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RESUMO

LOSSANO, DIANA MARIA LIMA. Avaliagdo de um teste imunoenzimatico
indireto (ELISAI) na deteccdo de anticorpos anti Brucella abortus em novilhas
imunizadas com vacina amostra B19. 2020. 49p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias) - Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias - CCAE,
Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2020.

A brucelose bovina € uma doenca infectocontagiosa causada tradicionalmente pela
bactéria Brucella abortus. O diagndstico por métodos soroldgicos e a vacinagado com
a cepa B. abortus B19 sé&o as formas convencionais e tradicionais de controle da
doenca. O teste soroldgico de triagem oficial padrdo no Brasil € Antigeno Acidificado
Tamponado (AAT), entretanto, ndo é aceito internacionalmente, sendo necessarios
outros testes para sua validacdo. Diante do exposto, objetivou-se avaliar e validar
um protocolo de ELISA indireto utilizando soro de animais vacinados tendo, como
antigeno para sensibilizacdo da placa de poliestireno, moléculas solluveis extraidas
de uma vacina comercial de Brucella abortus amostra B19. Em paralelo, o teste AAT
foi utilizado como controle para os resultados obtidos. Para tanto, foram coletados
soros de 22 novilhas vacinadas com B19 em propriedades rurais dos municipios de
Jerbnimo Monteiro, Alegre e Sao José do Calgcado, Espirito Santo, Brasil, nos
tempos maximos de oito, 12 e 16 meses pos vacinacao com B19 e submetidos aos
testes ELISA indireto e AAT, para verificar a presenca qualitativa de anticorpos. Os
resultados foram avaliados pelos testes estatisticos de Qui-quadrado de duas
variaveis para verificar associacdo entre os resultados. Calculou-se o indice de
concordancia Kappa e também sensibilidade e especificidade, e valores preditivos
positivos e negativos. O protocolo de ELISAI, utilizando antigenos sollveis de vacina
comercial de Brucella abortus deste experimento mostrou sensibilidade (0,7826) e
especificidade (0,3023) atingindo o objetivo deste experimento para deteccdo de
anticorpos anti-brucella em fémeas impuberes vacinadas com B19 nos tempos de
oito, 12 e 16 meses poOs vacinagdo. Entretanto, observou-se que ndo existe uma
associacao significativa entre os resultados dos testes AAT e ELISAi como mostra o

teste de qui-quadrado para tabela de contingéncia 2x2 (x*=0,545, p=0,46).

Palavras-chave: brucelose. diagndstico. sorologia



ABSTRACT

LOSSANO, DIANA MARIA LIMA. Evaluation of an indirect enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISAI) on the detection of antibodies Brucella abortus
in heifers vaccinated with B19 vaccine. 2020. 49p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias) - Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias - CCAE,
Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2020.

Bovine brucellosis is an infectious disease caused traditionally by the bacteria
Brucella abortus. Diagnosis by serological methods and vaccination with the B.
abortus B19 strain are the conventional and traditional forms of disease control. The
standard official serological screening test in Brazil is Acidified Antigen (AAT),
however, it is not accepted internationally and further tests are necessary for its
validation. Given the above, the objective was to evaluate and validate an indirect
ELISA protocol using serum from vaccinated animals having, as an antigen for
sensitizing the polystyrene plate, soluble molecules extracted from a commercial
vaccine of Brucella abortus sample B19. In parallel, the AAT test was used as a
control for the results obtained. For this purpose, sera were collected from 22 heifers
vaccinated with B19 in rural properties in the municipalities of Jerbnimo Monteiro,
Alegre and S&o José do Calgado, Espirito Santo, Brazil, at the maximum times of
eight, 12 and 16 months after vaccination with B19 and submitted to indirect ELISA
and AAT tests to verify the qualitative presence of antibodies. The results were
evaluated using the Chi-square statistical tests of two variables to verify the
association between the results. The Kappa agreement index was calculated, as well
as sensitivity and specificity, and positive and negative predictive values. The ELISAI
protocol, using soluble antigens from the commercial vaccine of Brucella abortus in
this experiment, showed sensitivity (0.7826) and specificity (0.3023), reaching the
objective of this experiment to detect anti-brucella antibodies in impoverished
females vaccinated with B19 at the time eight, 12 and 16 months after vaccination.
However, it was observed that there is no significant association between the results
of the AAT and ELISAI tests as shown by the chi-square test for the 2x2 contingency
table (x2 = 0.545, p = 0.46).

Key-words: brucellosis. diagnosis. serology
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1. INTRODUCAO

A brucelose bovina é uma doenca infectocontagiosa provocada
tradicionalmente pela bactéria intracelular facultativa Brucella abortus. Ela tem
morfologia de coco bacilos gram-negativos, imdéveis infectando animais e o homem.
Sendo uma zoonose, acarreta problemas sanitarios e prejuizos econdmicos. As
principais manifestagbes nos animais sao abortos, nascimentos prematuros,
esterilidade e baixa producdo de leite. Todos esses fatores contribuem para uma
consideravel baixa na producdo de alimentos (BARBOSA et al., 2013; MOLINARO,
2009; NIELSEN, 2004).

A doenca apresenta grande importancia pois acarreta problemas sanitarios e
prejuizos econdémicos, devido a consideravel reducédo na producdo animal e por se
tratar de uma zoonose de distribuicdo mundial. Desta forma, a brucelose encontra-se
na lista da Organizacdo Mundial da Saude Animal (OIE) e resulta em barreiras para
a comercializacdo dos produtos de origem animal e dos préprios animais, sendo
motivo de restricdes ao mercado internacional (OIE, 2018).

Assim, torna-se importante destacar que existe uma prevaléncia heterogénea
do numero de focos nos rebanhos bovinos dos estados brasileiros. Para o ano de
2016, as prevaléncias variaram entre 0,9% a 6,4% e o estado do Espirito Santo
apresentou 3,8% do rebanho infectado (BARDDAL, 2019).

O diagnéstico da brucelose, com a identificacdo e a eliminacdo dos animais
reagentes, é essencial para o controle e a vigilancia dessa doenca (MOLNAR et al.,
1997). O diagnéstico da brucelose pode ser realizado por meio de métodos diretos,
ligados a identificacdo do microrganismo, ou por meio de métodos indiretos, com a
deteccdo de anticorpos contra B. abortus. A vacinagdo também € uma forma de
controle da doencga, entretanto, para animais vacinados com a vacina B19, os testes
de diagnéstico somente deverdo ser aplicados as fémeas com idade igual ou
superior a 24 meses, quando estas forem vacinadas até oito meses de idade
(BRASIL, 2017).

Como testes indiretos soroldgicos oficiais de triagem, conforme a Instrucao
Normativa n° 10, de 03 de mar¢co de 2017 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2017), podem ser utilizados os testes de
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soroaglutinacdo como Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e o Teste do Anel em
Leite (TAL). Enquanto, que como testes confirmatdrios oficiais para resultados
duvidosos dos testes de triagem podem ser utilizados o teste do 2-Mercaptoetanol
(2-ME) associado ao Teste de Soroaglutinacdo em Tubos (SAT), o Teste de Fixacao
de Complemento (TFC) e o Teste de Polarizacdo Fluorescente (TPF). Entretanto,
outros testes diretos e indiretos de diagndstico para brucelose, tais como o Teste
imunoenzimatico indireto, classicamente denominado ELISAI (Indirect Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) que possui alta sensibilidade e especificidade e
assemelham-se ao AAT em resultados, podem ser utilizado para complementar ou
substituir os testes confirmatoérios segundo a legislagdo do MAPA (BRASIL, 2017).

O teste de ELISAI para brucelose tem seu método descrito pela primeira vez
em 1971 por Engvall e Perlman (1971). ApoOs isto outras variaveis do ELISAI foram
aplicados ao soro e ao leite (LAMB et al., 1979; SAUNDERS et al., 1977; THOEN et
al.,, 1979) com diferentes materiais imunossorventes, antigenos, condi¢cdes de
revestimento e conjugados sendo que a experiéncia levou a consolidacdo de apenas
algumas variantes da técnica de ELISAiI (DUCROTOY et al., 2016).

