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Ribeiro, Marcos Borges. Avaliagdo da imunoreatividade de soros caninos a dois
extratos solluveis de Brucella canis. 66 f. il. 2003. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto
de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2003.

RESUMO

A brucelose canina € uma infeccdo bacteriana contagiosa, zoonotica, causada
pela Brucella canis, responsavel por aborto e infertilidade. A brucelose € uma
doenca de importancia mundial pelo prejuizo ocasionado tanto para a saude
publica como para a economia nacional. O diagndstico baseia-se principalmente
na sorologia devido a inespecificidade dos sinais clinicos. Varios métodos tém
sido descritos e utilizados para diagnéstico, porém a maioria comercialmente
disponivel produz resultados falsos positivos. Neste trabalho foi comparado o
perfil de reconhecimento de Ig G sérica a dois extratos soluveis de Brucella canis,
preparados de diferentes formas. Os soros foram analisados por ELISA Indireto
com o0s dois extratos solluveis obtidos por calor e Ultra-som. Foram testadas 765
amostras de soros de cades domiciliados da cidade de Salvador e area
metropolitana com sorologia desconhecida, 92 amostras de soros testadas no
Centro de Controle de Zoonoses da cidade de Sdo Paulo (CCZ-SP) pelo método
IDGA com antigeno de Brucella ovis sendo 45 positivas e 47 amostras negativas.
Para o calculo do valor de corte foram utilizadas 21 amostras de soros de filhotes
de cdes saudéaveis provenientes do biotério do Centro de Pesquisa Gongalves
Muniz (CPqGM-Fiocruz) — Salvador —Ba. O perfil eletroforetico foi analisado por
SDS-PAGE em sistema desnaturante e a reatividade dos antigenos soluveis foi
avaliada pelo ELISA e Western Blotting, comparando diferentes grupos de soros.
A comparacgéo entre os ELISAs com ambos antigenos foi feito com todos os 857
soros. O ELISA com extrato soluvel obtido por calor indicou uma positividade de
10% (n=79) com valor de D.O de limite de corte de 0,235, j& o ELISA com extrato
soluvel obtido por ultra-som indicou uma positividade de 24% (n=187) com valor
de D.O de limite de corte de 0,350. A andlise estatistica de correlagdo dos
resultados encontrados nos estudos dos dois antigenos obtido por calor e ultra-
som foi de 0,68. Os 92 soros do CCZ-SP testados pela IDGA foram utilizados
para avaliar a especificidade, sensibilidade, valores preditivos positivo e negativo
e eficiéncia dos ELISAs, sendo 51%,94%, 89%, 67% e 73% para o ELISA com
extrato obtido por calor e de 69%, 83%, 80%,74% e 76% para o ELISA com o
extrato obtido por ultra-som, respectivamente. A concordancia entre os ELISAs
utilizando os dois extratos solluveis dada pelo indice Kappa foi de k= 0,38. O Elisa
realizado com extrato sollvel obtido por calor mostrou concordancia com a IDGA
de «=0,45 e o ELISA utilizando extrato soltuvel obtido por ultra-som e a IDGA com
k= 0,52. A imunoreatividade do extrato antigénico soluvel de B. canis obtido por
calor (extrato aquecido), utilizando soros de animais positivos na IDGA e ELISA,
apresentou com maior freqiéncia as bandas 65 KDa, 58 KDa, 56 KDa, 18 KDa e
12 KDa e o extrato obtido por ultra-som as bandas 68 KDa, 52 KDa, 46 KDa, 38
KDa, 28 KDa, 18 KDa. Os antigenos utilizados para os ELISAs aquecido e
sonicado, mostram diferentes perfis eletroforético em analise pela técnica SDS-
PAGE, sugerindo diferentes composi¢cdes protéicas. Os extratos analisados por
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ELISA, apesar de apresentarem bons valores de controle de qualidade, sendo o
de ultra-som melhor que os aquecidos, necessitam ser avaliados quanto a sua
reatividade com soros de animais com diagnostico de brucelose canina
confirmados por isolamento bacteriano ou por PCR.
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Ribeiro, Marcos Borges. Evaluation of immunoreactivity of canine sera the two
soluble extracts of Brucella canis. 66 pp. ill. 2003. Master Dissertation — Instituto de
Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2003.

ABSTRACT

Caning Brucellosis is a zoonotic infectious bacterial disease caused by B. canis,
which may cause infertility and abortion. Brucellosis is an important worldwide
disease affecting both public health and national economies. The diagnosis is based
mainly in serological tests due to the inespecificity of clinical symptoms. Several
diagnostically been studied and are used, but most commercially available tests
present false-negative results in this work profiles of serological IgG recognition of
two different soluble extracts of B. canis were studied. The sera were analyzed by
indirect Elisa using antigenic extracts obtained by heat extraction and sonication. A
total of 765 samples from the metropolitan area of Salvador-BA (previously
untested), 92 samples (45 positives and 47 negatives) form the Centro de Controle
de Zoonoses (CCZ-SP) previously tested by IDGA method using B. ovis antigen. For
the determination of cut-off values 21 samples from puppies from healthy parents
raised in the biotery of the Centro de Pesquisas Gonc¢alo-Muniz (CPQGM-FIOCRUZ)
Salvador-BA were used. The eletrophoretical profile was analyzed by denaturant
SDS-PAGE and the antigenic reactivity of soluble antigens evaluated using Elisa and
Western Blotting, comparing different sera groups. Elisa tests using both antigenic
preparations were performed in all 857 sera. Elisa using the soluble extract obtained
by heat extraction showed a positivity rate of 10% (n=79) with a D.O. cut-off value of
0,235. When the sonicated extract was used the Elise presented a positivity rate of
24% (n=187) with a D.O. cut-off value of 0,350. The statistical analysis of the
correlations of the results using the two antigenic preparations was 0,68. The 92 sera
from CCZ-SP tested by IDGA were used to evaluate the specificity, sensitivity,
predictive positive and negative values and the efficacy of the Elisa tests. The results
showed 51%, 94%, 89%, 67% and 73% for the heat extraction antigens and 69%,
83%, 80%, 74% and 76% for the sonicated antigens. The agreement index of the
Elisa tests using the two soluble extracts showed a Kappa index of K=0,38. Elisa
performed with the heat extraction antigens showed the agreement index with the
IDGA of K=0,45 and the Elisa using the sonicated preparation showed the agreement
index with the IDGA of K=0,52. The Immunorgativity of the soluble antigens obtained
through heat extraction tested with sera from animals positive in both Elisa and IDGA
tests presented a high frequency of the 65, 58, 56, 18 and 12 Kda proteic bands and
the sonicated extracts showed proteic bands of 68, 52, 46, 38, 28 and 18 Kda. The
heat extraction and sonicated antigens used for the Elisa tests showed different
eletrophoretical profiles by analysis with SDS-PAGE, suggesting different proteic
compositions. The extracts analyzed using Elisa tests although presenting good
guality control values, the sonicated showing better results, still need to be evaluated
for their reativity using sera with B. canis infected animals, can firmed by the isolation
of the bacteria and by PCR tests.
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1. INTRODUCAO

No contexto de saude publica, o cao foi por muito tempo negligenciado como
fonte de infeccdo de brucelose para o homem devido & sua relativa resisténcia
natural as espécies Brucella abortus, Brucella suis e Brucella melitensis (CURRIER
1982). Apo6s o surgimento do primeiro caso de brucelose causada por Brucella canis
em seres humanos, a doenga passou a ser estudada por diversos pesquisadores em
diversas partes do mundo (CORTES et al. 1988; BERTHELOT, GARIN-BASTUJI
1993). Vérios casos humanos foram relatados na primeira década apés o
reconhecimento da doenca em caes, mas poucos relatos foram feitos nos ultimos 20
anos, talvez por ndo serem pesquisados ou diagnosticados (FEITOSA et al. 1991,
CARMICHAEL, SHIN 1996).

A brucelose é uma zoonose de importancia mundial pelo prejuizo ocasionado
tanto para a saude publica como para a economia nacional (FEITOSA et al. 1991).
Esta caracteristica comum aos outros representantes do género Brucella foi
estabelecida em 1968, com o registro dos primeiros casos da doenga em seres
humanos (CORTES et al. 1988). Em 1978, foi relatado o primeiro caso humano no
Brasil de infeccdo acidental em laboratério, diagnosticado através de hemocultura e
soroaglutinacao (GODOY et al. 1979).

E também de fundamental importancia conhecer os niveis da prevaléncia de
enfermidades na populacdo canina, assim como possuir formas rapidas e seguras
de diagnostica-las (GERMANO et al. 1987; MOLNAR et al. 1997).

Atualmente o Unico reagente para diagnostico de Brucella canis produzido e
comercializado no Brasil consiste de um antigeno preparado a partir de um extrato

solavel de Brucella ovis, para utilizagdo no teste de imunodifusdo em gel de agarose
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(IDGA), recomendado pelo setor de Defesa Animal da Secretaria da Agricultura do
Estado da Bahia. Esta técnica requer 72 horas para fornecer resultados, podendo
existir falsos negativos em decorréncia das reacdes inespecificas, tornando-se
necessario a confirmacdo através de um teste mais especifico (GAD EL-RAB,
KAMBAL 1998).

A caréncia de um método seguro de diagndéstico pratico, econdmico e
sensivel tem sido considerado um impedimento a estudos epidemioldgicos
esclarecedores e importantes para o controle e a prevencédo da doencga. A proposta
deste estudo foi observar o perfil eletroforetico em SDS-PAGE e comparar a
reatividade soroldgica de caes a antigenos de Brucella canis por ELISA Indireto e

Western Blotting.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ASPECTOS BIOLOGICOS E EPIDEMIOLOGICOS

A Brucella canis € um cocobacilo pequeno, aerdbico, gram-negativo, imovel,
com caracteristicas bioquimicas e morfolégicas similares as de outras bactérias do
género Brucella (CARMICHAEL & BRUNER 1968a), mas apresentando diferengas
que a classificam em outra espécie (CASTRO & CARMICHAEL 1986; MORENO et
al 2002). As Brucellas sp ndo sdo espécies-especificas, mas tém eletividade de
espécie (MOORE 1969; VARGAS 1996). As colbnias de Brucella canis, da mesma
forma que as de Brucella ovis, de cor cinza-esbranquicado ou amarelo-caramelo,
atingem de um a dois milimetros apds trés a cinco dias, apresentam um aspecto
naturalmente rugoso (HOFF & NICHOLS 1974; CORREA & CORREA 1992),
tendendo a auto-aglutinacdo em suspensao (MEDVECZKY & CHICHTON 1986),
diferente das colbnias lisas das brucellas classicas, Brucella abortus e Brucella
melitensis, que infectam bovinos, suinos e caprinos (CARMICHAEL & SHIN 1996).
Apesar de guardar algumas semelhancas bioquimicas com a Brucella suis, a
brucella canina é antigenicamente semelhante a Brucella ovis, pois falta a ambas o
antigeno “O”, que compde as cadeias laterais do lipopolissacarideo (LPS), presente
nas brucellas lisas (MEYER 1983; CARMICHAEL & SHIN 1996). A auséncia do
acido ciclopropano, comum as outras espécies na amostra de Brucella canis,
fornece um método rapido para sua identificacdo por meio de cromatografia gasosa
(CORREA & CORREA 1992).

A brucelose canina é uma infec¢cdo bacteriana contagiosa, zoonética, causada
pela Brucella canis, responsavel por aborto e infertilidade (LEWIS & ANDERSON
1973; MEYER 1983; CORTES ET AL 1988; SWANGO ET AL 1989; SRINIVASAN
ET AL 1992; BERTHELOT & GARIN-BASTUJI 1993; CARMICHAEL & SHIN 1996).

Em 1906, foi feito o primeiro diagnostico de brucelose em cées por meio do
isolamento de Brucella melitensis em animais de rua na llha de Malta (LEWIS &

ANDERSON 1973; BERTHELOT & GARIN-BASTUJI 1993).
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A Brucella canis foi isolada pela primeira vez em 1966 por CARMICHAEL e
reconhecida como uma nova espécie de Brucella, associada a casos de aborto e
outros disturbios reprodutivos em cées da raga Beagle (CARMICHAEL & KENNEY
1968b; LEWIS & ANDERSON 1973; MEYER 1983; CORTES et al 1988; FORBES &
PANTEKOEK 1988; SWANGO et al 1989; PILLAI et al 1991; SRINIVASAN et al
1992; BERTHELOT & GARIN-BASTUJI 1993).

