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PRODUCAO E UTILIZACAO DE ANTICORPOS IgY PARA DIAGNOSTICO
DE BRUCELOSE

RESUMO - A dissertagdo foi dividida em cinco capitulos. O primeiro foi denominado
“Consideragdo Gerais”, no qual foi realizada uma breve revisao de literatura sobre o que foi proposto
no trabalho. No segundo capitulo, objetivou-se verificar se galinhas imunizadas com vacina B19 de
Brucella abortus e extrato proteico sollvel extraido dessa vacina, poderiam produzir anticorpos
policlonais especificos, detectaveis em testes de ELISA indireto. Foram imunizadas seis galinhas
com 25 semanas de idade, da linhagem White Leghorn, sendo duas imunizadas com a vacina B19,
duas com uma solucdo de extrato proteico sollvel extraida a partir da vacina B19 e duas foram
usadas como controle, sendo imunizadas com PBS. Coletas de sangue foram realizadas
quinzenalmente, e de ovos, diariamente durante 13 semanas. Anticorpos policlonais IgY foram
purificados a partir da gema dos ovos utilizando para a delipidacdo o método de diluicdo em agua
acidificada (pH 5,0 — 5,2) e a precipitacdo com sulfato de amoénio (20%). Realizou-se teste de
ELISA indireto para verificar a especificidade da IgY. Foi possivel observar a produgdo de
anticorpos policlonais especificos contra os antigenos utilizados nas imunizac@es, tanto no soro
guanto nas gemas. No terceiro capitulo, objetivou-se verificar a resposta da IgY extraida da gema do
ovo de galinhas imunizadas com vacina B19 (IgY anti-B19) frente ao antigeno EPS e a resposta da
IgY extraida da gema do ovo de galinhas imunizadas com EPS (IgY anti-EPS) frente ao antigeno
vacina B19, utilizando-se o ELISA indireto, a fim de verificar possiveis interacfes antigeno-
anticorpo. Para isso, foram sensibilizadas duas placas de microtitulacdo, uma utilizando como
antigeno a vacina B19 e outra com antigeno o EPS, em cada placa foram colocados como anticorpos
primarios IgY extraida da gema do ovo, referente a cada grupo de galinhas imunizadas, sendo um
grupo de galinhas imunizadas com vacina B19, um com EPS e um controle. Tanto IgY anti-B19
como IgY anti-EPS foram reagentes aos antigenos testados, portanto, acredita-se que esses
anticorpos possam servir de ferramenta na identificacdo de antigenos em testes diagndsticos que
visam este fim. O quarto capitulo teve como objetivo avaliar a resposta imune humoral de bovinos
naturalmente infectados e recém-vacinados com a vacina B19 frente aos antigenos EPS e vacina B19
em ELISA indireto. Utilizou-se nesse estudo 96 amostras de soro sanguineo de bovinos, sendo 32 de
bezerras recém-vacinadas, 32 de animais naturalmente infectados e 32 de animais negativos para
brucelose. Verificou-se que o teste de ELISA indireto com o antigeno EPS, quando comparado aos
testes de ELISA indireto com o antigeno vacina B19 e ao 2-ME, foi capaz de diferenciar os animais
recém-vacinados dos animais naturalmente infectados. No quinto capitulo estdo as “consideragdes

finais” sobre toda a dissertacdo, incluindo conclusdes relativas a todos os capitulos.

Palavras-chave: Imunoglobulinas. Galinhas. Brucella abortus.
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PRODUCTION AND USE OF IgY ANTIBODIES FOR DIAGNOSIS OF
BRUCELLOSIS