Assim, como contribuicdo para o0s estudos quanto aos métodos de
diagnoéstico para brucelose bovina, objetivou-se desenvolver um protocolo de
ELISAI, tendo como diferenca dos protocolos descritos na literatura, o antigeno
utilizado para sensibilizacdo da placa de poliestireno, moléculas sollveis de uma
vacina comercial de Brucella abortus amostra B19 lisada pelo processo de
congelamento/descongelamento. Esse processo libera, além dos constituintes da
membrana externa que sdo 0s principais antigenos utilizados pelos protocolos
descritos na maioria da literatura para testes sorolégicos anti Brucella spp, também
diversos outros antigenos internos bacterianos que podem ser indutores de
producéo de anticorpos (BERMAN et al., 1980). Por fim, este antigeno complexo foi
utilizado no teste de ELISAI para verificar a presenca de anticorpos anti-Brucella em
fémeas impuberes vacinadas com B19 nos tempos de oito, 12 e dezesseis meses

pés vacinagao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Esta revisdo aborda aspectos relacionados diretamente com o objetivo deste
estudo, ou seja, o estimulo provocado pela vacinagéo, sua avaliacdo e implicacdes.
Assim sendo, a revisdo esta focada nos aspectos estruturais, bioquimicos e

antigénicos relevantes para os métodos de diagnostico em geral.

2.1 Género Brucella

2.1.1 Espécies e Morfologia

A brucelose € uma zoonose causada pelas bactérias do género Brucella, que
afeta grande variedade de mamiferos domésticos e selvagens. Classicamente, o
género inclui seis espécies: Brucella abortus, Brucella melitensis, Brucella suis,
Brucella neotomae, Brucella canis e Brucella ovis. Os seres humanos ndo sdo uma
fonte de contagio para a brucelose, e os animais domésticos constituem o principal
reservatorio para infeccdo humana. Entre os animais domésticos, 0os ruminantes sao
altamente suscetiveis a brucelose, sendo infectados preferencialmente pelas
espécies B. melitensis e B. abortus. O género Brucella pertence taxonomicamente
ao filo Proteobacteria composto por bactérias gram-negativas considerando a
sequéncia genética 16S rRNA (MORENO, 2014).

As bactérias do género Brucella spp. sdo parasitas intracelulares facultativos,
apresentando-se como cocos, cocobacilos ou bastonetes curtos, com 0,5-0,7 x 0,6-
1,5 mm, gram-negativos, ndo possuem capsula, e arranjam-se em forma individual,
em cadeias curtas ou em pequenos grupos. O genoma do género Brucella contém
dois cromossomos de 2,1 e 1,5 Mpb, exceto o genoma do biovar 3 de B. suis, pois
possui um unico cromossomo que codifica 3,1 Mpb. Um sequenciamento de rRNA
definiu fortes relacdes filogenéticas da Brucella com o Ochrobactrum anthropi, uma
bactéria ambiental associada com infec¢des oportunistas (BARBOSA et al., 2013;

CORBEL, 1997; MOLINARO, 2009; NIELSEN, 2004).
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O género Brucella spp € composto de bactérias produtoras de nitrato
redutase, e possuem um sistema de transporte de elétrons baseado no sistema
citocromo possuindo o oxigénio ou nitrato como aceptor final de elétrons. Bactérias
deste género requerem CO, suplementar para seu crescimento, especialmente no
cultivo primério. As colbnias no agar dextrose sao transparentes, elevadas,
convexas com bordos inteiros, geralmente lisas e com superficie brilhante. A
temperatura 6tima para crescimento é de 37 ° C, ocorrendo também o crescimento
numa faixa entre 20 °C e 40 °C, em pH 6timo de 6,6 a 7,44 (CORBEL, 1997).

Especialmente as espécies B. melitensis e B. abortus possuem membrana
externa composta de lipopolissacarideos de forma lisa (S-LPS), molécula complexa
de lipideos e carboidratos presente na parede celular de bactérias gram negativas
em geral. Esta membrana externa de LPS contém o lipideo A ligado a um
polissacarideo de duas segdes: o oligossacarideo central (“core”) e o O-
polissacarideo (Figura 1) sendo os antigenos protéicos entremeados no “core” e
lipideo A envolvidos na resposta imune mais consistente e duradoura envolvendo
células de memodria (DUCROTOQY, 2016).

Figura 1 - Estrutura antigénica de S Brucella. (A) Estrutura geral dos antigenos de
Brucella; (B) estrutura das proteinas da membrana externa (Omp) e das secdes S-

A SURFACE (OM) ANTIGENS

*LPS: S-LPSor R-LPS
> = PS (S-LPS denved)
* NH (S-LPS related)
= Detergent "soluble” Omps
N
Gram-negative cell \ CYTOPLASMIC AND PERIPLASMIC ANTIGENS
= A large variety of water-soluble proteins
B

*

L S-LPS

Omp31 Omp10
orin
Omp19 P )Om;ﬂb' 5
PERIPLASM

FONTE: Ducrotoy (2016).
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O polissacarideo O é a parte mais externa do S-LPS, cobre a membrana
externa quase inteiramente, e representa a principal molécula de superficie
composta de um homopolimero de N-formil-perosamina. Esta estrutura € relevante
para inducdo de imunidade e diagndstico. A localizacdo estrutural de antigenos
determina se os anticorpos podem ser detectados com suspensdes bacterianas,
com extratos ricos em componentes externos ou apenas com fracOes
periplasmaticas-citosoélicas, ou seja, proteinas solGveis em agua ou com proteinas
purificadas, definindo assim o método de extracdo dos antigenos que podem ser
usados em testes sorologicos. O Lipideo A é a porcdo embebida na membrana
externa da parede celular onde estéo inseridas as proteinas sollveis de membrana
externa ou porinas (Omp). Apés a morte da bactéria, o lipideo A é liberado e
funciona como uma endotoxina, que pode levar ao choque séptico. O cerne (“core”)
polissacaridico tem funcao estrutural. O polissacarideo O funciona como antigeno e
é util na tipagem das bactérias gram-negativas (ZACCHEUS et al., 2013).

Estruturalmente, o LPS pode ser liso (Smooth) ou rugoso (Rough),
dependendo da espécie de Brucella. Esses dois LPS ligados ao lipidio A da parede
externa estd presente nas demais bactérias gram-negativas, e diferem
respectivamente na presenca e na auséncia de uma secdo longa de O-
polissacarideo (Figura 1 B). O S-LPS é encontrado em cepas do tipo selvagem de
todas as espécies classicas de Brucella, mas ndo em B. ovis e B. canis que
possuem um R-LPS entretanto, ambas apresentacdes de LPS sdo indutoras de
respostas inflamatéria e imune. A Cadeia O-especifica se repete igual e
densamente na membrana externa sendo formada de diferentes oligossacarideos
(Figura 2). Estéo presentes no LPS ainda residuos de &cidos graxos na por¢édo do
lipideo A, além do oligossacarideo central e a Cadeia O-especifica que sdo o
principal indutor de diferentes sorotipos da bactéria. Diferentes espécies bacterianas
possuem estruturas de LPS diferentes, ainda que possuam uma regido lipidica
(lipideo A) comum, também denominada endotoxina pois nesta estdo ligados os
OMPs, “core” (NELSON; COX, 2011).

Esse conjunto que forma o LPS €& o maior fator de viruléncia de bactérias
gram negativas, determinando efeitos bioldgicos que resultam na amplificacdo das
reacOes inflamatodrias. Esta endotoxina é um antigeno fraco ndo especifico que é
pobremente neutralizado por anticorpos, entretanto sendo capaz de ativar a cascata

do complemento. A ativacdo do complemento envolve a formacéo de cininas, outro
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importante mediador da inflamacdo. Além do mais, ativa plaquetas, mastocitos,
basofilos e células endoteliais. O LPS induz os macrofagos a secretarem outras
proteinas, as interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8), fator alfa de necrose tumoral, oxigénio
reativo, nitrogénio intermediario (6xido nitrico), interferons, fatores ativadores de
plaquetas e prostaglandinas. (NELSON; COX, 2011).

Figura 2 - Diagrama esquematico de lipopolissacarideo da membrana de bactérias
gram-negativas

B
A
9, = 2 i
- Cadeia especifica
SCA A [ Variavel entre diferentes bactérias, e umdos
GicNAe )< At Z .
© Man A principais determinantes do sorotipo
.:'1 A, (reatividade imunoloégica) da bactéria
o ;
A AbeOAC e ~
A Rha ) Porgdo central
CIKdo * — Estruturacomuma

I Hep :;H ‘ : X
) muitas bactérias

- Lipidio A
Estrutura comumum a maioria
das bactérias

FONTE: Nelson e Cox (2011).