O aspecto zoondtico dessa doenca infecciosa, comum aos outros
representantes do género Brucella foi estabelecido em 1968, com o registro dos
primeiros casos em seres humanos (SCHLEMPER & VAZ 1990). A publicacdo de
varios trabalhos em diferentes paises confirma a distribuicdo mundial da doenca
(LEWIS & ANDERSON 1973; MEYER 1983; CORTES et al 1988; FORBES &
PANTEKOEK 1988; SRINIVASAN et al 1992; BERTHELOT & GARIN-BASTUJI
1993; CARMICHAEL & SHIN 1996; GARNIERE et al 2001).

A Infeccdo de canideos e de seres humanos no Brasil por Brucella canis
foram confirmados tanto através de isolamento e tipificacdo do agente como em
investigacdes soroldgicas (GODOY et al 1979; CORTES et al 1988).

O céo foi por muito tempo negligenciado como fonte de infeccao de brucelose
para o homem devido a sua relativa resisténcia natural as espécies B. abortus, B.
suis e B. melitensis (CURRIER 1982). A doenca passou a ser estudada por diversos
pesquisadores em diversas partes do mundo, apés o surgimento do primeiro caso de
brucelose causada por Brucella canis em seres humanos (CORTES et al
1988;BOULUS et al 1989; BERTHELOT & GARIN-BASTUJI 1993). Varios casos da
doenca em humanos foram relatados na primeira década apds o reconhecimento da
doenca em caes, mas poucos relatos foram feitos nos ultimos 20 anos; talvez por
nao serem pesquisados ou diagnosticados (CARMICHAEL & SHIN 1996). A doenca
no homem geralmente apresenta sintomatologia mais branda que a produzida por
outras espécies de Brucella (SWANGO et al 1989) e sua contaminag¢do tem sido
relacionada com o manuseio do microorganismo ou de cées infectados (JOHNSON
& WALKER 1992).

Levantamentos soroldgicos, feitos por meio de testes de aglutinacdo, sobre a
prevaléncia da doengca no homem relatam 0,4% (LEWIS & ANDERSON 1973),
0,54% (HOFF & NICHOLS 1974) e 0,64% (BARG et al 1978) de positivos para
Brucella canis. O primeiro caso de infeccdo humana por Brucella canis no Brasil foi

causada por acidente em laboratorio (GODOY et al 1979). No Estado da Babhia,
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relataram a ocorréncia de 3,85% de soros positivos para Brucella canis em seres
humanos, pelo método de aglutinacdo (BARG et al 1981).

Os cédes domeésticos e canideos selvagens sdo os hospedeiros naturais da
Brucella canis (MOORE 1969). A infeccdo em caes com outras espécies de Brucella
raramente acontece, e quando ocorre, é principalmente, em decorréncia do contato
com animais de fazenda, através da ingestdo de leite ou produtos de aborto
contaminados (MEYER 1983).

As taxas de prevaléncia em cdes variam segundo a regido considerada, a
prova de diagnéstico empregada, a intensidade da reproducdo e a importancia da
contaminacgao de cédes de rua. Quando a infeccéo por Brucella canis atinge um canil
evolui de forma enzodtica (BERTHELOT & GARIN-BASTUJI 1993).

A principal fonte de infec¢cdo da Brucella canis é o cdo macho com infeccdo
inaparente e o cdo doente. Este alberga a Brucella canis no epididimo e na préstata
podendo eliminar o germe durante um longo periodo, geralmente de forma
intermitente, na urina e principalmente no sémen, até 60 semanas apos o fim da
fase bacteriana. Nas fémeas, a Brucella canis pode ser excretada com o aborto e a
secre¢do vaginal durante varias semanas ap0s um aborto aparente ou inaparente
(BERTHELOT & GARIN-BASTUJI 1993; CARMICHAEL & SHIN 1996).

A transmisséo pode ser direta - pela copula, ou indireta - inalacédo ou ingestao
de produtos contaminados provenientes de aborto. A contaminag¢do ocorre através
das mucosas conjuntivais, orofaringeas, genitais e principalmente, digestivas
(JOHNSON, WALKER 1992; BERTHELOT & GARIN-BASTUJI 1993; NELSON &
COUTO 1994).

As células epiteliais coridnicas estdo repletas de organismos brucélicos
(ACLAND, 1990) por cerca de quatro a seis semanas apos o aborto (CARMICHAEL
& SHIN 1996). Os caes machos albergam o0s microorganismos na préstata por
longos periodos, eliminando-os na urina meses ou anos apos a bacteremia ter
cessado (CARMICHAEL & SHIN 1996). Além das fontes citadas anteriormente, a
saliva, o sémen, as fezes (CURRIER 1982) e as secre¢fes nasais também
consistem em fontes de infec¢cdo (JOHNSON, WALKER 1992).

As bactérias do género Brucella escapam dos mecanismos normais de defesa
do hospedeiro e deste modo sobrevivem e crescem dentro das células fagociticas
(MENDES, MACHADO 1997). A atividade bactericida das células fagociticas parece
ser inibida nas diferentes espécies de Brucella através de dois mecanismos ja
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definidos: o primeiro deles é a suspensdo da fusdo fagossoma-lisossoma e o
segundo é a inibicdo do sistema microbicida oxigénio-dependente. A resisténcia
adquirida a infeccdo por Brucella envolve imunidade humoral e celular. Os
anticorpos dao protecdo apenas parcial e sdo dirigidos, principalmente, contra o
lipopolissacarideo (LPS) (CARMICHAEL, SHIN 1996).

Estudos na india sobre a prevaléncia da doenca em cides por meio de
sorologia em testes de aglutinacdo obtiveram 2,18% positivos (PILLAI et al 1991).
Estes achados iniciais foram confirmados em 1992, através de outro estudo,
encontrado 2% de positivos pelo método de aglutinacdo (RENUKARADHYA et al
2002). Utilizando a mesma técnica, no Japao foi encontrado 1,69% positivos
(KATAMI et al 1991), nos Estados Unidos relatou-se 6% (CARMICHAEL & SHIN
1996). No Brasil foi encontrado 9,1% em animais de canil (LARSSON et al 1981) e
7,5% em cées errantes na cidade de S&o Paulo (CORTES et al 1988). Na regiao do
Planalto Catarinense, encontraram 6% de cées positivos na zona urbana e 3% na
zona rural (SCHLEMPER et al 1990).

Em 1997 houve um estudo de reatividade de soros de cdes da Bahia em
Monte Gordo com o teste de Imunodifusao em gel de agarose (IDGA) usando o “kit”
de reagentes do Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR), teste recomendado
pelo Ministério da Agricultura, mostrando uma reatividade de 37% de positividade
dos animais testados (MELO et al. 1997). Estudos em 1999 comparando técnicas
imunoldgicas foi encontrado diferentes resultados, sendo: 35,5% na aglutinacdo em
tubo(NVSL - comercial), 33,3% IDGA ( Tecpar — comercial), 26,2% em ELISA
indireto com antigeno B. canis (LABIMUNO) e 12,5% em ELISA indireto com
antigeno B. ovis (padronizado pelo LABIMUNO com antigeno Tecpar) (MELO 1999).

Tentativas experimentais para infectar gatos, coelhos e primatas ndo humanos
demonstraram a resisténcia natural de outras espécies animais a infecgcao por Brucella
canis (SWANGO et al 1989), observado a bacteremia temporaria sem desenvolvimento
de doenca clinica ou as quantidades significativas de anticorpos (JOHNSON &
WALKER 1992). Experimentos realizados com suinos ndo gestantes, bovinos e ovinos
também mostraram grande resisténcia a infeccdo (PICKERILL et al 1970).

Estudos mostraram nao haver predisposicao racial; caes puros e mesticos
sdo igualmente afetados (PILLAI et al 1991). Da mesma forma, confirmou-se néo
existir predisposicdo de sexo (MOORE & GUPTA 1970; FREDERICKSON &
BARTON 1974). Por outro lado, a maior freqiiéncia de casos se encontra em
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animais de 18 a 54 meses, faixa etaria na qual tém maior atividade reprodutiva
(GERMANO et al 1987) e com alta prevaléncia em animais criados confinados
(VARGAS et al 1996).

A existéncia de uma parte da populacdo canina reagente para Brucella canis,
mesmo em pequeno numero, deve ser considerada de importancia epidemiol6gica por
consistir em fonte de infeccdo (LEWIS & ANDERSON 1973; POESTER et al 2002).

2.2. ASPECTOS CLINICOS

A brucelose canina caracteriza-se por ser uma enfermidade que na maioria
dos casos transcorre de maneira oligossintomatica (CARMICHAEL & KENNEY
1968; BERTHELOT & GARIN-BASTUJI 1993) e por apresentar uma longa
bacteremia com auséncia de febre (CURRIER 1982; MEYER 1983; CARMICHAEL
& SHIN 1996). A falta de sinais especificos, além de aborto em fémeas gestantes
e infertilidade em machos, torna dificil o diagndstico clinico da infeccdo por
Brucella canis (MATEU-DE-ANTONIO et al 1993). A linfadenopatia que ocorre no
inicio da infeccdo normalmente nédo é detectada pelo proprietario (JOHNSON &
WALKER 1992).

A doenca deve ser considerada sempre que houver historico de abortos e
baixo desempenho reprodutivo em ambos os sexos (HERMAN & HERMAN 1992;
CARMICHAEL & SHIN 1996). Em fémeas ndo gestantes, a auséncia de sintomas e
o ciclo estral que se mantém inalterado dificultam qualquer suspeita clinica
(JOHNSON, WALKER 1992). As formas inaparentes sdo as mais frequentes
chegando a mais de 50% para Brucella canis (CARMICHAEL 1966; BERTHELOT &
GARIN-BASTUJI 1993).

As Brucella spp entram no organismo geralmente por via digestiva, porém nos
cées parece ser mais comum por via venérea (MOORE & GUPTA 1970; CORREA &
CORREA, 1992; VARGA et al. 1996), ocorrendo também transmiss&o congénita e
por aerosdis (CURRIER, 1982; VARGA et al. 1996). Ao infectar o animal, as
Brucelas penetram nas células epiteliais da pele ou da mucosa; na submucosa sao

fagocitadas por polimorfonucleares ou por macréfagos teciduais (JOHNSON &
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WALKER 1992; CORREA & CORREA, 1992). Apds a infeccdo, uma bacteremia
associada a leucocitos é detectada dentro de duas a trés semanas, podendo
perdurar de seis meses a mais de um ou dois anos, ja tendo sido observado um
periodo de cinco anos (CARMICHAEL & SHIN 1996; CARMICHAEL & KENNEY
1970). A Brucella canis costuma ficar localizada na genitdlia e linfonodos regionais,
especialmente nos nodos da cabeca (ACLAND 1998). Nos caes machos, o
microorganismo migra para os 6rgaos reprodutivos causando principalmente orquite
e epididimite (CARMICHAEL & KENNEY 1968; HUBBERT 1980; CURRIER 1982;
FORBES & PANTEKOEK 1988), podendo ainda causar prostatite, dermatite escrotal
(JOHNSON & WALKER 1992), atrofia testicular (FORBES & PANTEKOEK 1988) e
anormalidades no sémen, levando o animal a infertilidade ou subfertilidade
(JOHNSON & WALKER 1992). Nas fémeas as manifestacbes da doenca mais
frequente s&o: falha reprodutiva, aborto entre o 45° a 55° dia de gestacdo e metrite
(CARMICHAEL 1966; VARGAS et al. 1996; CARMICHAEL & SHIN 1996).

Comumente a Brucella canis esta disseminada podendo ser encontrada no
sangue, nos 6rgaos internos e humor aquoso, ocorrendo disturbios ndo reprodutivos
como disco-espondilite, osteomielite, uveite anterior, dermatite piogranulomatosa,
esplenite e meningite (CORREA & CORREA, 1992; JOHNSON & WALKER 1992).
As lesdes fetais mais comuns sao broncopneumonia, miocardite, hemorragia renal,
linfadenite e hepatite (ACLAND 1998).

Os achados histopatoldgicos mostram linfonodos com um quadro evidente de
proliferacdo de linfoblastos na regido dos centros germinativos dos foliculos linféides
da cortical, assim como um infiltrado inflamatorio com predominancia de
polimorfonucleares, caracterizando uma linfadenite purulenta (LARSSON, 1984).

As principais vias de eliminagcdo do microrganismo sao restos de materiais
de aborto, tais como: feto, placenta e descargas vaginais (JOHNSON & WALKER
1992); estas ultimas podendo conter a bactéria por cerca de quatro a seis
semanas apoés o aborto (CARMICHAEL & SHIN 1996), além do colostro e do leite
(CURRIER 1982). Machos abrigam os microorganismos na préstata por longos
periodos, eliminando-os na urina, meses ou anos apos a bacteremia ter cessado
(CARMICHAEL & SHIN 1996). A saliva, o sémen, as fezes (CURRIER 1982) e as
secrecdes nasais também consistem em fontes de infeccdo (JOHNSON &
WALKER 1992).
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Apés o isolamento da Brucella canis no carrapato Rhiphicephalus
sanguineus proveniente de uma cadela com brucelose, foi levantada a hipétese
de que a transmissdo do microrganismo através de artropodes pode ocorrer
(PERES et al 1981).

