RESULTADOS

5.1 Reatividade dos soros amostrais

Quatrocentos e vinte e um soros de caes de rua e de canis particulares foram
estudados pelos métodos de imunodifusdo dupia e ELISA.

O grafico 1 mostra que do total de 421 soros estudados, 31 ( 7,36%) soros
apresentaram resultados positivos pelo método de ELISA , enquanto que pelo método
de imunodifusdo dupla ( ID) 73 soros (17,34%) apresentaram-se positivos para

brucelose canina e 56 soros ( 13,30%) apresentaram reagao fracamente positiva (+-).
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Grafico 1: Padrdo de reatividade dos soros caninos frente aos métodos de ELISA
e Imunodifusao dupla

O grafico 2 mostra que dos 31 soros positivos em ELISA 23 (74,19%)
apresentaram reacdo positiva também em ID, enquanto que 5 soros positivos (16,13%)
em ELISA apresentaram resultados negativos em ID, e 3 soros positivos (9,68%) em

ELISA mostraram reagdes fracamente positivas por ID.

Grafico 2. Padréo de reatividade dos soros positivos em ELISA frente ao método
de Imunodifusdo dupla em &gar-gel
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0 grafico 3 mostra o padrdo de reacdo dos 390 soros negativos segundo o
método de ELISA indireto, frente ao método de imunodifusdo dupla em agar-gel. Os

resultados obtidos mostram um indice de concordancia entre os métodos de 73,59%.

Gréfico 3: Padrao de reatividade dos soros negativos em ELISA frente ao método
de imunodifusdo dupla em agar-gel.
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5.2 Céalculo da sensibilidade:

A sensibilidade foi calculada a partir de uma comparagéo dos resultados obtidos
frente ao teste de ELISA indireto e imunodifusao dupla. Nota-se que o valor encontrado

para sensibilidade do teste de ELISA em relacdo ao método rotineiramente utilizado foi
inferior a 50%.
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Sensibilidade=—_a____ .100 _
Legenda:
a+c
_ -» a — numero de soros positivos
Sensibilidade=__23 100 em ELISA eem imunodifuggo.
23 + 50 =» c — numero de soros negativos
' em ELISA e positivos em
Sensibilidade = 31,51% imunodifusdo.

5.3 Calculo da especificidade

Assim como a sensibilidade, a especificidade também foi calculada a partir de
uma comparagao dos resultados obtidos frente ao teste de ELISA e de imunodifusao.
Nota-se que o valor encontrado para especificidade do método de ELISA em relagéo

ao de imunodifusao dupla foi proximo a 100%.

Especificidade=__d_____ 100 Legenda:
d+b _ = d — numero de soros negativos
Especificidade =__ 287 100 em ELISA eem imunodifusép:
= b — numero de soros positivos
5 + 287 em ELISA e negativos em
Especificidade = 98,29% imunodifusao.
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6. DISCUSSAO

Analisando-se os resultados apresentados no Qréfico 1 observa-se que o método
de ELISA identificou apenas 31 soros positivos para brucelose, enquanto o método de
imunodifusdo dupla acusou 73 soros positivos. Ainda através do gréafico 1 pode-se
observar que o indice de soros n3o reagentes foi superior no método de ELISA (390)
em relagéo ao método de ID (292).

Estes resultados podem ser explicados pelo maior grau de sensibilidade e
especificidade do método de ELISA, no qual ndo aparecem reacdes fraco-positivas,
pois a avidez com que os anticorpos se ligam ao antigeno fixado na fase solida nao
permite a presenca de complexos inespecificos, que sdo eliminados nas etapas da
lavagem pela ligagdo menos avida aos antigenos.

Os resultados apresentados no grafico 2, referentes ao estudo comparativo dos
soros com reagao positiva em ELISA submetidos ao método de imunodifusdo dupla
indicam que dos 31 soros positivos em ELISA, 21 se mostraram também positivos em
ID, mas observou-se 5 soros positivos em ELISA e negativos em ID e 3 soros positivos
em ELISA e fraco-positivos em ID. Estes resultados aparentemente contraditorios
podem ser melhor compreendidos quando se analisa a eficacia e caracteristica dos
diferentes métodos. O método de ELISA é capaz de identificar antigenos ou anticorpos
em uma reagao em proporgoes muito menores do que 0 método de imunodifuséo dupla
(entre 10 e 103 ug contra 3 e 20 ug , respectivamente), o que permite concluir que
nos 5 soros negativos em ID e nos 3 soros fracamente positivos em ID, mas com
resultados positivos por ELISA, a provavel pequena quantidade de anticorpos
presentes nao é detectada pelo método menos sensivel de imunodifusao dupla, sendo
percebida pelo método de ELISA.

Por outro lado, no grafico 3 estdo apresentados os resultados dos soros
negativos por ELISA testados também por ID, e observa-se que 50 soros se mostraram
negativos em ELISA e positivos em imunodifusdo e 53 soros apresentaram reagdes
fracamente positivas em ID e negativas em ELISA. Estes resultados podem ser

explicados com base nas reagdes inespecificas comuns nos métodos imunolégicos



menos sensiveis, como ID, e na estanqueidade da reagao, pois no método de ELISA,
estes compiexos inespecificos, pela fraca ligacdo a fase solida sdo eliminados na
lavagem, permancendo apenas 0s complexos antigeno-anticorpo ligados a fase sdlida,
e aqueles anticorpos que se ligam mais avidamente a seus antigenos.

Vérios fatores podem justificar a sensibilidade inferior a 50% do método de
ELISA encontrada neste trabalho. Primeiramente o antigeno pode nao estar purificado
adequadamente, o que nao interferiria com a mesma intensidade na imunodifus@o pois
este € um método menos refinado, que nao exige um grau superior de pureza dos
antigenos ou éntioorpos.

Outro fator, poderia ser a maneira como os epitopos importantes do antigeno
sdo apresentados nos diferentes métodos, mais uma vez justificando a menor
sensibilidade do método de ELISA.

Finaimente, a utilizagdo de antigeno de B.ovis, ao invés de B. canis, por razbes
explicadas anteriormente ( Material e Métodos).

Por outro lado, a especificidade do método de ELISA em relagdo ao método de
imunodifusdo atingiu quase 100%. Este valor baseia-se na porcentagem de soros

negativos em imunodifusao que reagiram da mesma forma frente ao método de ELISA.

7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos com este trabalho indicam a possibilidade de o método de
ELISA vir a ser utilizado como um método eficiente e preciso para o diagnostico de
brucelose canina.

Os resultados obtidos confirmam a maior sensibilidade e especificidade do
método de ELISA frente ao método de imuncdifusdo na identificagdo de soros positivos

para brucelose canina.
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