Particularmente, as espécies B. abortus e B. melitensis sdo antigenicamente
muito préximas em funcdo de seus antigenos comuns: S-LPS (smooth)
polissacarideos hapténicos relacionados aos polissacarideos hidroliticos
(equivalente ao O-polissacarideo); os haptenos nativos (NH) e o polissacarideo B; e
antigenos proteicos. Essa classificacao é relevante, pois a primeira categoria apenas
provoca e/ou reage com anticorpos. Enquanto que a segunda evoca respostas
mediadas por anticorpos e por células da resposta imune celular pela presenca de
residuos proteicos (DUCROTOY et al., 2018).

2.2 Antigenos brucélicos: aspectos relevantes para o diagnostico
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O arranjo estrutural do S-LPS (Figura 1B) torna os epitopos de O-
polissacarideos, mas ndo o nucleo ou os epitopos lipidicos A, facilmente acessiveis
aos anticorpos quando se utilizam bactérias S intactas como antigenos de
diagnoéstico. Consequentemente, os testes realizados com células S Brucella
detectam principalmente anticorpos anti-O-polissacarideos. Devido ao fato de néo
apresentarem carga superficial, tornam-se suspensdes estaveis adequadas para
testes de aglutinacdo. Além disso, embora a maioria das bactérias gram-negativas
ative o complemento independentemente de anticorpos, as S Brucellas n&o o fazem
significativamente. Portanto podem ser usadas como antigenos no TFC
(BARQUERO-CALVO et al., 2007).

Ao contréario das células S, a superficie das células R é entremeada com
areas carregadas e hidrofébicas que causam autoaglutinacdo, de modo que as
formas R Brucella ndo formam suspensdes estaveis. A autoaglutinacdo, a falta de
epitopos de O-polissacarideo e o fato de a superficie dos mutantes R ativar o
complemento possivelmente pela via da lectina, os tornam inadequados para o
diagndstico sorolégico (FERNANDEZ-PRATA et al., 2001).

2.3 Reacdes cruzadas com outras bactérias

Os O-polissacarideos de Brucella reagem de maneira cruzada com outras
bactérias gram-negativas que contém propor¢cdes variaveis de perosamina. Entre
essas bactérias, a Yersinia enterocolitica sorotipo O: 9 gera a reatividade cruzada
mais forte. Causando infeccdes relativamente leves em bovinos, suinos e
possivelmente em ovinos sendo uma causa identificada de reacdes soroldgicas
positivas falsas em testes de brucelose. Outras bactérias potencialmente
causadoras de reacdes cruzadas em ruminantes sdao Escherichia coli 0157 e
Salmonella grupo N (O: 30), sendo que estas demonstram uma reatividade cruzada
menos intensa, fato esperado devido as diferengas estruturais dos polissacarideos
Brucella spp. que possuem somente algumas parcelas minimas de oligossacarideo
central e a Cadeia O em comum com estas enterobactérias (PERRY; BUNDLE,
1990).
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2.4 Vacinacédo bovina contra brucelose

A Instrucdo Normativa n°® 10/2017 do MAPA (BRASIL, 2017) preconiza que é
obrigatoria a vacinacéo de todas as fémeas das espécies bovina e bubalina na faixa
etaria de trés a oito meses. Deve-se utilizar uma dose Unica de vacina viva
liofilizada, elaborada com amostra 19 de Brucella abortus (B19). Porém, esta pode
ser substituida pela vacina contra brucelose nao indutora da formacao de anticorpos
aglutinantes, amostra RB51, na espécie bovina, em fémeas a partir de oito meses de
idade. Essas duas vacinas sao recomendadas pela Organizacdo Mundial de Saude
animal (OIE), como boas indutoras de imunidade celular (BRASIL, 2006).

A protecdo dada pelas vacinas contra B. abortus esta relacionada a uma forte
resposta imune Thl. A resposta imune frente a brucelose é resultado de uma acao
coordenada das células T CD4 + e CD8 +, sendo o interferon-y a citocina central na
resposta imune contra B. abortus (DORNELES et al., 2015). No entanto, a maioria
das avaliacbes de rotina de imunizacdo e de infecgcdo sdo baseadas na resposta
humoral mediada por anticorpos (BRASIL, 2017). Estudos realizados no Brasil por
Leal Filho et al. (2016), no Mato Grosso do Sul, e por Casseb et al. (2015), no Par4,
demonstraram uma diminuicdo da soroprevaléncia da brucelose, atribuida ao
programa de vacinacéo, corroborando com Barbosa et al. (2016), que afirmaram ser

a vacinagdo a melhor forma de evitar a brucelose.

2.4.1 Amostra Brucella abortus 19 (B19)

A amostra B19 de Brucella abortus foi isolada do leite de uma vaca Jersey no
ano de 1923. Ela foi espontaneamente atenuada por ter sido deixada por mais de
um ano em temperatura ambiente. Essa amostra inicialmente foi estudada pelo
pesquisador John Buck em 1923, passando, a partir da década de 1930, a ser
utilizada mundialmente como vacina (NICOLETTI, 1990). Esta amostra lisa néo
possui a enzima D-eritrulose-1-fosfato desidrogenase, presente em amostras
patogénicas, que no utero gravidico multiplicam-se intensamente utilizando este
alcool como fonte de energia. A enzima D-eritrulose-1-fosfato desidrogenase é

essencial para processamento do eritritol e isso provoca a inibicdo do crescimento
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bacteriano da amostra B19, quando h& presenca deste alcool produzido por fémeas
bovinas prenhes. A auséncia desta enzima é consequéncia de uma delecéo de 702
pares de base do gen ery no genoma da amostra B19 (SANGARI; AGUERO;
GARCIA-LOBO, 2000).

A cepa B19 de B. abortus é efetiva contra a infeccdo por B. abortus em
bovinos, e a cepa Rev.1 de B. melitensis é efetiva contra a infec¢cdo por B. melitensis
e B. ovis em cabras e ovelhas, respectivamente. Apesar de serem eficazes, ambas
possuem desvantagens, como, por exemplo, sdo patogénicas para seres humanos
(podendo causar a doenca acidentalmente), podem também causar aborto quando
administradas a fémeas bovinas gestantes (WALLACH et al.,, 2004), além de
induzirem a produgdo de anticorpos em animais imunizados, 0 que interfere nos
testes de diagnostico sorolégico de animais infectados a campo (CHEVILLE et al.,
1993). A cepa também é patogénica para bovinos machos, seres humanos e outras
espécies animais, considerando que ja houve relatos de infeccbes humanas
resultantes de acidentes vacinais (WALLACH et al., 2004).

A resposta imune frente ao conjunto LPS é representada pelos anticorpos
IgG1, IgM, IgA e 1gG2. Animais vacinados com B19 apresentam uma queda
expressiva destes anticorpos a partir de 10-12 meses poés-vacinagcdo (Figura 3),
enquanto estes mesmos anticorpos permanecem com taxas elevadas em animais
infectados. Em relacdo a esses animais, com o0 passar do tempo, ocorre uma
tendéncia de aumento da concentracdo de IgG1l com decréscimo na concentracao
de IgM e estabilidade das demais imunoglobulinas (BALDI et al., 1996; NIELSEN;
DUNCAN, 1988; SIMPSON et al., 2018).
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Figura 3 - Respostas antigénicas de oito novilhas vacinadas com 3x10'° de Brucella
abortus B19, 10 meses apoés vacinacao IgM e IgG; mensurados pela técnica de
ELISA.
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FONTE: Nielsen e Duncan (1988).

A vacinacdo é recomendada somente para bezerras entre trés e oito meses
de idade, pois a persisténcia de anticorpos esta relacionada com a idade da
vacinacdo. Se as fémeas forem vacinadas com idade superior a oito meses, ha
grande probabilidade de producé&o de anticorpos que, no caso, podem perdurar e
interferir no diagnéstico da doenca apés os 24 meses de idade. Quando a vacinacdo
com B19 ocorre até os oito meses de idade, tais anticorpos desaparecem
gradativamente e, assim, permanecem as células de memoaria. Os animais acima de
24 meses sao totalmente negativos nas provas soroldgicas, e apresentam um rapido
decréscimo do nivel de anticorpos de forma a atingir titulos inferiores a 25Ul depois
de 12 meses pos vacinacdo (BRASIL, 2006). A B19 pode induzir aborto em fémeas
prenhes quando vacinadas durante a gestacdo. Ela também é patogénica para
bovinos machos, homem e outras espécies animais, considerando que ja houve
relatos de infec¢cdes humanas resultantes de acidentes vacinais (WALLACH et al.,
2004).