Do ponto de vista econbmico, a brucelose canina € uma séria doenca de
canis de reproducao (BROWN et al 1976; CARMICHAEL & SHIN 1996). Sua acéo
na producdo animal é semelhante aquela causada em outras espécies animais
afetadas com outras espécies de Brucella (PICKERILL & CARMICHAEL 1972;

Garniere).

2.3. DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA BRUCELOSE CANINA

O cultivo microbiolégico ainda é o método mais confiavel e conclusivo para o
diagnostico de Brucella canis, confirmando a suspeita clinica quando positivo
(BADAKHSH et al. 1981; MATEU-DE-ANTONIO et al. 1993; CARMICHAEL &
SHIN 1996; GANIERE ET AL 2001). Duas a quatro semanas ap0s o contato, a
bacteremia ja pode ser detectada pela hemocultura, persistindo por longos
periodos de tempo, geralmente mais de um ano (CARMICHAEL & JOUBERT
1988). Porém, é uma técnica demorada e pode dar resultados falso-negativos,
sendo necessario incubar as placas por 30 dias antes de ser dado o resultado
negativo (JOHNSON & WALKER 1992). Quando encontrado o crescimento do
microrganismo, deve-se realizar provas de rotinas em microbiologia, como:
coloracdo pelo gram e provas bioquimicas (verificacdo da necessidade de CO2),
producdo de H,S, urease, indol, producdo de catalase, reducédo de nitratos,
cromobacteriostase e fermentacdo de glicose (GODOY et al. 1987; MYERS &
VARELA-DIAZ 1980; TOLARI & FARINA 1988).

A grande ocorréncia de falsos positivos nos testes sorologicos faz com que a
hemocultura torne-se um importante teste confirmatério, sendo necessaria para
todos os caes que apresentaram resultados positivos nos testes de aglutinagcéo
(BARG et al. 1981). Uma hemocultura negativa ndo exclui a possibilidade de
infeccdo por Brucella canis (JOHNSON & WALKER 1992), além disso, o isolamento
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da bactéria no sangue é somente possivel em animais apresentando titulos elevados
a sorologia, iguais ou acima de 1:400 (MOORE & GUPTA 1970; VALENTE et al.
1991).

Os exames laboratoriais de patologia clinica como o hemograma, as provas
bioquimicas e a uroanalise comumente apresentam resultados dentro dos valores
normais, apesar do carater sisttmico da infeccdo brucélica. Pode ocorrer
hipergamaglobulinemia (JOHNSON & WALKER 1992).

Os métodos imunoldgicos diretos e indiretos tém sido amplamente utilizados
na pesquisa de antigenos, anticorpos ou imunoclomplexos suprindo as deficiéncias
dos métodos microbioldgicos (FERREIRA & AVILA 1996).

Alguns testes sorologicos tém sido utilizados para avaliar uma suspeita clinica
da doenca: RSAT (Teste de aglutinacdo rapida em laminas), RSAT - 2-Me (Teste de
aglutinacéo rgpida em laminas com 2-mercaptoethanol) (GEORGE & CARMICHAEL
1978; CARMICHAEL & JOUBERT 1986), TAT - 2-Me (Teste de aglutinacdo em tubo
com 2-mercaptoethanol), AGID (Teste de Imunodifusdo em &agar gel) e ensaio
imunoenzimatico por adsor¢cao em placa (ELISA) indireto (MATEU-DE-ANTONIO et
al. 1993; CARMICHAEL & SHIN 1996). Destes testes, apenas o teste de aglutinacao
rapida em placa e aglutinacdo em tubo, utilizando antigeno obtido a partir de B. canis
e B. ovis, estéo disponiveis comercialmente (CARMICHAEL & SHIN 1996).

Os testes sorologicos utilizam antigenos da parede bacteriana, antigenos
citoplasmaticos ou ambos, na forma de extrato antigénico. Muitas vezes, 0s
antigenos de parede ndo sdo exclusivos de Brucella canis, podendo ocorrer reacdes
cruzadas com Pseudomonas aeruginosa, espécies mucoides de Staphylococcus,
Bordetella bronchiseptica e com outros microorganismos desconhecidos, gerando
falsos positivos (JOHNSON & WALKER 1992; BALDI et al. 1994; CARMICHAEL &
SHIN 1996).

O teste de aglutinacdo rapida em lamina (D-Tec CB, Symbiotics Corp. San
Diego, CA) é bastante sensivel e tem sido muito utilizado como teste de triagem,
apresentando taxas de falsos negativos em torno de 5%. E considerado rapido e de
facil execucdo podendo ser encontrado comercialmente (NICOLETTI & CHASE
1988; JOHNSON & WALKER 1992; BERTHELOT & GARIN-BASTUJI 1993;
CARMICHAEL & SHIN 1996). Os resultados positivos apresentados pelo teste de
aglutinacéo rapida em lamina precisam ser confirmados por outros métodos (PUE et
al. 1986). O RSAT - 2-Me (Teste de aglutinacdo rapida em laminas com 2-
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mercaptoethanol), proporcionou a reducdo dos falsos positivos (BADAKHSH et al
1981), pois, 0 2-mercaptoethanol quebra as pontes dissulfeto da IgM, responséaveis
pela maior taxa de aglutinacdo inespecifica (BALDI et al. 1994). A substituicdo do
antigeno de Brucella ovis por uma variedade menos mucéide de Brucella canis
também reduziu o numero de falsos positivos (MATEU-DE-ANTONIO et al. 1994),
porém os falsos positivos persistem e esta técnica deve ser usada apenas para teste
de triagem (BERTHELOT & GARIN-BASTUJI 1993; BALDI et al. 1994).

Outro teste disponivel comercialmente, muito utilizado nos E.U.A. para o
diagnostico de brucelose, é o teste de aglutinacdo em tubo (National Veterinary
Services Laboratory — NVSL — US Department of Agriculture, Ames, IA). Apresenta
maior especificidade que o teste RSAT (Teste de aglutinacéo rapida em laminas), e
€ indicado para monitorar respostas sorolégicas (BROWN et al. 1976). Este teste
também foi modificado adicionando 2-mercaptoethanol, reduzindo a taxa de falsos
positivos (BADAKHSH et al. 1981, MATEU-DE-ANTONIO et al. 1994). Entre as
desvantagens de sua utilizacdo esta a dificuldade para detectar baixos titulos de
anticorpos que ocorrem na infeccao crénica e a possibilidade do fenbmeno prozona,
além de requerer 48 horas para fornecer o resultado (GEORGE & CARMICHAEL
1974). As taxas de resultados falsos aumentam com amostras hemolisadas (PUE et
al. 1986). Os soros que demonstraram prozona no teste de aglutinacdo em tubo dao
resultados positivos no RSAT (JOHNSON & WALKER 1992).

O teste de imunodifusdo em gel de agarose (AGID) requer muita experiéncia
na interpretacdo, sendo extremamente dificil diferenciar as reagfes falsas positivas
das linhas de precipitina formadas com os soros positivos (MATEU-DE-ANTONIO et
al. 1993). Este teste tem sido realizado tanto com a Brucella canis como com a
Brucella ovis, utilizando antigenos de parede, contendo principalmente LPS, ou
antigenos citoplasmaticos (FORBES & PANTEKOEK 1988; MATEU-DE-ANTONIO
et al.1993; CARMICHAEL & SHIN 1996).

Utilizando antigeno citoplasmatico, pode-se detectar anticorpos a partir de
cinco a dez semanas (CARMICHAEL & SHIN 1996), por até 68 meses pos-infeccao
mostrando-se adequado para diagnéstico de animais com infeccao crénica, quando
outros testes dao resultados negativos (PICKERILL 1970). Possui melhor
especificidade quando comparado com outros testes, mas ainda nao elimina reacdes
com outras Brucellas (JOHNSON & WALKER 1992; MATEU-DE-ANTONIO et al.
1993).
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O ensaio imunoenzimatico por adsor¢cdo em placa (ELISA) indireto, por ser

um método quantitativo mais sensivel e especifico, tem sido muito usado para
diagnéstico de doencas infecciosas dos animais domésticos, mostrando bons
resultados no diagnostico das Brucellas (BERTHELOT & GARIN-BASTUJI 1993;
MATEU-DE-ANTONIO et al. 1993; BALDI et al. 1994; MELO 1999).
Um ensaio imunoenzimatico (ELISA) utilizando extrato antigénico de uma cepa
variante menos mucoide de Brucella canis obtido em salina aquecida com 95,6% de
especificidade e 93,8% de sensibilidade foi desenvolvido anteriormente (MATEU-DE-
ANTONIO et al. 1993).

A utilizacdo de anticorpos monoclonais especificos para o antigeno “O” de
Brucella abortus para eliminar o LPS de parede, através de imunoadsorcéao,
contribuiu para a obtencéo de proteinas citoplasmaticas purificadas, especificas do
género Brucella, que foram utilizadas num ensaio imunoenzimatico (ELISA) bastante
aceitavel para o diagnostico de brucelose em cées (BALDI et al. 1997).

O ensaio por DOT-BLOT, em que se utiliza como suporte membranas de
nitrocelulose, com pequenas quantidades de amostras, entre 100 a 400 pg,
aplicadas como gotas tém-se mostrado um excelente teste com proteinas solluveis
no diagnodstico de doencas infecciosas. Desenvolvido por Hawkes e colaboradores
em 1982, € uma técnica simples, rapida e sensivel que vem sendo utilizada na
deteccdo de anticorpos em varios sistemas e na caracterizacdo de anticorpos
monoclonais (SANCHEZ 1996).

Com o objetivo de desenvolver um reagente multiprotéico para o diagndstico
de brucelose, proteinas citoplasmaticas recombinantes de Brucella sp. foram
testadas em um ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto com soros de caprinos,
ovinos e bovinos. A melhor especificidade foi obtida com trés proteinas
recombinantes: pl5, pl7 e p39 e a combinacdo de pl15-p39 mostrou muito mais
sensibilidade que o exame bacterioldégico, bem como testes sorolégicos classicos
para diagnostico de B. ovis em ovelhas (LETESSON et al. 1997).

A técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR — “Polimerase Chain
Reaction”) tem sido referida como um teste que identifica o patégeno especificando
a cepa de Brucella, porém, ainda pouco utilizado na rotina laboratorial
(SIFUENTESRINCON 1997). Relatos tém sido feitos sobre resultados de pesquisas

de deteccdo da Brucella em amostras de sangue e tecidos por meio de sondas de
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DNA e da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR — “Polimerase Chain Reaction”)

(HERMAN & HERMAN 1992; FOX et al 1998).

ASPECTOS GERAIS DE TESTES SOROLOGICOS PARA O DIAGNOSTICO DE
B. Canis (MELO 1999)

TESTE Sensibilidade Natureza do Caracteristicas basicas
relativa antigeno
(mg/dL)
AGID, <la? Parede celular Sensivel; dificil interpretacéo; FP
AGID, <la?2 Proteinas Altamente especifico; eficiente para infeccdes
citoplasmaticas cronicas; cruza com outras Brucellas.
AGLUTINACAO 0,01 Parede celular Sensivel; FP; necessita confirmacéo dos
positivos
ELISA <0,001 Parede celular/ | Experimental; bons resultados relatados com

proteinas
citoplasmaticas

LPS de B. canis e proteinas citoplasmaticas de
B. abortus.

AGID;= Imunodifusdo em gel de agarose com antigeno de parede
AGID,= Imunodifusédo em gel de agarose com antigeno citoplasmatico.
FP= Falsos Positivos
LPS= Lipopolissacarideo
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3. JUSTIFICATIVA/RELEVANCIA

O diagnéstico de Brucella canis no Brasil, com recomendacgéo do setor de
Defesa Animal da Secretaria da Agricultura do Estado da Bahia, € o método de
imunodifusdo em gel de agarose (IDGA) utilizando como antigeno produzido a partir
de um extrato soluvel de Brucella ovis comercialmente disponivel (Tecpar-Brasil). A
técnica de IDGA apresenta reacdes inespecificas, gerando falsos positivos,
necessitando de até 72hs para fornecer resultados. Muitas vezes torna-se
necessaria a confirmacao por um teste mais especifico.