ABSTRACT - The dissertation was divided into five chapters. The first was called "General
Consideration," which was performed a brief literature review about what was proposed in the work.
In the second chapter aimed to check whether chickens immunized with Brucella abortus B19
vaccine and soluble protein extract solution, extracted from this vaccine, could produce specific
polyclonal antibodies, detectable in indirect ELISA tests. Six hens with 25 week-old, White Leghorn
breed, were immunized, two immunized with B19, two with a soluble protein extract solution
extracted from the B19 vaccine and two were used as controls, being immunized with PBS. Blood
samples were taken fortnightly and eggs daily for 13 weeks. Polyclonal antibodies IgY were purified
from egg yolk using for delipidation the dilution method in acidified water (pH 5,0-5,2) and
precipitation with ammonium sulfate. Was performed ELISA test to verify the specificity of IgY.
Was possible to observe the production of specific polyclonal antibodies against the antigens used in
the immunizations, both in serum and in egg yolks. In the third chapter aimed to check the response
of 1gY extracted from egg yolk of immunized chickens with B19 vaccine (IgY anti- B19) against the
antigen EPS and the response of IgY extracted from egg yolk of immunized chickens with EPS
(lgY anti-EPS) against the vaccine antigen B19, using the ELISA in order to verify possible antigen-
antibody interactions. For this, two microtiter plates were sensitized, in one of them using B19
vaccine as antigen and another EPS antigen, were placed on each plate as primary antibodies IgY
extracted from the egg yolk, for each group of immunized hens, a group immunized chickens with
vaccine B19, one with EPS and one control. Both IgY anti-B19, as IgY anti-EPS were reactive to the
antigens tested, so it is believed that these antibodies may serve as a tool for the identification of
antigens in diagnostic tests aimed at this purpose. The objective of fourth chapter was to evaluate the
humoral immune response of cattle naturally infected and newly vaccinated with B19 vaccine
against EPS and B19 vaccine antigens in indirect ELISA. Was used in this study 96 samples of
blood serum of cattle, 32 heifers recently vaccinated with B19 vaccine, 32 naturally infected cattle
and 32 negative cattle for brucellosis. Was verified that in the indirect ELISA with antigen EPS
when compared with indirect ELISA with antigen vaccine B19 and 2-ME, this test was able to
distinguish newly vaccinated animals of naturally infected animals. The fifth chapter are the “final

thoughts" on the entire dissertation, including findings of all the chapters.

Keywords: Immunoglobulin. Chickens. Brucella abortus.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Histérico brucelose

Apesar de ser uma enfermidade dos animais, a brucelose foi inicialmente
descrita no homem no inicio do século XIX, a partir de casos de febre ondulante
seguidos de morte, ocorridos na llha de Malta, no Mar Mediterraneo, sendo por isso
denominada Febre de Malta (POESTER, 2009).

Em 1861, Marston, um médico cirurgido assistente do Departamento Médico
Britanico, fez a primeira descri¢ao clinica da doenga em si mesmo como ““febre gastrica
remitente” (MARSTON, 1861; MANTUR; AMARNATH; SHINDE, 2007).

A causa desta doenca foi obscura até 1887, quando David Bruce (1855-1931),
um meédico cirurgido do exército britanico, isolou do bago de um homem que havia
morrido de “Febre de Malta”, um cocobacilo, e o chamou de “Micrococcus melitensis”
(BRUCE, 1887). A bactéria foi mais tarde renomeada como Brucella melitensis em
homenagem a David Bruce.

Esta doenga era endémica, mas confundida com outras doengas, especialmente
malaria. A incidéncia anual média em Malta, durante 1901-1906, foi de 652 civis e 605
militares, com uma taxa de letalidade, respectivamente de 10,4% e 2,3% (EYRE, 1908).

Em 1897, os veterinarios Bang e Stribolt, na Dinamarca, isolaram e
identificaram uma bactéria intracelular de vacas que abortaram, denominando-a Bacillus
abortus bovis (CRAIG, 1903; PACHECO; MELLO, 1956)

Zammit, em 1905, demonstrou, ainda em Malta, a natureza zoonotica da
Brucella melitensis através do isolamento da bactéria do leite de cabras. Desta forma, a
doenca em humanos foi associada a pessoas que consumiram leite de cabra ou teve
contato proximo com esses animais.