Quando a vacinacdo com B19 ocorre até os oito meses de idade, tais
anticorpos desaparecem gradativamente e, assim, permanecem as células de
memoria. Os animais acima de 24 meses sdo totalmente negativos nas provas
soroldgicas e apresentam um rapido decréscimo do nivel de anticorpos, de forma a

atingir titulos inferiores a 25Ul depois de 12 meses pos vacinacdo (BRASIL, 2006).
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Ressalta-se que os anticorpos vacinais ndo sao detectados em animais adultos
guando a vacinagcdo com dose padréo respeita a idade preconizada pelo PNCEBT,
pois, nestes casos, a titulacdo se estende, normalmente, até os 18 meses de idade
(COSTA et al., 1999).

Pois, quando presentes, os anticorpos sédo detectados por meio das técnicas
de diagndstico convencionais, ELISA ID e TFC, porém nado diferenciam os
anticorpos vacinais dos anticorpos induzidos por infeccdo de campo (COSTA et al.,
1999; FERRAZ, 1999; MEGID et al., 1999; SAMARTINO et al., 1999; VIANA et al.,
1982).

2.4.2 Amostra Brucella abortus RB51

A vacina RB51 foi antecedida em sua proposta pela amostra B. abortus 45/20.
Ela corresponde a uma amostra rugosa com baixa capacidade de inducdo de
anticorpos frente a cadeia de LPS, mas indica-se que amostras rugosas também

poderiam ser utilizadas na imunizacao contra amostras lisas (BRASIL, 2017).

Segundo a OIE, a estratégia encontrada foi desenvolver uma amostra
mutante rugosa com uma quantidade minima de cadeia de lipidios O, estavel e
suficientemente atenuada. Considerando este objetivo, foi desenvolvida uma
amostra mutante rifampicina resistente, numerada como 2309 e denominada B.
abortus amostra RB51. Nessa sigla, o R representa a caracteristica rugosa o B faz
referéncia a Brucella e o nimero 51 é derivado da quantidade de passagens que
foram necessarias para selecionar a amostra com essas caracteristicas. Esta
amostra demonstrou induzir imunidade semelhante a produzida pela amostra B19
(SCHURIG; SRIRANGANATHAN; CORBEL, 2002). No Brasil, ela € empregada para
a vacinacao estratégica de fémeas com idade superior a oito meses (BRASIL, 2017).

2.5 Técnicas oficiais no Brasil para diagnoéstico da brucelose bovina
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Desde o inicio da histéria da brucelose, quase todos os tipos de testes
imunoldgicos tém sido pesquisados para o diagndstico da doenca em ruminantes
(BRINLEY; MORGAN, 1967; MACMILLAN, 1990; MCGIVEN, 2013; NIELSEN,
2002). A busca persistente por diagnésticos confiaveis enfatiza a inexisténcia do
teste perfeito, ou seja, facil e robusto, acessivel e capaz de identificar todos os
individuos infectados, diferenciando os animais ndo infectados, vacinados ou com
anticorpos provocados por bactérias que reagem de maneira cruzada (NILSEN,
2002).

Os testes de diagndstico da brucelose utilizados como testes oficiais de
triagem, conforme a Instrucdo Normativa n° 10, de 03 de margco de 2017, do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2017), podem
ser os testes indiretos de soroaglutinacdo com AAT e o TAL. Enquanto que como
testes confirmatorios oficiais, podem ser utilizados o 2-ME associado ao SAT, o TFC
e o TPF (BRASIL, 2017).

2.5.1 Teste do antigeno acidificado tamponado (AAT)

O AAT, conforme o Art. 24 da IN n° 10 (BRASIL, 2017), é utilizado como teste
de triagem para diagndstico de rotina para fémeas com idade igual ou superior a 24
meses, se vacinadas com a B19. Este teste também pode ser utilizado para fémeas
com idade igual ou superior a oito meses, para animais vacinados com a RB51 ou
nao vacinadas e para machos com idade igual ou superior a oito meses, destinados
a reproducdo. Seu custo de producdo e execucdo quando comparado com 0S
demais testes € certamente o de melhor relacéo custo/beneficio. A maioria dos soros
de animais bacteriologicamente reagentes apresentam reacdo a essa prova. Como
podem ocorrer alguns poucos casos de reacdes falso-reagentes em decorréncia da
utilizacdo da vacina B19, sugere-se a confirmagcdo por meio de testes de maior

especificidade para se evitar o sacrificio de animais nédo infectados (BRASIL, 2006).

E uma prova qualitativa, pois ndo indica o titulo de anticorpos do soro testado.
A leitura revela a presenca ou a auséncia de IgGl. Nas provas classicas de
aglutinagcéao, reagem tanto anticorpos IgM como 1IgG, enquanto que, nessa prova,
reagem somente os isotipos da classe IgGl. O pH acidificado da mistura soro-
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antigeno inibe a aglutinacdo do antigeno pelas IgM (OIE, 2018). O AAT detecta com
maior precocidade as infec¢des recentes, sendo, nesse aspecto, superior a prova
lenta em tubos. As reacdes falso-reagentes sdo decorrentes de reacfes que pode
ocorrer devido a presenca de anticorpos nao especificos presentes nas infeccdes
por outras bactérias, como Yersinia enterocolitica O:9, Salmonella sp, Escherichia
coli O:157, ou Pseudomonas sp. Observa-se reacfes falso-reagentes também como
testagem no periodo de 16 meses poOs vacinagdo com B19, sendo entdo
recomendada a vacinacdo até oito meses de idade e a aplicacdo do teste somente
apos 24 meses de idade (BRASIL, 2006).

O antigeno para o AAT é preparado com células mortas de B. abortus S99 ou
S1119-3 por centrifugacdo a 23.000 g por 10 minutos a5 ° C = 3 ° C para retirar o
meio de cultura. Este antigeno é ressuspenso uniformemente em solugéo salina de
fenol estéril (0,5%) na proporcdo de 1 grama/22,5 mL. A cada 35 mL desta
suspensado, 1 mL de rosa bengala a 1% (p/v) é incorporado. A mistura € agitada
durante 2 horas em temperatura ambiente, sendo posteriormente filtrada por meio de
algodao estéril e centrifugada a 10.000 g por 15 minutos para depositar as células
coradas. Em seguida, elas sdo novamente ressuspensas na taxa de 1 g de células
para 7 mL de diluente (21,1 g de NaOH dissolvido em 353 mL de solucéo salina de
fenol estéril, seguido da adicdo de 95 mL de acido latico e ajustado para 1056 mL
com solucdo salina de fenol estéril). A cor desta suspensdo deve ser de um rosa
intenso e o sobrenadante de uma amostra centrifugada deve estar livre de
impurezas; o pH deve ser 3,65 = 0,05. A concentracdo final de microrganismo deve
ser aproximadamente 8% e armazenado a 5 ° C £ 3 ° C no escuro e ndo ser
congelado (OIE, 2018). E uma prova qualitativa na qual a aglutinacio entre
anticorpo do animal e a Brucella corada indica a presenca ou a auséncia de IgG1.
(OIE, 2018).

Greve et al. (2017), em estudo comparativo de sensibilidade e especificidade
entre testes diagndsticos para brucelose bovina, observaram que o AAT se mostrou
como um teste de triagem por ser rapido, de facil execucdo, de baixo custo e alta
sensibilidade. E o Unico de rotina realizado por médicos veterinarios habilitados pelo
MAPA.
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2.5.2 Teste do 2-Mercaptoetanol (2-ME)

De acordo com o Art. 26 da Instrugdo Normativa 10 do MAPA (BRASIL,
2017), o teste do 2-ME associado ao Teste de soroaglutinacao lenta sera utilizado
como teste confirmatério em animais reagentes ao teste do AAT, para machos e
para fémeas com idade superior a oito meses, vacinadas ou ndo com a RB51. E
uma prova quantitativa seletiva que detecta somente a presenca de IgG no soro, que
€ a imunoglobulina indicativa de infeccdo crénica. Baseia-se no fato de os anticorpos
da classe IgM, com configuracado pentamérica, degradarem-se em subunidades pela
acao de compostos que contenham radicais tiol devido a acdo do 2-ME sobre as
pontes dissulfeto e cadeia J que unem as unidades pentaméricas da IgM (BRASIL,
2006).