Os reagentes para testes de aglutinagéo rdpida e lenta ndo estdo, da mesma
forma, padronizados e disponiveis comercialmente no Brasil, necessitando
protocolos demorados e onerosos para importacdo, além de também apresentarem
o problema de falsa positividade, requerendo posterior confirmacdo. Apesar de
existirem alguns “kits” de diagndstico de brucelose bovina e ovina por meio de outras
técnicas (ELISA e Fixacdo de Complemento) para importacdo, ndo existem registro
de reagentes padronizados e disponiveis comercialmente para outros imunotestes
de Brucella canis disponiveis no mercado nacional ou internacional.

A proposta deste estudo foi estudar dois extratos sollveis obtidos a partir de
células de Brucella canis e avaliar seu uso em ELISA Indireto. Esse teste,
devidamente validado, podera ser reconhecido para uso comercial, a ser aplicado
em estudos epidemiolégicos e no controle da doenca, bem como na rotina

diagnéstico e por clinica de pequenos animais.
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4. OBJETIVOS:

41. GERAL

Comparar o perfil eletroforetico em SDS-PAGE e a antigenicidade de dois
extratos solUveis de Brucella canis, preparados de diferentes formas, reconhecidos

por Ig G sérica canina.

4.2. ESPECIFICO

» Preparar extratos soluveis de células de Brucella canis tratadas por calos

e ultra-som
= Comparar o perfil eletroforético dos extratos em SDS-PAGE

= Testar por ELISA Indireto a imunoreatividade de IgG sérica canina a
preparados de células de Brucella canis, produzidos pelo Laboratorio de

Imunologia e Biologia Molecular- ICS-UFBA;

= Comparar os perfis de reconhecimento de IgG sérica canina aos extratos

soluveis por ELISA e Western Blotting.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. AMOSTRAS DE SOROS

Foram utilizadas nesse estudo 765 amostras de soros de caes domiciliados da
cidade de Salvador e area metropolitana com sorologia desconhecida, 92 amostras de
soros testadas pelo método IDGA com antigeno de Brucella ovis (Tecpar-Brasil),
provenientes do Centro de Controle de Zoonoses da cidade de Sdo Paulo, sendo 45
positivas e 47 amostras negativas. Para o calculo do valor de corte foram utilizados 21
amostras de soros de filhotes de caes saudaveis provenientes do biotério do Centro de
Pesquisa Goncgalves Muniz (CPqGM-fiocruz) — Salvador —Ba.

As amostras utilizadas como controles positivo e negativo foram
provenientes da Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria (FEPAGRO) —
Porto Alegre / RS. O controle positivo (Tecpar-Brasil), foi obtido de uma cadela
positiva na IDGA com antigeno de Brucella ovis, quadro clinico compativel e
confirmado pelo isolamento microbiolégico. Foram também utilizadas duas
amostras de alto e médio titulo confirmadas por fixacdo de complemento, segundo
as especificacdoes, e amostras utilizadas como controle negativo proveniente do
Departamento de Agricultura/lUSA — Ames, (IOWA) da National Veterinary
Laboratory Services —USA (NVSL).

5.2. CULTURAS DE Brucella Canis

Colbnias de B. canis isoladas, identificadas e catalogadas, provenientes de
Laboratério de referéncia (FEPAGRO — RS), foram cultivadas no Laboratorio de
Bacterioses da Escola de Medicina Veterinaria da UFBA e Laboratorio de
Microbiologia (ICS- UFBA) de acordo com CARMICHAEL et al (1974) e por MATEU
de ANTONIO et al (1993), segundo a qual bactérias foram cultivadas em placas

contendo o0 meio agar triptose por 48 horas a 37°C em aerobiose. As colbnias
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crescidas foram ressuspensas em salina tamponada com fosfato (STF) 0,15M
pH7,2. Aproximadamente 1,5 mL da suspenséo bacteriana foram inoculados em
frascos de Roux contendo 100 mL de meio e novamente incubados a 37°C por 48
horas. Apés a incubacédo, foram adicionados 10 mL de SFT estéril para coleta das
colonias crescidas em cada frasco. O material assim removido foi aquecido a 56°C
por uma hora para inativacdo das bactérias, filtrado em gaze estéril e centrifugado a
10.000xg por 20 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e a massa
bacteriana Umida lavada duas vezes em STF, pesada e congelada a —20°C.

A inativacdo das bactérias foi conferida por semeadura em meio agar-triptose

durante 72 horas, verificando-se auséncia de crescimento.

5.3. OBTENCAO DOS EXTRATOS SOLUVEIS DE Brucella Canis

Extratos antigénicos sollaveis, obtidos por calor e por ultra-som foram
preparados a partir de células de B. canis de acordo com a técnica descrita por
MYERS et al (1972), com algumas modifica¢cdes.

Para a dosagem de proteinas de cada extrato, foi utilizado o método de
LOWRY et al (1951).

5.3.1- Extrato soluvel obtido por Ultra-som

A massa bacteriana inativada umida (2g) foi lavada e ressuspensa em 10 mL
de STF 0,15M pH7,2 e mantida constantemente em banho de gelo. Foram aplicados
trés ciclos de 60 segundos a 40Hz em ultra-som (Branson Sonifier 450), com
intervalos de um minuto entre os ciclos. A solucao de aspecto homogéneo foi entao
centrifugada 12.000 xg durante 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi fracionado e

congelado a —20°C.
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5.3.2- Extrato soluvel obtido por calor

A massa bacteriana inativada umida (2g) foi lavada e ressuspensa em 10 mL
de STF 0,15M pH7,2 e submetidas a temperatura de 120°C em autoclave, durante
20 minutos. ApoOs centrifugacdo a 12.000 xg durante 20 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi separado, fracionado e congelado a —20°C.

5.4. ENSAIO IMUNOENZIMATICO INDIRETO (ELISA INDIRETO)

No ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto, delineado de acordo com
MATEU-DE-ANTONIO et al (1993) e MELO (1999) foram utilizados o extrato soluvel
de B. canis obtido pelo calor (Labimuno) e o extrato solivel de B. canis sonicado
(Labimuno). Para a padronizacdo da técnica, as concentragbes protéicas de
antigenos e as diluicdes do conjugado e dos soros foram determinadas por titulacao
em série (CARPENTER, 1997). Os extratos soluveis de B. canis foram utilizados na
concentracdo protéica de 5,0 ug/mL em microplacas de poliestireno de fundo plano
(Corning-USA) de 96 pocos. As placas foram sensibilizadas com de 50 pl antigeno
em tampdo carbonato-bicarbonato 0,05M pH 9.6, e incubadas em camara Uumida
durante a noite a 4°C. As placas foram lavadas cinco vezes com 200ul por poco de
STF 0,15M pH7,2 contendo 0,05% de Tween-20 (STF-Tween).

O bloqueio foi feito com 200uL, por poco, da solucdo de leite desnatado a 5%
em STF-Tween 0,05% e incubados em camara umida durante duas horas a 37°C e
posteriormente lavadas cinco vezes com STF-Tween.

As amostras de soros (padrdes e testes) foram adicionadas as placas, em
duplicata, no volume de 50uL por poco, diluidas em solucéo de leite desnatado a 1%
em STF-Tween incubadas a 37°C durante 1 hora em camara Umida. As placas
foram lavadas cinco vezes com STF-Tween.

O conjugado (Imunoglobulina de coelho anti-lgG [molécula inteira - H+L] de
cdo com peroxidase - Sigma n° A-9042) na diluicdo 1:20.000 em STF-Tween, foi
adicionado no volume de 50 pL por poco e incubado a 37°C durante 1 hora em

camara umida. As placas foram lavadas cinco vezes com STF-Tween.
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O revelador contendo substrato e cromodgeno (OPD 0,4mg/mL em tampao
citrato-citrico 0,03M contendo H,0O, a 0,04%) foi adicionado no volume de 50uL por
poco e incubado por aproximadamente 30 minutos a temperatura ambiente
protegido da luz. A reacao foi interrompida com 25 pL de H,SO, 4N e a leitura da

absorbancia foi realizado em Leitor de Elisa (Bio Rad) em filtro de 492 nm.

5.4.1 Cé&lculo do valor de corte

O calculo do valor de corte dos testes foi feito de acordo com FREY et al
(1998), com base no numero de amostras de soros negativos, tendo sido utilizados
21 amostras de filhotes saudaveis, e no intervalo de confianca desejado, utilizando-

se a formula:

Valor de corte = média das leituras de D.O. dos negativos+desvio padrdo x f

Onde f = valor determinado em tabela, correspondendo aos niveis de confianca
variando de 95% a 99,9% e tamanho da amostra variando de dois a 30 controles,
com base na distribuicéo t de Student.

5.4.2 Calculo da D.O. corrigida (DOC)

Para cada amostra, a DOC foi determinada multiplicando-se o fator de

correcdo entre placas (FC) pela leitura da D.O. encontrada, que é dado pela formula,
de acordo com MARGNI (1997):

FC = média da D.O. do positivo-padréo da placa de referéncia

média da D.O. do positivo-padrdo de cada placa

Portanto, | DOC = DO x FC
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5.4.3. Calculos estatisticos e de concordancia entre antigenos

Os valores de D. O. obtidos nos ELISAs com antigenos soluveis preparados
pelo calor e por ultra-som e na IDGA foram comparados entre si por determinacao
do Indice Kappa de concordancia e correlagdo de Spearman (FISHER 1993;
ARMITAGE & BERRY 1994).

5.4.4. Calculo da especificidade, sensibilidade, valores preditivos e

eficiéncia

Para o calculo da especificidade, sensibilidade e do valor preditivo, foram
utilizados os 92 soros provenientes do CCZ-SP com resultados de diagndstico por
IDGA, teste indicado pelo Ministério da Agricultura do Brasil para diagnéstico de
brucelose canina. De acordo com FERREIRA et al (1996), foram utilizadas as

seguintes formulas:

Sensibilidade = positivos verdadeiros

positivos verdadeiros + negativos falsos

Especificidade = negativos verdadeiros

positivos falsos + negativos verdadeiros

Valor preditivo + = positivos verdadeiros

positivos verdadeiros + positivos falsos

Valor preditivo - = negativos verdadeiros

negativos falsos + negativos verdadeiros

Eficiéncia = positivos verdadeiros + negativos verdadeiros

positivos verdadeiros + positivos falsos + negativos verdadeiros +negativos falsos
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55 ELETROFORESE EM GEL DESNATURANTE DE POLIACRILAMIDA
(SDS-PAGE)

A eletroforese foi realizada em gel homogéneo de poliacrilamida a 12%
(12%T, 2,7%C) desnaturante, contendo dodecil sulfato de sddio (SDS), em sistema
descontinuo, com 1,5mm de espessura, de acordo com sistema desenvolvido por
LAEMMLI (IN: GARFIN 1990; GALLAGHER & SMITH 1991; KITTELBERGER et al
1998). O gel de empilhamento foi preparado na concentracdo de 4%. O aparato
montado contendo os géis foi colocado em um tanque para eletroforese contendo
tampéao de corrida (TRIS 0,025M; Glicina 0,192M; SDS 0,1%; pH 8.3).

As amostras do extrato de B. canis obtidas pelo calor e ultra-som, foram
diluidas na proporc¢éo de 1:4 no tampao de amostra (2,4 mL de TRIS-HCI 1M pH 6.8;
0,8g de SDS; 18 mg de azul de bromofenol; 4,0 mL de glicerol; 1,9 mL de 2-
mercaptoethanol; 4gua destilada g.s.p. 10 mL), aquecidas a 95° C durante 5 minutos
e colocadas nos pocos formados no gel de empilhamento (cerca de 50ug por pogo),
da mesma forma que o padrdo de peso molecular (LMW — Pharmacia). A corrida foi
estabelecida em corrente constante de 20 a 25 mA. Parte do gel foi corado com Azul
de Coomassie R250. O gel destinado a técnica de Western Blotting foi
eletrotransferido para membrana de nitrocelulose (Millipore) por 60 minutos a 100 V
em tampao de transferéncia (TRIS 0,025M; Glicina 0,193M; Metanol 20% v/v) para a
subsequente coloracgdo com Vermelho de Ponceau (S) e reacdo de

“Immunoblotting”.