Em 1914, a partir de abortamento suino, Traum isolou um tipo de brucela que se
distinguia das demais por certas propriedades bioquimicas e antigénicas. O problema ja
havia sido estudado por Hutyra em 1909, na Hungria. A principio a bactéria foi
chamada de Bacillus abortus suis, por ser confundida inicialmente com a causadora dos
abortos nos bovinos e, posteriormente, de Brucella suis (PACHECO; MELLO, 1956).

Em 1918, a médica Alice Evans identificou, pela primeira vez, a brucelose em
humanos nos EUA, informando haver relacdo intima do Bacillus abortus com o

Micrococcus melitensis, concluindo que as bactérias isoladas de caprinos, bovinos e
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humanos eram similares e que o Micrococcus melitensis era, na verdade, um bacilo, e
ndo um coco como originalmente descrito. Também sugeriu que a doenga passasse a se
chamar brucelose, em homenagem a Bruce. Dois anos depois, Meyer e Shaw
propuseram a cria¢do do género Brucella (PACHECO; MELLO, 1956).

A partir de entdo outras espécies foram acrescentadas ao Género.
Cronologicamente seguiram-se: Brucella ovis (BUDDLE; BOYES, 1953), Brucella
neotomae (STOENNER; LACKMAN, 1957), Brucella canis (CARMICHAEL,
BRUNER, 1968), Brucella pennipedialis (focas e golfinhos) (ROSS et al., 1994),
Brucella ceti (baleias) (FOSTER et al., 1996) e mais recentemente a Brucella microti
(SCHOLZ et al., 2008).

1.2 Brucelose animal

1.2.1 Conceito e etiologia

A brucelose é uma importante doenca causada por bactéria Gram-negativa e
intracelular facultativa do género Brucella, altamente patogénica para uma ampla
variedade de animais selvagens e domeésticos, incluindo o ser humano. A doenga é
também chamada de “febre de Malta”, “febre do Mediterraneo ou febre ondulante”. Os
principais animais domésticos afetados sdo bovinos, caprinos, ovinos e suinos
(MOORE; SCHNURRENBERGER, 1981; YOUNG, 1995; SANGARI; AGUERO,
1996; CORBEL, 1997; OIE, 2000).

A Brucella é um dos principais patégenos zoonéticos do mundo, e é responsavel
por indmeras perdas econdmicas nos rebanhos de producdo, bem como uma
consideravel morbidade humana em éareas endémicas (BOSCHIROLI; FOULONGNE;
O’CALLAGHAN, 2001; BRASIL, 2006).

Seis espécies eram reconhecidas dentro do género Brucella: B. abortus, B.
melitensis, B. suis, B. ovis, B. canis e B. neotomae. Esta classificacdo baseia-se
principalmente na diferenca da preferéncia pelo espécie de hospedeiro e da
patogenicidade (CORBEL; BRINLEY-MORGAN, 1984; ALTON et al., 1988).

Porém, de acordo Foster et al. (2007) e Scholz et al. (2008), o género Brucella é
composto por nove espécies. Brucella neotomae e Brucella microti, isoladas de

roedores silvestres, ndo sdo consideradas zoonéticas (CORBEL, 1997; SCHOLZ et al.,
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2008). Brucella ceti e Brucella pinnipedialis, patogénicas para mamiferos marinhos
(FOSTER et al., 2007), e ja foram relatados casos em humanos.

No Reino Unido, foi isolado a partir de mamiferos marinhos, um grupo de
brucelas distinto das espécies conhecidas, as quais foram referidas provisoriamente
como B. maris (CORBEL, 1997).

Epidemiologicamente, trés principais espécies de Brucella sdo distinguidas com
base na sua viruléncia para seres humanos e sua predilecdo por determinado hospedeiro
animal: Brucella abortus para bovinos, Brucella melitensis para caprinos e Brucella suis
para suinos, sendo Brucella melitensis e Brucella suis as principais responsaveis por
causar casos clinicos em humanos (SANGARI; AGUERO, 1996; CORBEL, 1997).

No caso da Brucella ovis, ndo foi demonstrado que ela causa doengas no
humano, no entanto, ela é encontrada principalmente em ovinos. Ja a Brucella canis
pode causar a doenca em humanos, embora seja raro, mesmo em paises onde as
infeccdes em cées sdo bastante comuns (CARMICHAEL, 1990).