Soros com predominio de IgM apresentam reacdes ndo reagentes nessa
prova, e reacbes positivas na prova lenta que detectam somente IgG. A
interpretacdo dos resultados é dada pela diferenga entre os titulos dos soros sem
tratamento na prova lenta frente ao soro tratado com 2-ME, pois neste teste
utilizamos duas baterias de diluicbes de tubos de soro sendo uma bateria tratada
com 2-ME e outra ndo tratada (prova lenta), A prova lenta é padronizada a partir de
um soro padrdo internacional que detecta imunoglobulinas IgM e IgG e o resultado é
expresso em unidades internacionais. Os resultados reagentes na prova lenta e nédo
reagentes no 2-ME devem ser interpretados como reacdes inespecificas ou devido a
anticorpos residuais de vacinacdo com B19. Resultados reagentes em ambas as
provas indicam a presenca de IgG e, nesse caso, 0S animais devem ser
considerados infectados (BRASIL, 2006).

2.5.3 Teste de Polarizacéo Fluorescente (FPA)

O FPA é utilizado como teste Unico ou como teste confirmatorio em caso de
animais reagentes ao teste do AAT ou inconclusivos ao teste do 2-ME, conforme Art.
27 da Instrucdo Normativa 10/2017 do MAPA (BRASIL, 2017). O teste de FPA
baseia-se na diferenca rotacional entre a molécula de antigeno solavel

(polissacarideo O marcado com conjugado com fluoresceina) e essa mesma
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molécula ligada ao anticorpo que girardo mais lentamente. Moléculas menores néo
ligadas ao anticorpo girardo a uma velocidade maior, resultando em maior
despolarizacdo da luz. Essa mudanca da polarizacdo da luz é detectada por um
analisador de polarizacéo fluorescente. Os resultados expressos em unidades de luz

polarizada ou em unidades de milipolarizacdo (NIELSEN et al., 2001).

O FPA tem apresentado excelente desempenho, entretanto, ainda € pouco
difundido em paises subdesenvolvidos, devido desvantagens de alto custo e
dependéncia de importacdo de equipamentos e reagentes necessarios para realiza-
lo (MATHIAS et al., 2007).

2.5.4 Teste de Fixacdo de Complemento (TFC)

Conforme o Art. 28 da Instrucdo Normativa 10/2017 do MAPA (BRASIL,
2017), o TFC seréa utilizado como teste confirmatério para animais reagentes ao
teste do AAT ou para 0s que apresentaram resultado inconclusivo ao teste do 2-ME
ou inconclusivo no FPA. Ressalta-se que o TFC é preconizado para transito
internacional como teste de referéncia, sendo empregado em Varios paises que

erradicaram a doenca ou estdo em processo de erradicacéo.

O TFC utiliza glébulos vermelhos de ovinos em solucdo de 2%-3%,
sensibilizados (GVOS) com anticorpos de soro de coelho anti-GVOS. Dessa forma, é
possivel obter 100% de lise dos GVOS quando ha presenca de complemento
extraido de Cavia porcellus (porquinho da india). Este conjunto compde o sistema
revelador do teste. O TFC constitui-se em adicionar diluicdes diversas do soro
bovino a ser testado suspeito de conter anticorpos anti-Brucella a uma concentracao
conhecida e padronizada de células de Brucella, seguido da adicdo do complemento
(Cavia porcellus). Espera-se que este complemento se ligue ao complexo anticorpo
bovino anti-Brucella + células de Brucella e, assim, néo fique disponivel para lisar as

hemacias do conjunto GVOS adicionado a seguir (OIE, 2018).

2.5.5 Teste do Anel em Leite (TAL)
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O teste consiste em adicionar 30 pL de uma solucéao a 4% de Brucella abortus
amostra S99 ou S1119-3 padronizadas internacionalmente e corada com
hematoxilina ao volume de 1 a 3 mL de leite resultante de coleta de leite
representativa do rebanho. A amostra representativa deve ser previamente mantida
entre 2 ° C e 8 ° C por, pelo menos, 24 horas antes da realizagdo do TAL. Havendo
presenca de anticorpos no leite, ocorrera formacao de complexos com a B. abortus
da solucdo corada. ApGs uma hora de repouso e incubacdo a 37 ° C, estes
complexos serdo carreados pelos globulos de gordura para a superficie do tubo
fazendo com que se forme um anel azulado na camada superior de creme do leite.
Na auséncia de formacéo de complexos (anticorpo do leite + Brucella corada), o anel
de creme terd a coloracdo branca e o leite presente no tubo tera uma tonalidade
azulada. Essa cor resulta da homogeneizacdo de Brucella corada no leite e indica

reagdo nao reagente.

Conforme a legislacdo vigente, o TAL poderd ser utilizado para
monitoramento de rebanhos. Vale ressaltar que ele ndo é um teste para uso de um
anico animal, visto que diversos fatores podem interferir no seu resultado.
Considera-se o resultado do teste como reagente quando a intensidade da cor do
anel for igual ou maior que a da coluna de leite. Nesse caso, 0s animais do
estabelecimento de criacdo deverdo ser submetidos a testes sorologicos individuais
para diagnoéstico da brucelose (MAPA, 2006; OIE, 2018). De acordo com Aznar et al
(2014) a técnica tem como vantagens, ser de simples execucdo, praticidade,
seguranca e de grande utilidade na profilaxia da brucelose bovina, além de ter uma
boa sensibilidade. Segundo o0 mesmo autor, tem como desvantagens, ser realizada
preferencialmente no gado leiteiro, sendo somente aplicada em animais em
lactacéo, pode apresentar resultados falso-positivos dependendo da procedéncia do

leite, como colostro e mastite.

2.5.6 Teste imunoenzimatico indireto (ELISAI)

O Art. 30 da Instrugdo Normativa 10/2017 do MAPA (BRASIL, 2017)
preconiza que outros testes diretos e indiretos de diagnéstico para brucelose
poderéo ser utilizados para complementar ou substituir os testes especificados nesta
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norma. Isso podera ser feito apds aprovagédo e nas condi¢cdes estabelecidas pelo
Departamento de Saude Animal (DSA-MAPA). O teste de ELISAi € uma dessas
opgoes.

Essa técnica tem seu protocolo genérico inicial consolidado por Engvall e
Perlmann (1971) e ela passou a ser utilizada em diversas modalidades de

diagnostico até os dias de hoje.

Como referéncia inicial da técnica de ELISAI para brucelose, tem-se o
protocolo desenvolvido por Thoen et al. (1979). Este protocolo consiste em deixar
um antigeno, mais especificamente uma amostra de Brucella lisada, em contato com
uma superficie sélida representada por pequenos pocos de uma placa de
poliestireno por um periodo de 12 horas. Assim sendo, por meio de cargas nao
covalentes, proteinas e outras moléculas do microrganismo lisado fixam-se ao
poliestireno. Essa etapa € denominada de sensibilizacdo da placa. Em seguida, os
pocos contendo estes antigenos séo lavados com solucédo tampao, a fim de retirar o
excesso de detritos do microrganismo que ndo aderiram ao fundo do poco. Apds o
soro ser testado suspeito de conter anticorpos (anticorpo primario), anti-Brucella é
adicionado aos pocos. Havendo anticorpos especificos que reconhecam o antigeno
fixado a placa, estes irdo se ligar a essa camada de antigeno.

A seguir, lavam-se 0s pocos para retirar 0 excesso de soro e de anticorpos
primarios que ndo formaram complexos antigeno-anticorpo. Entéo, é adicionado aos
pocos um anti-anticorpo espécie bovina denominado de anticorpo secundario. Ele é
guimicamente conjugado a uma enzima, peroxidase ou fosfatase alcalina e, a partir
disso, forma um complexo no fundo do poco constituido de antigeno ligado ao
anticorpo primario do soro teste que, por sua vez, sera detectado pelo anticorpo
secundario conjugado a enzima. Realiza-se uma nova lavagem para retirar o

anticorpo secundario em excesso.

Finalmente adiciona-se um substrato cromégeno para a enzima ligada ao
anticorpo secundario e faz-se leitura em espectrofotbmetro para medir a coloracdo
da reacdo e para indiretamente determinar a quantidade de anticorpo secundario
que se ligou ao anticorpo primario do soro teste. As enzimas de deteccdo mais
utilizadas séo peroxidases e fosfatases (THOEN et al., 1979). Dessa forma, a
caracteristica marcante do ELISAI, é a utilizacdo de anticorpos secundarios para um
maior nivel de especificidade do teste.
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Numerosas variacdes do ELISAI tém sido descritas para bovinos, pequenos
ruminantes e suinos. Para isso, emprega-se diferentes preparacdes de antigeno
conjugando antiglobulina-enzima e substrato/cromOgenos. Varios ELISAIis
comerciais utilizam células inteiras e proteinas sollveis como antigenos que, no
caso, foram validados em extensos testes de campo. Eles estdo disponiveis e sédo
amplamente utilizados (OIE, 2018).