5.6 WESTERN BLOTTING

Todos 0s soros positivos e negativos provenientes do CCZ-SP (92 amostras)
analisados por ELISA indireto e pela IDGA, foram analisadas no Western blotting,
para avaliacdo da sua reatividade aos extratos sollveis de B. canis com protocolos
cldssicos descritos (TEIXEIRA-GOMES et al 1997; GALLAGHER et al 1998;
KITTELBERGER et al 1998) com algumas adequacdes. Apés eletrotransferéncia, a
membrana foi bloqueada com uma solucéo de leite desnatado a 5% em STF-Tween,
por incubacdo a 4°C, durante toda a noite. A membrana bloqueada foi cortada em

tiras de 4-5mm que foram submetidas a cinco lavagens com STF-Tween. As tiras
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foram incubadas com os soros (controles negativo, positivo e amostras-testes),
diluidos 1:100 em uma solucdo de leite desnatado a 1% em STF-Tween a 37°C,
durante 1 hora. As membranas foram lavadas cinco vezes com STF-Tween. A
incubacdo das membranas com o conjugado (Imunoglobulina de coelho anti-IgG
[molécula inteira — H + L] de cdo com peroxidase - Sigma n° A-9042), diluido a 1:500
em STF-Tween com BSA foi feita a 37°C, durante 1 hora. As membranas foram
lavadas cinco vezes com STF-Tween. Em seguida a solucéo reveladora foi utilizada
diluindo-se a solucdo-méae de 4-Cl-1-Naftol (4-Cl-1-Naftol a 0,3% em Metanol) a 1:5
em STF e acrescentando—se 0,3uL/mL de H,O, a 30% durante 15 a 30 minutos a
temperatura ambiente, protegida da luz. As bandas reagentes apresentaram cor
visivel a olho nu. O substrato foi removido e as membranas lavadas com &gua
destilada. Foram feitos os registros do perfil de bandas que foram reconhecidos pelo

soro de cada animal analisado.
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6. RESULTADOS

6.1. ENSAIO IMUNOENZIMATICO INDIRETO UTILIZANDO EXTRATO
SOLUVEL OBTIDO POR CALOR (ELISA INDIRETO EXTRATO
AQUECIDO)

6.1.1. Soros de caes domiciliados

As 765 amostras de soros de cdes domiciliados da cidade de Salvador e
area metropolitana com reatividade desconhecida para brucelose canina foram
testadas por ELISA Indireto com extrato soltuvel antigénico obtido por calor a partir
de células de B. canis (LABIMUNO), utilizado para sensibilizar as placas. A
técnica indicou uma positividade de 10% (n=79) com valor de D.O de limite de
corte de 0,235 (Tabela 01 e 02).

Os valores das leituras de D.O. variaram de 0,07 a 0,79 (média =0,162; DP =
0,076). As leituras dos soros negativos variaram de 0,07 a 0,235 (média = 0,143; DP
= 0,036) e dos soros positivos de 0,237 a 0,7 (média = 0,330; DP = 0,111). A razdo
entre a media dos positivos e média dos negativos foi de 2,31 e a razdo entre a
maior D.O. e a media dos negativos foi de 5,52 (Tabela 02).

A distribuicdo dos resultados do ELISA indireto com preparado antigénico de
Brucella canis obtido pelo calor das 765 amostras de soros de caes estdo

demonstradas no Gréfico 01.

6.1.2. Soros de cées testados pelo CCZ-SP por IDGA

Uma amostragem de 92 soros caninos testados pelo método IDGA, no Centro
de Controle de Zoonoses da cidade de Sdo Paulo diagnosticados como 45 soros
positivos e 47 soros negativos, foram testados pelo ELISA Indireto utilizando-se
como antigeno extrato soltuvel preparado por calor. Dos 45 soros positivos na IDGA
apresentaram-se, neste ELISA, como positivos 23 soros e como negativo 22 soros.
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Das 47 amostras de soros negativas na IDGA, 3 soros apresentaram-se cComo
positivos e 44 negativos (tabela 03).

6.2. ENSAIO IMUNOENZIMATICO INDIRETO UTILIZANDO Extrato
ANTIGENICO OBTIDO POR ULTRA-SOM (ELISA indireto sonicado).

6.2.1. Soros de caes domiciliados

As 765 amostras de soros de caes domiciliados da cidade de Salvador e area
metropolitana com reatividade desconhecida para brucelose canina foram testadas
por ELISA Indireto com preparado antigénico obtido por ultra-som a partir de células
de B. canis (LABIMUNO), utilizado para sensibilizar as placas. A técnica indicou uma
positividade de 24% (n=187) com valor de D.O. de limite de corte de 0,350 (Tabela
01l e 02).

Os valores das leituras de D.O. variaram de 0,09 a 1,19 (média =0,285; DP =
0,167). As leituras dos soros negativos variaram de 0,09 a 0,347 (média = 0,211; DP
= 0,063) e dos soros positivos de 0,354 a 0,1,19 (média = 0,519; DP = 0,172). A
razao entre a média dos positivos e média dos negativos foi de 2,46 e a razao entre
a maior D.O. e a média dos negativos foi de 5,64 (Tabela 02).

A distribuicdo dos resultados do ELISA indireto com preparado antigénico de
Brucella canis obtido pelo ultra-som nas 765 amostras de soros de caes estao

demonstradas no Gréafico 02.

6.2.2. Soros de caes testados pelo CCZ-SP por IDGA

Os 92 soros caninos testados pelo método IDGA, no Centro de Controle de
Zoonoses da cidade de Sao Paulo diagnosticado 45 soros positivos e 47 soros
negativos, foram testadas pelo ELISA Indireto, utilizando como antigeno extrato
soluvel preparado por ultra-som. Dos 45 soros positivos na IDGA apresentaram-se,
neste ELISA, como positivos 31 soros e como negativo 14 soros. Das 47 amostras
de soros negativas na IDGA, 8 soros apresentaram-se como positivos e 39
negativos (tabela 04).
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Tabela 1. Resultado da reatividade dos soros de cdes domiciliados de Salvador e area Metropolitana
analisados pelo ELISA Indireto com extrato soltvel de Brucella canis obtido pelo calor e
ultra-som.

ELISA Aquecido

ELISA Sonicado

+ -
+ 62 17 79
- 125 561 686
total 187 578 765

Tabela 2. ELISA Indireto com extrato antigénico de Brucella canis obtido pelo calor e ultra-som.

ELISA B.canis ELISA B.canis
TESTES (Aquecido) (Sonicado)
Limite de corte 0,235 0,350
Percentual dos positivos (%) 10 24

DO média total e desvio padrao total

DO média e desvio padrao dos negativos

DO média e desvio padrédo dos positivos

Razédo média dos positivos/média dos negativos
Razao da maior DO/média dos negativos

0,162 (0,076)

0,143 (0,036)

0,330 (0,111)
2,31
5,52

0,285 (0,167)

0,211 (0,063)

0,519 (0,172)
2,46
5,64

Tabela 3. Comparacéo da reatividade dos soros de cées (CCZ-SP) analisados por IDGA (Tecpar-
Brasil) e ELISA Indireto com extrato antigénico de Brucella canis obtido pelo calor.

IDGA

ELISA Aquecido Total
T -
23 22 45
3 44 47
26 66 92

Tabela 4. Comparacao da reatividade dos soros de caes (CCZ-SP) analisados por IDGA (tecpar-
brasil) e ELISA Indireto com extrato antigénico de Brucella canis obtido pelo ultra-som.

ELISA Sonicado

IDGA| +

+ -
31 14 45
- 8 39 47
39 53 92
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Gréfico 1- Distribuicdo da freqiiéncia dos 765 soros de cdes domiciliados em Salvador e Area
Metropolitana no ELISA Indireto com extrato soluvel aquecido de B. canis
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Gréfico 2- Distribuicdo da freqiiéncia dos 765 soros de cies domiciliados em Salvador e Area
Metropolitana no ELISA Indireto com extrato solGvel sonicado de B. canis
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6.3. ANALISE ESTATISTICA E CONCORDANCIA ENTRE REATIVIDADE
ANTIGENICA

Para analise estatistica de correlacdo dos resultados encontrados nos
estudos das amostras nos ELISAs, utilizando os dois antigenos aquecido e
sonicado, foi aplicado o teste de Spearman. O valor encontrado de 0,68 indica
correlagdo meédia significativa. As distribuicbes da amostras podem ser observadas
no gréfico 03.

A tabela 05 mostra o célculo da sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo, valor preditivo negativo e eficiéncia realizados com 92 soros, doados pelo
CCZ-SP, com resultados conhecidos pela IDGA, que € atualmente o teste indicado
pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento do Brasil para diagndstico
de brucelose canina. Observa-se uma sensibilidade de 51% para o ELISA utilizando
extrato sollvel obtido por calor (ELISA Aquecido) e 69% para ELISA utilizando
extrato soluvel obtido por ultra-som (ELISA Sonicado). A especificidade encontrada
foi de 94% para o ELISA Aquecido e 83% para ELISA Sonicado. O valor preditivo
positivo foi de 89% para o ELISA Aquecido e 80% para ELISA Sonicado, ja o valor
preditivo negativo foi de 67% para o ELISA Aquecido e 74% do ELISA Sonicado. A
eficiéncia do ELISA Aquecido foi de 73% e para ELISA Sonicado foi de 76%.

Os valores de Kappa observados na Tabela 06 foram calculados com os
resultados dos 765 soros de cdes analisados nos ELISAs utilizando extrato solivel
obtido por calor (aquecido) e extrato sollivel obtido por ultra-som (sonicado).
Também foram analisados os 92 soros com resultados conhecidos pela IDGA. O
indice de concordancia entre os testes de ELISA aquecido e sonicado foi de k= 0,38.
O ELISA aquecido apresentou concordancia com a IDGA de x=0,45 e o ELISA

sonicado e a IDGA com k= 0,52.
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Grafico 3- Correlacao entre reatividade dos soros caninos domiciliados analisados pelos ELISAs
Aquecido e Sonicado.

Tabela 5. Analise dos ELISAs com antigenos obtidos de B. canis por calor e ultra-som.
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Cn s LA
Sensibilidade 51 % 69 %
Especificidade 94 % 83 %
Valor preditivo + 89 % 80 %
Valor Preditivo - 67 % 74 %
Eficiéncia 73 % 76 %

Tabela 6. Analise da concordancia (Kappa) dos testes de reatividade a Brucella canis com as
amostras de soros de cées.

Testes Kappa (k) n

ELISA Aquecido
X 0,38 765
ELISA sonicado

ELISA Aquecido

X 0,45 92
IDGA
ELISA Sonicado
X 0,52 92

IDGA




4

6.4. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE) E
WESTERN BLOTTING

Na eletroforese (SDS-PAGE 12%), o extrato aquecido apresentou um perfil de
cerca de 15 bandas coradas no gel com Azul de Coomassie com o0 peso molecular
variando aproximadamente entre 90 KDa e 10 KDa. O extrato sonicado na
eletroforese (SDS-PAGE 12%) foram observadas cerca de 30 bandas coradas no
gel com Azul de Coomassie com o0 peso molecular variando aproximadamente entre
60 KDa e 10 KDa (Figura 01). O Immunoblotting foi realizado utilizando os soros de
animais testados na IDGA (CZZ-SP) e nos ELISAs aquecido e sonicado ( Figuras
02 a 06).

No Immunoblotting com o extrato antigénico soluvel de Brucella canis obtido
por calor (extrato aquecido), os animais positivos, em ambas técnicas, IDGA e
ELISA, reagiram fortemente com bandas que variaram de 91 KDa a 11 KDa com
maior freqUéncia as bandas 65 KDa, 58 KDa, 56 KDa, 18 KDa e 12 KDa (Figura 02).
Os soros dos animais negativos, na IDGA e no ELISA ndo reconheceram bandas
(Figura 04). Dos soros negativos na IDGA e no ELISA Aquecido, dois soros reagem
positivos no Extrato sonicado com bandas de aproximadamente 65 KDa e 58 KDa
(Figura 03).

No extrato antigénico solUvel obtido por ultra-som (extrato sonicado) 0s soros
positivos na IDGA e ELISA reagiram fortemente com bandas que variaram de 128
KDa a 12 KDa. As bandas mais frequentes foram com peso molecular de 68 KDa, 52
KDa, 46 KDa, 38 KDa, 28 KDa, 18 KDa e ndo apresentaram reacao nas membranas

incubadas com soros negativos nos mesmos testes soroldgicos (Figura 05).
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<4 94 KDa

Figura 1. Gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE 12%) corado pelo Coomassie blue
R250 com extrato sollvel de B. canis
obtidos por ultra-som (a), calor (b) e (c)
<4 30 kDa padrdo de baixo peso molecular (LMW-
Pharmacia).

<«— 43 kDa

<«—— 20.1kDa

14.4 kD
h a

65 KDa  Figura 2. Immunoblotting representativo

58 KDa 0o extrato soltvel de B. canis obtido por
calor em membranas de nitrocelulose

56 KDa  com soros positivos na IDGA e ELISA
Indireto.

t1t

18 KDa

12 KDa

Pt
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Figura 3. Immunoblotting representativo do
extrato soltvel de B. canis obtido por calor
em membrana de nitrocelulose com soros
negativos na IDGA , ELISA Indireto com
antigeno obtido por calor e positivos ELISA
Indireto com antigeno obtido por Ultra-som.