Com base no aspecto das coldnias obtidas no meio solido, as diferentes espécies
de Brucella se classificam habitualmente como lisas (S) ou rugosas (R) (PAULIN,
2003; CASTRO; GONZALEZ; PRAT, 2005).

Quando lisas, possuem uma membrana citoplasmatica interna, um espaco
periplasmatico contendo uma camada de peptideoglicano e uma parede externa (PE). Na
PE existe uma estrutura formada por moléculas de constituicao lipopolissacaride, LPS,
composta pelos lipidios A, um oligossacarideo central e uma cadeia polissacaridica
mais exposta denominada cadeia O, associada aos epitopos A ou M (PAULIN, 2003).
Quando rugosas ndo apresentam cadeia O no lipopolissacarideo da parede celular
(BRASIL, 2006).

Entre as lisas estdo B. abortus, B. melitensis, B. suis e B. neotomae e as espécies
rugosas séo B. ovis e B. canis. O aspecto que as col6nias adquirem se deve a expressao
do lipopolissacarideo (LPS) na superficie bacteriana, LPS-S nas lisas e LPS-R nas
rugosas (CASTRO; GONZALEZ; PRAT, 2005).

As cepas de brucela na fase lisa sdo as mais virulentas, e sua estrutura é
semelhante a de algumas enterobactérias (Yersinia enterocolitica, Salmonella landau,
Pseudomona maltophilia, Escherichia coli) (CORBEL; STUART; BREWER, 1984).
As duas Unicas espécies naturalmente rugosas sdo Brucella canis, causadora da
brucelose canina e considerada a menos patogénica para o0 homem, e Brucella ovis, que

so foi encontrada infectando naturalmente ovinos (CORBEL, 1997).
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1.2.2 Transmissdo e patogenia

A transmissdo da brucelose pode ocorrer por contato direto com tecidos de
animais infectados e por via transplacentéria; e por contagio indireto pela ingestdo de
alimentos e agua contaminados com a bactéria (CASTRO; GONZALEZ; PRAT, 2005),
fomites e inseminacéo artificial (BRASIL, 2006).

Apols a invasdo corporea, a bactéria localiza-se inicialmente em linfonodos
regionais, e, apés ganhar a circulagdo sanguinea, coloniza o Utero, o Ubere, as capsulas
articulares e as membranas sinoviais. Posteriormente, outros tecidos sdo infectados,

como o baco e os linfonodos mamarios e iliacos (RADOSTITS et al., 2002).

1.2.3 Sinais clinicos

A brucelose é uma doenca subaguda ou crbnica que pode manifestar-se de
maneira distinta conforme o hospedeiro, podendo afetar vérias espécies de animais
(BRASIL, 2006; CORBEL, 2006).

Em bovinos, ovinos, caprinos, outros ruminantes e suinos, a fase inicial apés a
infeccdo muitas vezes ndo é aparente. Em animais sexualmente maduros, a infeccdo
localiza-se no sistema reprodutivo e normalmente produz placentite seguida de aborto
na fémea prenhe, geralmente durante o terco final da gestacdo. No macho, pode
provocar epididimite e orquite (CORBEL, 2006).

As lesdes no trato reprodutor, na placenta e no feto de bovinos, ovinos, suinos e
caprinos levam a infertilidade, associadas ou ndo ao abortamento (OCHOLI et al.,
2005).

As infecgdes brucélicas nos animais domésticos estdo associadas principalmente
a problemas reprodutivos como abortamentos, nascimento de crias fracas e baixa

fertilidade, com efeitos desastrosos para a pecuéria (POESTER et al., 2009).

1.2.4 Tratamento

A brucelose em animais de producdo ndo possui um tratamento especifico, pois
as brucelas sdo intracelulares facultativas, requerendo o uso de antibidticos com boa

penetragdo durante periodos prolongados, além da utilizagdo combinada de classes
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desses medicamentos, tornando o tratamento inviavel devido aos custos e muitas vezes
o0s sinais clinicos ndo desaparecem, reduzindo apenas o surgimento de complicagdes
(ESTEIN, 1999).