Entre os testes rapidos disponiveis no mercado internacional e que utilizam
diferentes antigenos, podemos citar “IDEXX Brucelllosis antibody test kit” (IDEXX,
Montpellier, France), “Brucella abortus IgG ELISA kit” (Fitzgerald Ind. Int., USA),
“Brucella abortus IgM ELISA kit” (Fitzgerald Ind. Int., USA), “Brucella abortus 1gG
Assay kit” (DEMEDITEC Diagnostics GmbH, USA) e “Brucella abortus IgM Assay kit”
(DEMEDITEC Diagnostics GmbH, USA).

O teste sorolégico ELISAI vem sendo utilizado junto com o AAT, em um
projeto para a erradicacdo da brucelose bovina, o qual ressalta a importancia de um
exame com alta especificidade e sensibilidade para detectar animais doentes. O
procedimento evitaria que um foco fosse finalizado por apresentar exames negativos
apenas no AAT, porém podendo possuir animais portadores, ndo detectados. O
diagndstico por ELISAiI em leite e em soro poderia ser um avanco para as acdes de
vigilancia ativa contra a brucelose (BAUMGARTEN et al., 2016).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Localizagéo da experimentacdo e animais

O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais — Campus
Alegre, UFES sob o numero 014/2019. Coletou-se sangue da veia jugular em tubos
estéreis com vacuo nas datas de 15/05/2019, 15/09/2019 e 15/01/2020. O sangue
foi proveniente de 22 novilhas com idade média de sete meses que haviam sido
vacinadas no periodo de cinco a oito meses de vida (setembro/2018) com a vacina
Brucelina B19 Vallée®, partida 023/2018, vacina B19, conforme o Regulamento do
PNCEBT (BRASIL, 2006).

Desta forma, as coletas se deram no maximo oito, 12 e 16 meses pés
vacinacdo. Utilizou-se esses tempos devido a resposta imunoldgica dos animais,
para demonstrar que, no decorrer dos meses, essa resposta reagente tende a
diminuir. Essas novilhas estavam alocadas e distribuidas em diferentes propriedades
rurais do Espirito Santo, nos municipios de Jerbnimo Monteiro, Alegre e Sao José do
Calcado. Nao foram realizados testes previamente a coleta sanguinea, entretanto foi
entendido que todos os animais estavam nao reagentes, uma vez que ndo foram
reagentes ao teste AAT de triagem apds 16 meses de vacinacdo, conforme
preconiza a legislacdo. Utilizou-se nos testes como controle negativo trés bovinos
machos com idade de quatro meses nao reagente, e como controle positivo trés
fémeas bovinas adultas acima de trés anos reagente, todos definidos pelo teste de
triagem oficial AAT.

ApoOs a coleta, os tubos foram acondicionados em caixa refrigerada e levados
ao Laboratorio de Microbiologia Veterinaria e Zoonoses — UFES, Alegre - ES, no
gual realizou-se os protocolos laboratoriais. As amostras foram centrifugadas a
3,600 g/15 min, sendo, entédo, aspirado o soro e acondicionado em microtubos de

1500 microlitros (uL) para congelamento a -20 °© C.

3.2 Obtencéo do antigeno solavel de Brucella abortus
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A metodologia para obtencdo do antigeno soluvel foi segundo Berman et al.
(1980) e Chand, Sadana e Batra (1990) com algumas modificagbes pela introdugao
do processo de congelamento/descongelamento em substituicdo a sonicacdo e
tratamento quimico para lise do microrganismo assim como a amostra de Brucella.
Utilizou-se Brucellas abortus de um frasco da vacina viva atenuada liofilizada
Brucelina B19 Vallée®, partida 023/2018, ressuspendeu-se em 10 mL de solugéo
salina 0,9% e centrifugou-se a 4.200 g. ApGs centrifugagcdo, ressuspendeu-se 0
sedimento em 10 mL de solucéo salina 0,9% e centrifugou-se por mais duas vezes.

Em seguida, homogenizou-se o sedimento em 1,5 mL de PBS em tubo
criogénico de 2,0 mL e imerso em nitrogénio liquido por 5 minutos. Posteriormente, o
tubo foi imerso em banho maria 37 © C por 5 minutos. Repetiu-se esse processo de
congelamento/descongelamento por quatro vezes. Centrifugou-se a 19,000 g por 1h
e 30 minutos & 4 ° C. O sobrenadante coletado foi acondicionado em saco de dialise
(Inlab® referéncia 132) e dialisado para permanéncia de particulas na solugdo com
peso superior a 12.000 kilodaltons utilizou-se para este processo a imersao do saco
de dialise em 1000 mL de PBS, sendo submetido a trocas do PBS a cada 6 horas
durante um tempo total de 36 horas. O material remanescente do saco de dialise foi
avaliado quanto a concentracdo de proteinas pelo Método de Bradford e ajustado
para concentracdo de 1 mg/mL. Por fim, o material foi aliquotado em microtubos de
200 pL e congelado a -20 ° C e, posteriormente utilizou-se como antigeno para
sensibilizacdo de placas para o teste de ELISAi (BERMAN et al., 1980).

3.3 Protocolo da técnica de ELISAI

O protocolo de ELISA desenvolvido baseou-se nas etapas preconizadas por
Berman et al.,, (1980) e BALDI et al. (1996). A sensibilizacdo das placas de
poliestireno de 96 pocos, de fundo plano (Corning Costar Corporation Cambridge,
USA), utilizou-se o antigeno sollavel, descrito anteriormente, e, em seguida, as
placas foram incubadas por 12 horas/4 ° C. Apoés a incubacao, lavou-se com solucao
tampéo PBS 0,02M, pH 7,2. Em seguida, bloqueou-se as placas com 100 pL de
solucéo de albumina bovina a 0,2% por cavidade e incubou-se a 37 ° C, durante 1h.
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Diluiu-se os soros testes (soros das novilhas oito, 12 e 16 meses pos
vacinacdo) em PBS, pH 7,2 (1:2.000), distribuiu-se nos pocos das placas
(100pL/poco) e incubou-se por uma hora a 37 ° C. Apés a incubacdo com os soros
teste (anticorpo primario), lavou-se as placas com PBS a 0,05% de Tween 20 e
submetidas a incubagdo com anticorpo secundario espécie especifico (anti-lgG
conjugado com peroxidase, Rheabiotech®), na diluicdo 1:10.000. A seguir, foram
novamente lavadas e receberam 100uL do substrato cromogénico (orthophenylene-
diamine, OPD, Sigma) diluido em tampé&o citrato-fosfato a 0,15M, pH 5,0. Passados
15 minutos, a reacéo foi bloqueada com 10uL de H2SO4, e realizou-se a leitura em
espectrofotometro de microplacas com filtro de 490nm.

Como ponto de corte para determinar 0s soros reagentes utilizou-se o valor
de trés desvios padrao resultantes da leitura de animais reagentes e ndo reagentes,
fazendo com que o teste para definicdo de animais reagentes, seja mais rigoroso, e,
aumentando assim a sua especificidade, quando comparado a testes que utilizam
como ponto de corte um ou dois desvios padréo (BALDI et al., 1996; SIMPSON et

al., 2018).

3.4 Teste do Antigeno Acidificado Tamponado — AAT

O Antigeno utilizado foi do Laboratério Microssules Partida 001/19. Como
padrdo ouro para avaliacdo da presenca de anticorpos anti-Brucella nos mesmos
tempos, utilizou-se o teste oficial do Antigeno Acidificado Tamponado-AAT descrita
no Manual do PNCEBT (BRASIL, 2006), descrita a seguir.

Inicialmente, equilibrou-se os soros congelados e o antigeno a temperatura
ambiente por 30 minutos. Posteriormente, homogeneizou-se 0s soros antes de
realizar a prova. Utilizando a pipeta de Bang, dispensou-se 30 pL de cada soro
sobre um quadriculado individual da placa de vidro. O antigeno foi agitado
suavemente e colocado 30 pL ao lado de cada soro em todos os quadriculados
utilizados. Sucessivamente homogeneizou-se 0 soro e o antigeno com misturador
individual ou multiplo e, a seguir, foram realizados movimentos circulares para obter
um circulo aproximado de 2 cm.