Figura 4. Immunoblotting representativo do
extrato solGvel de B. canis obtido por calor
em membrana de nitrocelulose com soros
negativos na IDGA e ELISA Indireto.
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Figura 5. Immunoblotting
representativo  do  extrato
solGivel de B. canis obtido por
ultra-som em membrana de
nitrocelulose ~ com  soros
positivos na IDGA e ELISA
Indireto.

Figura 6. Immunoblotting
representativo do extrato soltvel
de B. canis obtido por ultra-som
em membrana de nitrocelulose
com soros negativos na IDGA e
positivos no ELISA Indireto.
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7. DISCUSSAO

Existe uma grande variedade de antigenos considerados bons, sendo
utilizados para o imunodiagnostico de Brucella canis. Sabe-se, entretanto, que 0s
resultados sao frequientemente duvidosos, além da dependéncia essencial da
experiéncia e pericia técnica e interpretacdo dos poucos testes comercialmente
disponiveis, que sdo: o Teste rapido de aglutinacdo em placa com 2-
mercaptoethanol (TRAP-2 Me) e o Teste de aglutinacdo em tubo também com 2-
mercaptoethanol (TAT-2 Me). Disponivel comercialmente no Brasil encontra-se a
Imunodifusdo em gel de agarose (IDGA), teste recomendado para o diagnéstico de
brucelose canina pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento.

O isolamento com identificacdo da bactéria continua sendo o método indicado
para confirmacdo segura do diagndéstico. Apesar de ser demorado, trabalhoso,
requer pessoal especializado podendo ocorrer falsos negativos por falha nas fases
abacterémicas da doenca. Em decorréncia do diagnostico clinico ser muito dificil,
torna-se necessario o auxilio de métodos laboratoriais que possibilitem seu
esclarecimento. A sorologia consiste no método atual utilizado para avaliagdo de
cédes reprodutores antes de sua atividade ou para confirmacéo da suspeita clinica de
brucelose. Alguns testes sorolégicos vém sendo empregados por Varios
pesquisadores em todo o mundo, mas ainda ndo se obteve uma técnica ideal
(MATEU-DE-ANTONIO et al 1993; BALDI et al 1994; CARMICHAEL & SHIN 1996).

As diferentes técnicas empregadas no diagnéstico e atualmente disponiveis
no comeércio internacional, apresentam caracteristicas e principios diversos. Os
TRAP, TAT, IDGA sao técnicas de interacdo secundaria que precisam ser mais bem
discutidas e redirecionadas quando os resultados sao negativos. Por apresentarem
diferencas nas reagcfes em presenca de excesso de antigenos ou de anticorpos nos
casos de soros com resultados negativos, os mesmos devem ser titulados e
submetidos repeticdo do teste. Ja os ELISAs, Immunoblotting, Western blotting a
titulacdo é indicada em situacdes especiais de padronizacéo de limites de corte das
reacoes (CARMICHAEL & SHIN 1996).
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Outros fatores, como a hemdlise, interferem em quase todos as técnicas de
interacdo secundaria, ndo tendo sido observado nas execug¢fes técnicas ou nas
revisdes de interacdes primarias.

Antigenos de parede celular de Brucella ovis, contendo principalmente
lipoproteinas e LPS especificos de cepas rugosas do género Brucella, utilizados nos
testes de interacdo secundaria, reagem com anticorpos que aparecem na fase inicial
da infeccéo, a partir de cinco semanas apds o contato com o agente. Entretanto, &
dificil definir as linhas de precipitacdo decorrentes de reacdes especificas, cuja
diferenciacdo das linhas inespecificas (positivos falsos) depende da aparéncia das
linhas de identidade parcial (MELO 1999). Tal aspecto é ainda mais evidente em
soros provenientes de animais em fases muito precoces ou fases crbnicas da
infeccao (CARMICHAEL & SHIN 1996).

Antigenos citoplasmaticos de B. canis, livres de LPS, foram preparados na
busca de maior especificidade e capacidade de detectar anticorpos por longos
periodos de tempo, nao identificando, entretanto, infeccbes com menos de dois
meses de duracdo - fase em que outros testes dao resultados positivos ou
suspeitos (BALDI et al 1994). Estes antigenos, livres de LPS, ndo permitem a
diferenciacdo entre Brucella canis e as outras espécies desse género, (MATEU-
DE ANTONIO et al 1994).

A utilizacdo do ELISA apresenta uma série de vantagens sobre os outros
testes. E uma técnica mais sensivel, sendo capaz de detectar anticorpos em niveis
menores do que outras técnicas; 0 que ocorre com soros positivos de baixo titulo
(GAD EL-RAB & KAMBAL 1998). H&4 ainda a possibilidade levantada e discutida na
tltima década de, pelo titulo de anticorpos reagentes, se identificar o estagio da
doenca e avaliar a magnitude da resposta imune do paciente (BALDI et al 1994).

O uso de antigenos citoplasmaticos e de parede, utilizando outras cepas de
Brucella, no ELISA vem sendo estudado por varios autores. BALDI et al (1997),
utilizaram antigenos citoplasmaticos e demonstraram a satisfatoria eficiéncia da
técnica. MATEU-DE-ANTONIO et al (1993), porém, descreveram a pobre
capacidade de adsorcdo desse antigeno a placa de poliestireno. O ELISA indireto
com extrato bacteriano de Brucella canis obtido por calor, mostrou ser promissor
como técnica pratica, rapida, sensivel e objetiva (MELO 1999).

Existem publica¢des elucidando as vantagens do uso de proteinas especificas
recombinantes para sensibilizar placas em ELISAs Indiretos (BALDI et al 1997,



47

LETESSON et al 1997), mas sua producdo ainda demanda equipamentos
dispendiosos de tecnologia de ponta. Apesar de alguns estudos evidenciarem uma
reducdo da sensibilidade devido a importante perda de determinantes
conformacionais no processo de obtencdo do antigeno, possivelmente, sera no
futuro uma alternativa tecnicamente proxima do ideal (KITTELBERGER et al 1998).

A partir de colbnias isoladas de um animal infectado no Brasil (FEPAGRO-RS)
descartou-se a necessidade de importacdo de colonias desenvolvidas e
comercializadas internacionalmente para a producdo de antigenos. Neste trabalho
0os dois extratos antigénicos obtidos por métodos diferentes foram destinados a
sensibilizagao de placas para ELISA Indireto e posteriormente comparados.

Os dados da reatividade nos ELISAs neste trabalho foram comparados com
os dados obtidos pelo CCZ-SP por ser um 6rgao de controle de zoonoses e que
utiiza a IDGA/TECPAR recomendado pelo Ministério da Agricultura. O extrato
solavel de Brucella canis submetido ao calor quando comparado com os resultados
da IDGA/TECPAR, obteve a sensibilidade de 51%, especificidade de 94% e indice
Kappa de concordancia de 0,45, considerado moderado. Estes dados diferem dos
achados de MELO (1999), que comparavam os resultados da IDGA/TECPAR, com
ELISA utilizando antigenos obtido por calor, obtendo 91% de especificidade e 95%
de sensibilidade. Mostrou também, na suas condicbes de amostragem, um indice
Kappa de concordancia de 0,84, considerado excelente. Provavelmente a variacao
dos dados obtidos com a mesma cepa e condicbes deve-se a variacdo da
amostragem utilizada, uma vez que o0s soros eram de outra procedéncia e 0 nimero
de amostras muito menor. A analise de sensibilidade e especificidade do presente
trabalho utilizou um nimero de animais bem maior do que utilizado no periodo por
MELO 1999. O teste de IDGA nao demonstrou ser um teste de referéncia para a
utilizacdo do célculo de especificidade e sensibilidade.

Analisando os resultados do ELISA utilizando o extrato solGvel obtido por
ultra-som a partir de Brucella canis com os resultados da IDGA/TECPAR, o ELISA
obteve sensibilidade de 69%, especificidade de 83% e indice Kappa de
concordancia de 0,52 , também considerado moderado.

Os valores devem ser recalculados a partir da reatividade de soros
provenientes de animais diagnosticados por isolamento bacterianos ou por PCR.

O ELISA Indireto utilizando antigeno obtido por ultra-som a partir de Brucella

canis, que contém uma quantidade maior de proteinas, apresentou niveis muito
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elevados de leituras de DO, com o seu limite de corte determinado em 0,350 a 492
nm, bastante superior ao do outro ELISA com antigenos obtidos por calor, que foi
determinado em 0,235 nas mesmas condi¢cdes. Mesmo havendo varios critérios para
a eleicdo do grupo de amostras negativas destinado ao céalculo do valor do limite de
corte, a selecdo, para esses ELISAs, de soros de filhotes saudaveis de animais
controle de biotério eleito para célculo é justificado pela bibliografia que afirma que a
maior frequiéncia de casos encontra-se em animais em idade reprodutiva entre 18 e
24 meses.

Mesmo que o0 extrato antigénico tratado por ultra-som nao seja livre de LPS, o
que diminuiria sua especificidade para o diagnéstico da brucelose canina segundo
GEORGE & CARMICHAEL (1978), parece ser melhor que o obtido por calor.

Estudos nas Técnicas de SDS-PAGE e “Immunoblotting” para a comparagao
dos perfis eletroforéticos e reatividade dos extratos solUveis utilizados nos ELISAs
evidenciou a presengca da maioria das bandas com diferentes pesos moleculares,
sugerindo diferencas nas composic¢des e consequientemente na antigenicidade.

O aguecimento, a presenca de lipidios, lipoproteinas ou LPS pode dificultar o
“carregamento” de cargas negativas e assim impossibilitar de anular as outras
caracteristicas da proteina além do peso molecular. O aguecimento pode desnaturar
tanto a proteina que, mesmo que ela fosse originalmente a mesmo componente do
extrato obtido por ultra-som ndo poderia ser identificado no reconhecimento do
imunoblotting com soros de animais.

A reatividade especifica dos dois extratos sollveis foi analisada no
“Immunoblotting” utilizando os soros de animais testados na IDGA (CZZ-SP) e
ELISAs aquecido e sonicado.

Para o extrato soltvel obtido por calor, foram observadas bandas especificas
de aproximadamente 65 KDa, 58 KDa, 56 KDa, 18 KDa e 12 KDa. Os animais
negativos, tanto para a IDGA e ELISA ndo reconheceram bandas no
“Immunoblotting” para o preparado antigénico de Brucella canis obtido por calor.
Provavelmente 2-mercaptoethanol e o SDS desfagcam algumas ainda mais
determinantes tornando-os nao reconhecidos, a diferenca do que ocorre com a
reatividade no ELISA.

No extrato soluvel obtido por ultra-som os soros positivos para IDGA e ELISA
foram classificadas como especificas as bandas com peso molecular de 68 KDa, 52
KDa, 46 KDa, 38 KDa, 28 KDa, 18 KDa. Estas bandas foram reconhecidas com
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maior frequéncia pelos soros positivos e ausentes nas membranas dos soros
negativos nos testes soroldgicos.

Apenas uma proteina com aproximadamente 18 KDa reativa nos dois extratos
antigénicos soluveis foi reconhecida pelos soros positivos.

O presente estudo concorda com os dados de CARMICHAEL et al 1989 que
caracterizou antigenos de Brucella canis utilizando soros de cées infectados e
também reconheceu as bandas de 18 KDa e 68 KDa no antigeno citoplasmatico.
MELO 1999, caracterizou como especificas no extrato protéico obtido por calor
apenas as bandas de 61 KDa e 55 KDa, em analise com um namero menor de soros
quando comparados com 0 nosso estudo. J& no extrato protéico obtido por ultra-
som, 0 mesmo estudo descreve apenas 46 KDa, 38 KDa e 28 KDa.

BALDI em, 1997, descreve a utilizacdo de uma proteina citoplasmatica com
18 KDa de Brucella spp para utilizacdo em Elisa para diagndéstico de brucelose

canina.
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CONCLUSOES

Os soros de caes domiciliados testados apresentaram diferentes
porcentagens de positividade nos ELISAs, sendo de 10% com extrato soluvel

obtido por calor e 24% por ultra-som;

A analise estatistica de correlacédo dos resultados encontrados nos estudos
dos dois antigenos obtido por calor e ultra-som indicou uma correlacdo média

significativa;

A sensibilidade do ELISA utilizando extrato soluvel obtido por calor -ELISA
Aquecido- foi menor (51%) que o ELISA utilizando extrato soluvel obtido por
ultra-som - ELISA Sonicado (69%);

A especificidade encontrada foi de 94% para o ELISA Aquecido e 83% para
ELISA sonicado;

O valor preditivo positivo foi de 89% para o ELISA Aquecido e 80% para
ELISA Sonicado;

O valo preditivo negativo foi de 67% para o ELISA Aquecido e 74% para
ELISA Sonicado;

A eficiéncia do teste para o ELISA Aquecido foi ligeiramente menor (73%)
que a do ELISA Sonicado (76%);

Os antigenos utilizados para os ELISAs Aquecido e Sonicado, mostram

diferentes perfis eletroforético em analise pela técnica SDS-PAGE.