O tratamento de animais pertencentes a rebanhos comerciais com antibioticos
ndo é pratico nem tampouco econémico, pois além do alto valor dos medicamentos e do
longo periodo exigido, ndo raro ocorrem recidivas. Além disso, o uso prolongado de
antibidticos pode ter reflexos na salde publica, uma vez que tendem a persistir na carne
e no leite (POESTER, 2009). Portanto nesses rebanhos, principalmente em bovinos, o
tratamento ndo deve ser realizado, sendo que por questdes epidemiologicas €
recomendado o sacrificio dos animais.

Em animais de estimacdo, como caes, o tratamento com antibidticos, apesar de
caro pode ter algum sucesso (POESTER, 2009).

Diante disso, o diagndstico preciso e seguro Sse torna necessario para a
implantacio de um controle racional e para a erradicagio da doenca (MOLNAR et al.,
2002).

1.2.5 Diagnéstico

Sinais clinicos ndo sdo patognoménicos, e o diagnostico € dependente da
demonstracdo da presenca de Brucella spp. ou por isolamento das bactérias ou de
deteccdo dos seus antigenos ou material genético, ou pela demonstracdo de anticorpos
especificos (testes soroldgicos) ou resposta imunoldgica celular (CORBEL, 2006).

Os testes de diagnéstico se dividem em duas categorias: aqueles que
demonstram a presenga dos organismos através de isolamento e identificagdo da
bactéria (métodos diretos), tais como, imuno-histoquimica, e métodos de deteccdo de
acidos nucleicos, principalmente a reacdo da polimerase em cadeia (PCR); e 0s que
detectam uma resposta imune ao antigeno (métodos indiretos), como o0s testes
soroldgicos, tais como, testes de ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay),
soroaglutinacdo, fixagdo de complemento, teste no leite, teste intradérmico e teste de
polarizacdo fluorescente (PAULIN; FERREIRA NETO, 2003; BRASIL, 2006;
CORBEL, 2006).
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1.2.6 Prevencao e controle

Por causar prejuizos a pecudria e por ser transmitida dos animais para 0 homem,
desde o inicio do século XX, muitos paises tém adotado medidas de controle ou
erradicacdo da brucelose na populagdo animal (POESTER et al., 2009).

Alguns pontos sdo fundamentais para a prevencdo, o controle e a erradicacdo da
brucelose animal (CORBEL, 2006).

Para prevencdo, é importante manter o cuidado com a higiene do rebanho; a
vacinacdo € Util para prevencdo e controle da infeccdo. Alguns paises que possuem
programas de controle da doenca adotam a vacina com Brucella abortus cepas B19 e
RB51 para a prevencdo da brucelose bovina e a vacina com Brucella melitensis REV1
para a prevencdo da infeccdo por Brucella melitensis em ovinos e caprinos, porém a
eficacia da vacina pode ser limitada quando houver uma exposi¢cdo de animais em
ambientes carregados com a bactéria causadora da doenca (CORBEL, 2006).

Desde que o animal infectado é um disseminador da doenca, a chave para evitar
a doenca em humanos é o controle da doenca em animais. Os problemas apresentados
pela brucelose animal requerem solugdes préaticas. Testes de baixo custo, de facil
execucdo, rapidos e especificos para a identificacdo de animais infectados. O regime de
testes diagndsticos e sacrificios e embargo rigoroso no transporte e venda de animais
infectados usado em muitos paises para erradicacdo da doenca, torna importante a
capacidade de distinguir entre um animal que esta infectado com a bactéria virulenta e
um animal vacinado com uma estirpe viva e atenuada ou inativada da vacina
(BOSCHIROLI; FOULONGNE; O’CALLAGHAN, 2001).