Posteriormente, agitou-se a placa com movimentos oscilatorios, numa

frequéncia de, aproximadamente, 30 movimentos por minuto, de modo a permitir que
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a mistura soro-antigeno fluisse lentamente dentro de cada circulo. A placa foi
agitada continuamente por 4 minutos e colocada na caixa de leitura com luz indireta
para a realizacdo da leitura do resultado de cada quadriculado da reacéo soro e
antigeno. Registrou-se os resultados desconsiderando as reacdes de aglutinacao
que ocorreram apdés os 4 minutos. Ressalta-se que a presenca de aglutinacao
(grumos) é considerada como resultado reagente e a auséncia como resultado ndo

reagente (Figura 4).

Figura 4 — Reacédo de aglutinacdo: antigeno e anticorpo de um teste Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT) em uma fémea bovina reagente para brucelose
bovina

FONTE: Arquivo pessoal

3.5 Andlise estatistica

Os dados clinicos e resultados dos testes diagnésticos foram tabulados
utilizando-se o programa Microsoft Excel. Os calculos estatisticos foram realizados
por meio do programa GraphPad Prism, versdo 5.0, assumindo significancia
estatistica a<0,05. Utilizou-se um calculo para uma amostra aleatoria simples com
aproximacdo da distribuicAo normal binomial e populacdo infinita por meio da

formula:

 1,96%Pgy(1 — Pogp)
- =

n

na qual n = tamanho da amostra, Pesp, = prevaléncia esperada e d = erro.

A estimativa foi feita considerando-se 5% de erro e uma confianca de 95%, e
uma prevaléncia média nacional de 1% da brucelose, chegando-se a um valor de
n=15 animais. Considerou-se 30% de perda de animais durante o periodo do
experimento, optou-se por trabalhar com uma amostra de 22 animais.
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Para avaliar diferengas do mesmo teste no mesmo animal em diferentes
momentos de coleta, foi realizado um teste de Qui-quadrado de uma variavel. As
analises de qui-quadrado para uma variavel com o objetivo de verificar se existia
uma diferenca significativa entre as frequéncias observadas e esperadas pelo acaso
para numero de animais reagentes nos testes de AAT e ELISAI, separadamente.
Realizou-se uma analise em tabela de contingéncia, mediante teste de qui-quadrado
de duas variaveis, com o objetivo de verificar associacdo entre os resultados dos
diferentes testes (AAT e ELISAI) para todo o experimento e para cada momento em
separado. Por fim, ainda para verificar a concordancia entre os testes AAT e ELISAI
realizou-se o calculo do indice de concordancia Kappa.

Realizou-se também os calculos de sensibilidade e de especificidade além
dos valores preditivos positivo e negativo (ALMEIDA FILHO; ROUQUAYROL, 2006).
Para todos os testes, utilizou-se o Teste AAT como referéncia de controle
positividade por ser considerada a prova de mais representativa no panorama de

diagnéstico da brucelose no Brasil, confirmatoria pelo PNCEBT.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes do AAT e ELISAI sdo apresentados em paralelo na

Tabela 1, afim de possibilitar a avaliagdo de concordancia ou nao entre os testes.

TABELA 1 — Leitura do resultado do teste Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e
Teste imunoenzimatico indireto (ELISAI)) em amostras de soro de 22 novilhas
vacinadas com vacina comercial Brucelina B19 Vallée®.

Coleta p0s vacinagéo

Novilh oito meses 12 meses 16 meses
8  TTAAT  ELISAI AAT ELISAI AAT ELISAI
1 + + - + - +
2 + + + + + +
3 - + - - - -
4 - + - + - +
5 + + + + - +
6 + + + + - -
7 - + - + - +
8 - + - + - +
9 - + - + - -
10 + + + - - -
11 + + + - - -
12 + + + + - +
13 - + - + - +
14 + + + - - -
15 - + - + - -
16 - + - + - -
17 - + - + - -
18 + + + - + -
19 - + - + - -
20 - + - - - -
21 + + + + - +
22 + + + + - +
11+/11- 22+ 10+/12- 16+/6- 02+/20- 10+/12-

+ representa 0s animais reagentes; - representa 0s animais ndo reagentes;
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Observou-se que no tempo de oito meses pdés a vacinagdo, metade das
novilhas (50%) apresentou resultado reagente no teste AAT, enquanto, N0 mesmo
tempo, no teste do ELISAI todas as novilhas (100%) foram reagentes. Aos 12 meses
pos vacinacao 45,46% das novilhas foram reagentes no AAT, enquanto que 72,73%
foram reagentes no ELISAI. E, por fim, aos 16 meses pos vacinacao, apenas 9,09%
foram reagentes no AAT, e 45,46% foram reagentes no ELISAI.

A Figura 5 ilustra como variaram 0s animais reagentes e néo reagentes para

os testes de AAT e ELISAI nos diferentes momentos de coleta.

Figura 5 - NUmero de animais reagentes e nao reagentes para os testes de Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT) e Teste imunoenzimatico indireto (ELISAI) nos
diferentes tempos de coleta

80
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Observa-se uma diferenca significativa entre as frequéncias observadas e as
esperadas ao acaso (X 2=6,348, p=0,042) para o niimero de reagentes no teste AAT.
Isso mostra, portanto, que essa frequéncia tende a diminuir com o passar do tempo.

Os resultados observados para o ELISAI neste estudo, sendo identificado

22/22 reagentes na primeira coleta, 16/22 reagentes na segunda coleta e 10/22

reagentes na terceira coleta, indicam um declinio significativo entre as frequéncias

observadas e as esperadas ao acaso (X 227,172 p=0,028), mostrando, portanto, que

essa frequéncia tende a diminuir com o passar do tempo. Entretanto, ndo existe uma

associacao significativa entre os resultados dos testes AAT e ELISAI nos tempos
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avaliados como mostra o teste de qui-quadrado para tabela de contingéncia 2x2 (X
=0,545, p=0,46) com os dados presentes na Tabela 2.
TABELA 2 - Frequéncia dos resultados dos testes Antigeno Acidificado Tamponado

(AAT) e do Teste imunoenzimatico indireto (ELISAI) realizados em novilhas
vacinadas contra Brucelose com a cepa B19.

AAT
Reagente Néo Tou
9 Reagente
Reagente 18 30 48
ELISAI
Nao Reagente 5 13 18
Total 23 43 66

Considerando sensibilidade como a capacidade do teste identificar
corretamente os individuos reagentes, e especificidade como a capacidade de teste
identificar corretamente os individuos ndo reagentes, estdo apresentados na tabela
3, os valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor
preditivo negativo (VPN) do teste de ELISAI.

Observa-se uma sensibilidade aceitavel (0,7826) do teste de ELISAI
considerando Nielsen (2004) que em trabalho de revisdo comparou sensibilidade de
testes de diversos trabalhos cientificos de diagndéstico de brucelose verificando o
melhor desempenho o teste de polarizacéo fluorescente para detectar as novilhas
reagentes para anticorpos vacinais anti-Brucella abortus, entretanto uma
especificidade fraca (0,3023), para detectar as novilhas nao reagentes,
considerando os resultados do teste AAT como referéncia. Além disso, mediante
coeficiente Kappa (Kappa=0,068; p=0,738) pbde-se demonstrar uma concordancia
pobre com o teste ATT, de acordo com a classificacdo de Miot (2016), uma vez que
0 numero de concordancias observadas (n=31; 46,97%) foi, apenas, ligeiramente

superior aquela esperada ao acaso (n=28,5; 43,11%).
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TABELA 3 - Valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo(VPP) e
valor preditivo negativo (VPN) com respectivos 1Cgsy, do método de imunoenzimatico
indireto (ELISAI) considerando o método Antigeno Acidificado Tamponado (AAT)
como padrao ouro.

Valores 1Cos596
Sensibilidade 0,7826 0,5630 a 0,9254
Especificidade 0,3023 0,1718 a 0,4613
Valor predito positivo 0,3750 0,2395 a 0,5265
Valor predito negativo 0,7222 0,4652 a 0,9031

*ICgse - Intervalo de confianca de 95%.

Esta diferenca de resposta antigénica entre animais imunizados somente
com antigenos de Brucella spp. integras (AAT), na qual predomina como antigeno o
S-LPS e animais imunizados com antigenos soluveis diversos de Brucella spp.,
também foi observado por Berman et al. (1980) em ensaios de imunoeletroforese.
Chand, Sadana e Batra (1990) utilizando antigenos sonicados para dot ELISA, bem
como Sutherland, Le Cras e Evans (1982) tratando células de Brucella spp. com
0.25N NaOH, observaram uma sensibilidade de 96% e especificidade de 81%, tendo
como referéncia os testes de fixacdo de complemento e soroaglutinacao.