A imunoreatividade do extrato antigénico soluvel de B. canis obtido por calor

(extrato aquecido), utilizando soros de animais positivos na IDGA e ELISA,
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apresentou com maior freqiéncia as bandas 65 KDa, 58 KDa, 56 KDa, 18
KDa e 12 KDa e o extrato obtido por ultra-som as bandas 68 KDa, 52 KDa, 46
KDa, 38 KDa, 28 KDa, 18 KDa;

O extrato preparado através do ultra-som apresentou-se melhor reagente

que o preparado pelo calor com os soros testados;

O teste ELISA Indireto com os extratos sollveis obtidos a partir de células de
B. canis mostrou ser uma técnica viavel, porém necessita ser avaliado com

soros de animais diagnosticados por isolamento bacterianos ou por PCR.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Submeter os ELISAs a uma nova analise utilizando soros de cées positivos

confirmados por isolamento da B. canis ou por PCR;
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Abstract

An indirect ELTSA test was developed Tor the diagnoais of Bracella cands infection in dog. A bactenal whole cell extract was wied a3 a
solid phase antigen, wwing B cands isolated from an infected animal. Sera from culture-positive and healthy negative animak were wed
intemal reference controls, The cut-off peint was determined by a mathematical formula Tor a statistically valid valwe, which defined the
uppser prediction limit, based on the upper tail of the tdstabution of 21 negtive control sem eadings, for the confidence level of 99.5%.
The sensitivity and spocificity of the ELISA test were 95% and 91%, respectively. The ELIS A test dhowed a significant concordan e index
(K =0.84) with the agar gl mmmunodi fusion st The reliabdity of the ELTSA Tor the detection of infected animals was established by a
double blind study testing 280 sem provided by serum banks from different diagnoatic and reseach institutions and analyeed by ROC

Cuive.
© 2007 Elsevier Lid. All dghts meserved.
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1. Introsduction

Canine brucellosis 1z a zoonotic bacterial infaction
whose clinical diagnosis 15 ditficult to perform (Berthelot
and Garin-Bastuji, 1993; Mateu-de-Antonio et al, 1993;
Carmichas] and Shin, 1996), Human mfsctions have been

Abbrevsanion s ELIEA, suzpme-lnked moumosorbens assay; AGID, agar
gl imvnnodifusion; TAT, rube ap phuma gon sesr; B, canis, Srucela camis;
& orix, Suoeels orie; OO, optical density

* Comespanding authar. Tel: 455 71 3263 §705; fax: 45571 1263 6715
Eamal address harrouimiguihe br (5 M. Barrouin-Mela).

D054 52ERE - see fromt matter & 2007 Ekevier Ltd. All rights reserved.
doi: 10,100 6. vec 200 T 02006

reported, being laboratory techmcians and dog owners
the most exposed to Brucella canis (Godoy et oal, 1977
Lucers ot al, 2i05), The disease has a worldwide dstribu-
tion and represents a great canse of cconomic lossss in
breeding kennels (Carmichasl, 1966; Wanke, 2004
Diespate serological tests are routinely ussd, the blood cul-
ture 1= considered the only defimtive test for the diagnosis
of canine infection (Carmichael and Shin, 19%; Baldi
et oal, 1997, Wanke, 2004). Clinical canine brucellosis 1s
commonly comfirmed by difierent serological tests, which
include: (1) tube agelutination test (TATY; (1) rapid plate
agglutination test { RPAT), both with or without additon
of Z-mercaptocthanoal; and, (1) agar gel immunodiffusion
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test (ACGRID), using antigens prepared either with B, canis
or Brucefla oviy (Serikawa et al., 198%; Baldi et al, 1994,
19497, Carmichael and Shin, 19%; Lucero et al, 22
Cross-reactions are comman, ocourring with hacteria like
Prewdomronas  aeruginosa, mucold Swaphylococows spp.,
and Bordetelln Bronchizeptica among othes, producing
false positive results (Johnson and Walker, 19492; Mateu-
de-Antomio et al., 19%93; Baldi et al., 1994; Carmichael
and Shim, 1996),

Tests like the counterimmunoclkctrophoresis | Myers
and Varela-Idaz, 1980), the indirect immunofluorescence,
the complement fixation test (Schlemper and Vaz, 19900
Johnson and Walker, 19%92; Carmichael and Shin, 1996)
and the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
{Berthelot and Garin-Bastuji, 1993; Baldi et al., 1994 ) have
shown to be effective for the diagnosis of B. mefit tensis, B
ovig and B. abortus.

Several authos have mecommended the use of ELISA
tor the detection of anti-B. carie antibodies in dogs, but
variable results have been reported. Johnson and Walker
(1%492), wsing B, canis cell wall antigens, obtained equiva-
lent speciticity but lower sensitivity when compared with
TAT. Matew-de-Antonio et al. (1993 obtained 95.6% of
speciticity and 93.8% of sensitivity in an ELISA test using
as antigen an extract prepared from a less mucoid variant
ot B caris. Baldi et al. (1994, 1997), using as antigen a puri-
tied cytoplasmic protein (plE), and Letesson et al. (1997)
uaAng recombinant cytoplasmic proteins (pl5, pl7 and
P34, all common proteins in the genus Bracellz, reported
sensitive and specific ELISAs for canine and cattle hrucel-
losis, respectively.

In Brazil, the acidiied antigen test (rose bengal), the 2
mercaptocthano]l test and the complement fiation test
(CFT) are currently used tests for the serodiagnosis of
smooth bricelioe (Brasil, 2001). The AGID test is the
most widely used in routine serodiagnosis of rough brawcel-
fae. Presently there i only one commercially available
AGID kit in the country, which uses a heat saline soluble
B. oviz extract as antigen (Schlemper and Vaz, 19900; Keid
et al, 2004). Agglutimation tests using whole bacterial
cells, AGID and ELISA tests with diverse antigen prepa-
rations, from cell fractions to recombinant proteins, hawve
been the most quoted tests in reports worldwide for cur-
rent serological diagnosis of the infection (Ebani et al.,
2003; Lucero et al., 2005 Wanke, 2004; Wanke et al,
200M5).

Maone of the referred serological methods are diagnosti-
cally conclusive, being the ELISA test still considered the
most specitic and sensitive. Furthermore, the use of an anti-
gen, which is easy to prepare and capable to provide a test
with good sensitivity and specificity, would improve sur-
veillance studies of canine brucellosis, The test would allow
as well the identification of potentially infected individuals.
The present study describes the application of an antigen
prepared from a B canis which was solated from an
infected dog and wsed for the standardization of an indirect
ELISA test,

2. Materiak and methods
21 Bacterial sirain and aniigen preparation

A gram negative bacteria was izolated on blood agar
(%6 b incubation at 37 *C, with no OO, requirement), from
the placenta and fetuses of a bitch with positive AGIDD test
tor B cariz that aborted between 42nd and 45th days of
gestation (Vargas et al, 199%6). The small non hemolytic
colonies isolated presented a white-greyizsh color with a
rough marphology as demonstrated by the purple calor
af the colonies after the plates being flooded with crystal
violet dye (White and Wilson, 1951). Mo growth ocourred
on Mac Conkey agar. The arganism gave positive results
tor catalase, oxidase, nitrate reduction, urease and negative
msults For citrate, Voges Proskaver and methyl red. Mo
H,5 production or ghicose utilization were observed. The
bhacteria agghitinated with anti-R sera and with acrilavin
with no agglutination with anti-A or -M monospecific sera
(Alton et al., 1988), Based on these results the hacterium
was classiied as B. canis.

For the antigen preparation, a heat soluble bacterial
extract was obtained following the method described by
Myers et al. (1972), with minor modifications. Briefly, the
culture was transterred to 5 mL of Brucella Broth (BBL
Microbiological Systems, Cockeysville, USA), cultured
tor 48 hat 37 *C, and expanded in Roux flasks containing
1imL of Brucella Agar ([Ddifco Laboratories, Detroit,
USA) under acrobiosis, for 48 h at 37 °C, as described by
Carmdachae]l and Bruner {1%68). Bacterial cells were har-
vested with 50 mL of sterile PBS (phosphate buffered sal-
ing; 1530mM MNaCl, Z5mM KCI 1.5mM KHaPO4,
Smbd MagHPOY - 12ZHA), pH 74 ) and inactivated by heat
(1 h, 5=, The suspension was filtered through sterile
gawre and washed three times by centrifugation
(3,500 =g, 10min) in PBS. The pellet was then re-sus-
pended in 10 mL of PBS and autoclaved at 120 °C under
1.5 Atmospheres for 20 min. The cells were then centn-
tuged at 12000:= g for 20 min, at 4°C, The supernatant,
collected and stored in 200 pL aliguots at —20°C, was used
as the ELISA solid phase antigen. The protein concentra-
tion of the antigen was determined by the method of Lowry
et al. (1951).

22, Sera

Twenty positive sera from animals with clinical agns,
positive bacterial isolations and AGID-positive tests for
brucellosis test were wsed as reference. Ten negative serum
samples from adult healthy animals, obtained in a kennel
with no history or evidences of canine brucellosis (such
as reproductive disorders associated to fever, lymphade-
nopathy or other clinical signs) were tested negative by
the AGID and used as negative reference. These reference
sera were used for the calculation of specificity and sensitiv-
ity of the ELISA test. Twenty one samples from healthy
Gmonths old anmals, kept in a research center were used
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tor calculation of the cut-off for the ELISA tests and as
negative control sera for western blotting assays. These
sera were kindly supplied by The Oswaldo Cruz Founda-
tion (FIOCRUZ-Bahia). Two hundred and eighty (2R0)
serum samples of unknown serology status for B cawis
were obtained from serum banks of different research insti-
tutions, These 280 ficld sera were tested together with the
reference sera in a double blind testing, for determination
of the kappa values for concordance evaluation between
the positive results obtained by ELISA and AGID.

25 Agar gel tnmmodiffusion test — AGTIDY fest

All sera were tested using a commercial kit ( Tecpar- Bra-
#il) according to the manufacturer's nstructions.

24, Indireci ELISA protocol

The indirect ELISA was standardized and performed as
described elsewhere (Mateu-de-Antonio et al, 19493; Car-
penter, 19497 with modifications. Optimum antigen con-
centration, as well as peroxidaseconjugated anti-dog
immunoglobulin and sera dilutions were determined by
serial titrations and incubations were performed ina humid
chamber. Briefly, flat bottomed palystyrene %6-well micro-
titer plates (Corning Inc., Mew York, USA), were sensi-
tized overnight at 4 =C with 50 pLfwell of antigen, diluted
to 5 pgml i 0005 M sodium carbonate pH 9.6, The plates
were washed five times with PBS contaimng 0.05%: {v/v)
Tween-20 (PBS-T). Each well of the antigen-coated plates
were blocked with 200 pL of 5% skimmed milk in PBS-T
and incubated at 37 20 for 1 h, After five washes, 100 pl.
ot control and test sera samples, diluted 1:1000 in PBS-T
containmg 1% (vv) of skimmed milk, were added to each
well in duplicate. The plates were sealed and incubated at
3720 for Th. After five washing cyclks with PHES-T,
100 pl. af ant-dog Igly conjugated with peroxidase
(Sigma, 5t Louis, USA), at a dilution of 110000 in PBS-
T, were added to each well, and the plates incubated at
372 for 1 h. After five washings as described above, the
colar reaction was developed by adding 50 pl/well of a
solution containing 1.0mgmL of o-phenylenediamine
dihydrochloride (OPLY;, Sigma, 5t Louis, USA) in 0.05 M
citrate bufier (pH 4.0) with 0.04% (vfv) Hals, The plates
were incubated in the dark for 15 min, at room tempera-
ture. Color development was halted by the addition of
25 plfwell af 4™ H,50,. The absarbance measurements
were made at 492 nm, using an automatic ELISA plate
reader { 550, Bin-Rad, Life Sciences, Hemcules, USA). Sam-
ples with an absorbance value equal to or higher than the
cut-aff vale were considered as positives.