Em muitos paises, os métodos para controle da brucelose sdo apoiados por
regulamentacdo governamental ou legislagdo. Em outros, ndo existem autoridades para
estabelecer programas de controle da doenca. Portanto, os procedimentos para o
gerenciamento de manadas e rebanhos infectados podem variar muito. No entanto,
certos principios sdo conhecidos, como teste e isolamento ou abate dos animais
infectados, higiene, controle de movimentacdo de animais e vacinacdo. A erradicacao s
pode ser alcancada atraves do teste e abate dos animais positivos para a doenca,
combinado com medidas eficazes de prevencdo e controle da circulagédo de animais
(CORBEL, 2006).

No Brasil, as formas de controle existentes sdo baseadas no Programa Nacional

de Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT),
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implementado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) em
2001. Este Programa esté direcionado ao controle da doenca em bovinos e bubalinos,
porém, tais formas de controle podem ser aplicadas a outras espécies de animais de
producdo, tais como ovinos, caprinos e suinos, com excecao da vacinacdo, que nao é

utilizada no Brasil nessas espécies animais.

1.2.7 Brucelose bovina

A brucelose bovina € uma zoonose de distribuicdo mundial e caracterizada por
abortos em vacas prenhes. A doenca é causada por Brucella abortus, a qual é capaz de
sobreviver e multiplicar nos tecidos do sistema reticulo-endotelial (SAMARTINO;
ENRIGHT, 1993).

No Brasil, a doenca é endémica, sendo a sua ocorréncia registrada em todo o
territorio brasileiro (PAULIN; FERREIRA NETO, 2002).

As prevaléncias obtidas foram: no estado da Bahia, 0,66% (total de 10.816
animais examinados) (ALVES et al., 2009); no Distrito Federal, 0,16% (2.019 animais
examinados) (GONCALVES et al., 2009); no Espirito Santo, 3,5% (5.351 animais
examinados) (AZEVEDO et al., 2009); em Goias, 1,4% (10.744 animais examinados)
(ROCHA et al., 2009); em Minas Gerais, 1,1% (20.643 animais examinados)
(GONCALVES et al., 2009), no Mato Grosso do Sul, 7,6% (9.466 animais de corte
examinados) (CHATE et al., 2009); no Mato Grosso, 10,2% (13.684 animais
examinados) (NEGREIROS et al.,, 2009); no Parana, 1,7% (14.857 animais
examinados) (DIAS et al., 2009); no Rio de Janeiro, 4,1% (8.239 animais examinados)
(KLEIN-GUNNEWIEK et al., 2009); em Rondonia, 6,2% (9.717 animais examinados)
(VILLAR et al., 2009); no Rio Grande do Sul, 1,0% (16.072 animais examinados)
(MARVULO et al.,, 2009); em Santa Catarina, 0,06% (7.801 animais examinados)
(SIKUSAWA et al., 2009); no Sergipe, 3,4% (4.757 animais examinados) (SILVA et
al., 2009); em S&o Paulo, 3,8% (8.761 animais examinados) (DIAS et al. 2009); e no
Tocantins, 4,4% (20.908 animais examinados) (OGATA et al., 2009).

Nota-se que a prevaléncia mais baixa obtida foi no Estado de Santa Catarina, de
0,06%, para um total de 7.801 animais examinados.

A enfermidade leva a grandes prejuizos diretos ou indiretos, como honorarios

médicos veterinarios, da manipulacdo de vacina, de animais enfermos, condenagdo do
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leite e da carne, como também a sua desvalorizacdo no mercado externo e altos custos
com programa de erradicagédo, controle e pesquisas (PAULIN; FERREIRA NETO,
2003).

Pelas caracteristicas da doenca, ndo se recomenda o tratamento da brucelose,
sendo este proibido (MARQUES, 2003). O controle da brucelose apoia-se basicamente
em acOes de vacinacdo de bezerras e separagéo e eliminacdo dos portadores da doenca
(SAMARTINO et al., 2000; RIET-CORREA et al., 2001). A eliminacdo dos portadores
da doenca s6 é recomendada apds realizagdo de testes diagnosticos.