Simpson et al. (2018) utilizando o teste comercial “IDEXX Brucelllosis
antibody test kit” (IDEXX, Montpellier, France) e comparando com o Teste Rosa de
Bengala, equivalente ao AAT, observaram um Kappa de 0,63 entre os testes, porém
guando os mesmos animais foram avaliados 15 meses poOs vacinacdo, o AAT
identificou somente 14% dos animais vacinados, enquanto o ELISAI identificou o
dobro de animais reagentes (32%), sendo alguns animais sorologicamente
reagentes até 4,5 anos.

Em contrapartida para Colby (2002) que utilizou S-LPS ou células integras de
Brucella spp. em todos os testes executados se verifica elevada concordancia entre
o ELISAi e AAT. Molnar et al. (2002), verificaram sensibilidade de 97,14% e
especificidade de 95,66% para o ELISAI utilizando o teste de ELISA competitivo
como padrdo, e uma concordancia de 96,13% e 93,18% entre a sensibilidade e

especificidade entre AAT e ELISAI, respectivamente.
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Paulin et al. (2009), utilizando como padrédo o TFC e células integras de
Brucella abortus observaram entre o ELISAi e AAT um Kappa com valor de 0,91,
indicando uma oOtima concordancia, contraditorios aos resultados de Maturino
(2014) que utilizando a técnica ELISAi com amostra lisa de Brucella abortus,
avaliando 666 animais selecionados aleatoriamente no momento do abate,
submeteu-as a prova de triagem AAT. Das amostras reagentes ao AAT, obteve-se
uma prevaléncia estimada em 1,2%, e uma prevaléncia do teste ELISAI de 13,21%
(n=86). Assim como Rocha et al. (2018) que, em 118 amostras de soros de
bubalinos examinados por meio da técnica AAT, nenhum animal foi reagente a
técnica. Quando esses soros foram testados pelo ELISAI utilizando antigeno soluvel,
obteve 82 amostras reagentes ou seja 69% das amostras. Sendo que a
concordancia entre os dois testes foi de 30,5%.

Entende-se que o teste de ELISAiI desenvolvido neste estudo utilizando
antigenos soluveis, possui uma aceitavel sensibilidade (x2=0,7826) e fraca
especificidade (x2=0,3023). Heck et al (1982) utilizando antigeno solGvel avaliaram
85 novilhas vacinadas com B19 e infectaram 31 novilhas com Brucella abortus
amostra 2308, e posteriormente confirmaram a infeccdo por cultivo ap6s eutanasia.
Os anticorpos foram detectados por ELISAi em soros de 93% das vacas com cultura
positiva enquanto menos de 55% dos animais infectados foram identificados por
qualquer outro método soroldgico (Card Test, precipitacdo por Rivanol, aglutinacéo
em tubo e fixacdo de complemento). Similarmente, os anticorpos foram detectados
em 82% das vacas negativas da cultura pelo método ELISAI, provavelmente
também a deteccdo de anticorpos frente a antigenos internos do microrganismo,
comuns a todas as amostras de Brucella spp. mas que também podem
ocasionalmente serem identificados em outros microrganismos gram negativo.

Uma vez que existem estruturas comuns entre 0S microrganismos gram
negativos, tais como lipideo A e lipoproteinas. No estudo, por meio de isolamento
por cultura em 66 novilhas entre animais vacinados e infectados, utilizando teste de
ELISAI utilizando antigeno soluvel de Brucella abortus (BERMAN et al., 1980)
detectaram 93,9% dos animais reagentes, enquanto os testes Card test (equivalente
ao AAT), precipitagdo com Rivanol, aglutinacdo lenta 2ME e fixacdo de
complemento detectaram sorologicamente somente 50-55% destes animais
reagentes. Entre os animais que nao tiveram isolamento do microrganismo o ELISAI

identificou 82%, enquanto os demais testes ndo apresentaram nenhum resultado
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reagente. Baseado neste experimento conclui-se uma alta sensibilidade para o teste
de ELISAI, mas uma baixa especificidade para animais infectados com respectivo
isolamento, embora, esta seja uma conclusdo precipitada, pois 0s animais
infectados sem isolamento certamente estabeleceram mecanismos de autocura ou
reacao cruzada que resultam em néo isolamento, mas sorologia reagente.

No estudo realizado com o AAT verificou-se 11 animais reagentes (50%) aos
oito meses poOs vacinacdo, enquanto que este ndmero permanece praticamente
inalterado aos 12 meses poés vacinacdao com 10 soros reagentes. Enquanto que aos
16 meses pOs vacinacdo observou-se um resultado ndo reagente para maioria dos
animais sendo que este achado estd em acordo com a indicacao do MAPA, em néo
realizar o AAT antes dos 24 meses de vida. Alguns autores registraram auséncia
total de anticorpos vacinais antes dos 24 meses de vida em fémeas vacinadas até
oito meses de idade (AGUIRRE et al., 2002; RIBEIRO et al., 1997; SUTHERLAND;
LE CRAS; EVANS, 1982) pelos testes AAT e 2ME. Para esses autores, foram
verificados resultados ndo reagentes quanto a presenca de anticorpos em todas
fémeas vacinadas entre trés e 12 meses pos vacinacao.

Esta ndo é uma conclusdo unanime visto que outros autores (ALTON, 1978;
HERR; BRUGGE, 1985; MACMILLAN, 1990; SAMARTINO et al., 1999) utilizando
distintos testes verificaram a presenca de anticorpos muito além de 16 meses pos
vacinacdo ou 24 meses de vida. Assim como a OIE (2018) entende que o TFC por
possuir um sistema padronizado de unidades é mais especifico que o AAT, sendo
utilizado como teste de referéncia internacional para comercializagdo. A mesma
Organizacdo (OIE) afirma que o desempenho diagnéstico de alguns ensaios
imunoenziméticos (ELISA) e o ensaio de polarizagdo de fluorescente (FPA) é
comparavel ou melhor que o TFC e, como sao tecnicamente mais simples de
executar e mais robusto, seu uso pode ser preferido.

O estudo mostrou que o protocolo de ELISAi desenvolvido possui potencial
para monitorar bovinos vacinados e infectados na proposta de triagem com maior
sensibilidade que o AAT, uma vez gque os testes confirmatorios sempre podem ser
realizados. Particularmente, em relagdo a animais vacinados o ELISAI desenvolvido
podera ser uma ferramenta relevante de avaliacdo de protecéo vacinal a longo prazo
sendo que para 0s animais reagentes suspeitos de infeccdo podem ser descartados
com o0 método do 2-Mercaptoetanol (2-ME) soro aglutinacdo lenta ou outros testes

confirmatorios que indiquem presenca de IgMs.
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Como diferencial do protocolo ja realizado por Berman et al. (1980) e Heck et
al. (1982) na utilizacdo de Ag soluvel observa-se uma maior especificidade do
antigeno, visto o uso do processo de dialise realizado eliminando assim moléculas
antigénicas menores de 100 kilodaltons que sdo em geral antigenos comuns a
diversos microrganismos capazes de induzir reagao cruzada.

Por fim, apesar de usar o AAT como teste referéncia para definir os animais
reagentes, o protocolo de ELISAI desenvolvido que resulta numa sensibilidade
maior, uma vez que avalia uma diversidade maior de antigenos e, por conseguinte,
um conjunto de anticorpos mais amplo, ndo sendo passivel de comparagcdo com o
AAT. Mas apresenta uma especificidade baixa, se tiver como referéncia o AAT, que
no estudo mostrou se baixa, considerado como teste de triagem pelo MAPA,
mas apresenta uma maior especificidade por avaliar exclusivamente o LPS liso
bacteriano.

Abrindo assim a necessidade de novas pesquisas, como testar o ELISAi em
animais ndo vacinados, em animais vacinados com a RB51, ou em um maior
namero de animais infectados reagentes no AAT a campo relacionando com outros

testes confirmatorios para diagnéstico da brucelose.
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5. CONCLUSOES

O protocolo de ELISAI, utilizando antigenos solUveis de uma vacina comercial
de Brucella abortus amostra B19 foi validado para deteccdo de anticorpos anti-

Brucella em fémeas impuberes vacinadas.
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