25 RDS-FPAGE and Wesitern Bloiting
The antigen was solubilized in sample bufier and sub-

joected to sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel elec-
trophoresis (SDE-PAGE) wing 12% polyacrylamide gels

and analysed with Coomassic blue (2.5% briliant blue
in 30 methanol, 10% acetic acid) staming. For Western
blotting, electrophoresed antigen was transterred to nitro-
cellulose membranes by using wet procedure. Unbound
sites on the membranes were blocked with 5% skimmed
milk in PBES-T, at 4°C, by incubation overnight. The
membranes were cut into 0.5 cm wide strips after heing
washed five times with PBS-T. Each of 20 positive and
20 megative control sera, diluted 1:1000n PBS-T with 1%
of skimmed milk were added to individual strips, which
were incubated at 37 =0 for 1 h. Following, the strips were
washed five times with PBS-T and blots developed with
peroxidase labeled anti-dog  Igl (Sigma, 5t Louis,
USA), diluted at 1:5300 in PBS-T, during 1h at 37°C.
After five washing steps, the strips were immersed in a
substrate solution, made by a 1:5 dilution of a 0.3% 4-
Cl-z-naphtol in methanol and Tris-saline buffer (0,05 M
Tris-HCL, 0.2 MNaCl pH 7.2), with 0.04% (vfv) HaO,,
and the maction developed in darkness, at room temper-
ature, for 10-15 min. A last washing step was performed
once with distilled water.

2.6, Test performance determina tions ard statistical analysis

The cut-off valie was calculated in according to a math-
ematical method as described by Frey et al. (1998), which
takes in consideration the upper tail of the distribution
of negative control sera readings, as expressed in the fol-
lowing eguation

Cut-off = ¥ +SDF i1

where Xis the mean of independent sera readings and 500 is
the standard deviation, whose calculations were performed
uzing Prism® software (GraphPad Software Inc.). The fac-
tor fis hased on the number of negative control and the
contidence level (1 — &) The value of fused for calculation
of the cut-off point in this study was of 2,932, and corre-
sponded to the desired confidence lewel of 995
(o =0.005) and the sample zsize of 21 controls, since the
sera of 21 healthy young dogs were used for this purpose
{Frey et al., 194%8),

Assay-to-assay variation was corrected for satistical
analysis, in accordance with Zwirner { 19496). The corrected
O (CO0) of each serum sample was calculated by multi-
plying its mean ODD value of readings by the correction fac-
tor (CF) between plates, as determined by the following
cquation:

COD=0D-CF (2]

where CF = \frac{Mean O of the positive control sem
trom a reference plate}{ Mean O of the positive contraol
sera From plate of the assay}.

To calculate the ELISA spocificity and the sensitivity, 20
positive and 10 negative ELISA reference sera were ana-
Iyzed in comparison with the same serm’s reactivity by the
AGID test. The following Egs. (3) and (4) were applied,
as described by Ferreira and Avila ( 19%96)
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Speciiaty
=) fimac{ Truenegative serz | { True negative + False pamitivesera)
EH
Sermitivaty
= frac{ True positive sem | {True pasitive sz + Falenegstive serx |
(4}

The results obtamed by the mdirect ELISA were com-
pared with those obtained by AGID test using known ref-
erence and field samples of unknown serologic status. The
reduced difference statistical test was used for comparizon
of the proportion of positive results between tests (Sch-
wartz, 1987). The kappa index of concordance between
methods was determined by testing 20 positive and 10
negative control sera, and the 280 sera from field, in dou-
ble-blind tests {Armitage and Berry, 1994, Mean and
standard deviation (5 of corrected OD reading values
of all sera were wed for ROC Curve analysis (Griner
et al., 1981).

3. Results
3.1. B. Canix antigen and standardization of the ELISA

Each Roux fask containing a B camis culture yielded
approximately 30 mg of hacterial extract, as determined
by Lowry's method for protein guantitation. This antigen
preparation showed a complex electrophaoretic profile with
various bands in the SDS-PAGE Coomassie blue-stamed
gel (Fig. 1), The Western immunoblotting analysis of the
antigen wsing positive and negative reference sera showed
a pattern of band recognition more consistently for poly-
peptides af 12, 18, 58 and 65 KDa, asrepresented in Fig 2,

1 KDy —

0 HDa —

10 KDa ==

Fig. I. Profile of & caeir antgen preparaton m three different dilutions
{lanes b, ¢ and d) on & Coomasae blue-siamed 505 PAGE Lane ia)
conteins the henchmark pre-stamed protein ladder for molecolar weight
{Imvitrogen| as indicated by numbers on the lefi

Fig. 2. Representative profile of the mare comsistently recognmed hands
by positive sera of 8. szeis antigen preparation on nirocelhiose
immunablat The numbers to the right mdicake the malecular weight of

the protein hands.

In arder to determine the optimum concentration af
antigen to be adsorbed to microtiter plates, previous assays
were performed, using from 1 to 20 pefml in (.05 M
sodium carbonate pH 9.6, Best results were obtained with
5 pg/mL of bacterial extract in 30 pl (250 ng) of solution
m ecach well, By serial ttrations of positive control sera
and perovidase-conjugated anti-dog IglG antibody, the
optimal dilutions for the indirect ELISA were established
as being respectively 111000 and 1:1000). The cut-off OD
valie, as determined by sera samples from 21 healthy
fmanths old dogs, was L2185,

3.2, Analysiz of field sera by the indirect ELIS A

A double-hlind testing, performed with the indirect
ELISA ftest, included 280 field sera from dogs with
unknown higory of brucellost, the 30 reference positive
and megative sera, and the 21 serum samples from young
healthy dogs, totalizing 331 samples. In thi study, it was
found that 72 sera samples (26%) presented OD values
above the cut-off, and were positive to ELISA, The OD
valies for the positive samples ranged from 0.218 to
1115 imean = D466; SD = 0234) and for the negative
mmplks ranged from 0046 to 0217 (mean = 0.104;
S0 = 042, The rato between the 0D value from the
highest positive serum and the mean (0 of the negative
control sera was 10,32 (1.115/0.108), and was calculated
according to Mateu-de-Antonio et al. (1993} and Baldi
et al. (1%54). The digribution of the OD frequencies among
the field sera are shown in Fig. 3.

The sensitivity and the specificity of the indirect ELISA,
determined by the comparative testing of positive and neg-
ative by the AGID, was af 95% and 1%, respectively.
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Fig. . Frequency dstrihution of the mean OD values of positive () and negative (0} canie field sera by indirect ELISA for detection of antihoady
agamst Sracela came. All sera that had an O ahove 00212 {cut-afl} were considered to he positive.

Assay-to-assay variation, as determined by each plate cor-
rection factor Ffor repeated assays using the same 30 comtral
sera, was 7%,

Theahility to distinguish positive and negative sem to B
caniz antigens by detection of antibody reactivity by AGID
and by indirect ELISA was compared. These results were
used to calculate the sensitivity, the specificity and the
Kappa index of concordance between tests. The correlation
between the ELISA and the AGID was highly significant,
as expressed by the Kappa index of 0084, The reduced dif-
terence test (= 1.64; p< (0L05) also showed a significant
test agreement.

The overall diagnostic accuracy of the ELISA test was
alzo evaluated by the RO curve (receiver operating char-
acteristics-S P58 analysis, applied to the ZED held sera,
uaAng as standard references the absorbance values of the
positive and negative control sera. For the selected cut-aff
value of 0L218, the ELISA test had both, specificity and
sensitivity of 10004,

4. Dizoussion

In this study, we describe the development and evalua-
tion of an indirect ELISA for the serodiagnosis of canine
brucellosis. A bacterial whole cell extract was used as
solid-phase antigen and sera from culture positive and
healthy negative animals wsed as reference conmtrols. In
the double-blind analyas of the reactivity of camne hield
sera to B, cariz antigens, the ELISA allowed a clear sepa-
ration between positive and negative samples. In addition
to the relatively good degree of agreement between ELISA
and AGID, the results indicate that the ELISA is a specific
and sensitive test tor detection of anti- Brucelfia antibodies
in canine sera.

The procedure used in the present waork for obtaining
the antigen preparation was based on the technigue

described by Myers et al. (1972), with some modifications.,
This technique may have accounted tfor the maintenance
of some intact outer membrane proteins (OMPs) as well
as cytosolic proteins, which are highly spectic for the
genus Brucella (Cloeckaert et al, 198 Kittelberger
et al., 199E; Wanke et al., 2002). Among four protein
bands identiied more consistently by B. comis positive
sera by Western blotting in the present study, two low-
molecular-weight bands, of 12 and 18 kDDa, could bhe of
particular interest for further studies. A cytoplasmic
18 kDa molecular weight Brucella protein has been identi-
tied previously as lumazine synthase and described as
being highly antigenic in serological tests for canine bru-
cclloss (Baldi et al, 1%, 19497; Goldbaun et al,, 199%9),
Om the other hand, low molecular mass protein fractions
of Brucellz outer membrane proteins are responsible for
conterring good sensitivity in serological tests tor diagno-
sis of recent infection (Clocckaesrt et al., 199 Wanke
et al., 2032; Lopez et al., 2005). These features of the anti-
gen preparation may explain the good sensitivity achieved
by the ELISA test in our study, since the technigue used
to extract antigen from bacteria may influence the pri-
mary structure of the molecules and have an mportant
rale in its function.

Amaong various criteria reported for selecting negative
serum groups used for determining the cut-off value, the
serum collected from healthy dogs, hefore their puberty,
under & months of age, was chosen, This criterion was
hased on the literature, which shows a higher probahility
of brucellosis be present in animals at reproductive ages
than in ages before reproductive activity (Moore and
Crupta, 1970; Camuichacl and Joubert, 1988). The analysis
of positive and negative sera provided by rescarch institu-
tions, as well as the use of ficld samples, made possihle
the comparative evaliation between the AGID test and
the indirect ELISA.
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The ELISA & a test that has the advantage of reducing
interference of possible human errors and provides ohjec-
tive and readily measurable results due to the use of cut-
off walue and internal controls (Baldi et al., 19%%; Troy
et al, 1996). Despite the reduced overall senstivity and
specificity reported for the AGIDY test (Zwirner, 19%6),
the method was selected for comparison with the indiroct
ELISA test developed i the present sudy, because it is
the otficial test for serological diagnosis of canine brucello-
sis in Brazl.

In terms of general sensitivity, ELISA techniques are
superior to other tests, namely agglutination and AGID,
commanly wsed for the semlogical diagnosis of Brucella
infection (Johnson and Walker, 1992; Wanke et al, 200Z;
Wanke, 2004 ). High specificity and the capacity of detect-
ing low levels of antibodics can be achieved with good anti-
gen preparations, as shown by the mesults of the present
study, in which the standardization of the indirect ELISA
test was performed with sera dilutions of 1: 1000, The agree-
ment between AGID and ELISA was significant, as deter-
mined by the Kappa index of concordance af 0084 between
tests, The ELISA test spocificity was of %1% and its sensi-
tivity was of 95%. As the AGID results were taken as com-
parative standards, it is possible that these indexes of
sensitivity and specificity may be underestimated. In fact,
the RO curve analysis of the test as it was performed
showed 100%% indexes for sensitivity and specificity. Studies
regarding the reproducibility of the indirect ELISA are cur-
rently being carried out.

Despite the incidence of human infection by B. caniz is
naot actually known (Wanke, 2004}, the potential exposure
to the bacteria represents a risk, particularly for laboratory
or kennel workers, as well az dog owners, as reported ele-
where (Godoy et al, 1977, Carmichacl and Shin, 1995,
Lucera et al., 2005). It rises the needing for efficient and
inexpensive tests, which are appropriate for use in discase
contral programs of public health, particularly in develop-
ing countries. The antigen preparation and its application
in an indirect ELISA, as described in the present study,
were found to be feasible, simple to prepare and of low
cost. The bacteria wed for anmtigen preparation were
ohbtained from a B canis culture, isolated from a local
infocted amimal. In spite of efficient ELISA tests heing
described elsewhere (Mateu-de-Antonio et al., 1949 3; Baldi
et al, 19494, 19497, Wanke et al, 2002), it must be empha-
sized that laboratory procedures for antigen puritication,
that can improve the guality of immunaological tests, may
require expensive reagents and techmology., This aspect
can be restrictive for a number of developing countries.

Taking into account the advantages of the indirect
ELISA described herein, it can be conchided that the test
might be sufficiently accurate to be recommended as a sero-
lagical test for either, field sera screening or confirmation
ot clinical canine brucelloas, The assay, for detecting anti-
bodies agamst B caris antigens, may complement or offer
an alternative to the available tools for diagnose the
disease,
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