As vacinas utilizadas em programas governamentais de controle da doenca séo
vivas e atenuadas. Duas delas, recomendadas pela Organizacdo Mundial de Salde
Animal (OIE), séo as mais empregadas: a B19 e a vacina nédo indutora de anticorpos
aglutinantes (amostra RB51) (BRASIL, 2006).

A vacinacdo de fémeas com Brucella abortus cepa 19 (B19) tem sido usada no
mundo inteiro para prevenir a doenca em bovinos. A vacina B19 é viva, atenuada e
apresenta niveis varidveis de protecdo, dependendo da prevaléncia da doenca
(NICOLETTI, 1990).

A vacina B19 é uma amostra lisa de Brucella abortus e é empregada em
bezerras de 3 a 8 meses de idade em dose Unica via subcutanea (BRASIL, 2006).

Também chamada anabortina, a vacina com a cepa B19 é a mais utilizada,
entretanto, como toda vacina, ela apresenta vantagens e desvantagens. E uma cepa
estavel, ndo se multiplica em presenca do eritritol e causa minimas reac6es locais e
sistémicas apds sua inoculacdo (ALTON et al., 1988). Estimula o sistema imune do
animal vacinado a resistir a doenca, induzindo a producdo de anticorpos especificos
contra o lipopolissacarideo liso (SLPS) da parede celular da B. abortus. Normalmente
um animal vacinado sera resistente a doenca por um periodo extenso de tempo (8-10
anos), porém os anticorpos detectaveis desaparecerdo em poucos meses, nao sendo
detectados quando a fémea estiver com idade superior a 24 meses (RICKEY;
HARRELL, 1997).

Preparada a partir de cepa atenuada de B. abortus, a B19 induz a imunidade
celular e humoral. Os anticorpos decorrentes da imunidade humoral sdo reduzidos a
niveis ndo detectaveis ou discrimindveis em sorologia realizada quando os animais
chegam a fase adulta (acima de 24 meses de idade). Esta vacina protege 0s animais
contra o0 aborto, mas ndo impede totalmente a infecgdo, principalmente no Ubere
(ISHIZUKA, 2003).
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O fato da vacina B19 induzir anticorpos contra a cadeia O do LPS liso da parede
celular das brucelas, e isso interferir com o diagnéstico soroldgico, estimulou a procura
por mutantes rugosas, livres da cadeia O, estaveis e atenuadas o suficiente para produzir
colonizacao do hospedeiro por algumas semanas, provocando resposta imune especifica
e duradoura (PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).

A vacina RB51 é uma estirpe mutante criada a partir da Brucella abortus cepa
2308, apbs sucessivas passagens em meios contendo antibidtico rifampicina. Esta
estirpe apresenta caracteristicas de protecdo semelhantes as da estirpe B19, gerando
resposta imune celular e humoral, porém sem induzir a formacéo de anticorpos anti-LPS
liso, ndo interferindo assim, no diagndstico soroldgico convencional da doenca
(SCHURIG et al., 1991).

O uso da vacina RB51 sé é recomendado para bezerras acima de 8 meses de
idade que ndo foram vacinadas com a vacina B19 (BRASIL, 2006).

Para o diagnostico da doenca, o programa brasileiro prevé o uso sequencial dos
testes Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) como teste de triagem, sendo 0S SOros
com resultado positivo submetidos a confirmacdo, que pode ser realizada pela
combinacdo da prova de soroaglutinacdo lenta com a prova do 2-mercaptoetanol ou
entdo pela reacdo de fixacdo de complemento (MATHIAS; MEIRELLES; BUCHALA,
2007).

Outros testes podem ser empregados, como o iELISA (ELISA indireto), no qual
utiliza-se como antigeno lipopolissacarideo de Brucella abortus, porém, assim como o
AAT, este teste possui alta sensibilidade e especificidade menor, por isso muitas
reacOes falso positivas podem ocorrer (BRASIL, 2006). O ELISA indireto (iIELISA) é
um dos testes recomendados para comércio internacional pela Organizacdo Mundial de
Saude (WHO, 2009), embora ndo seja encontrado facilmente no comércio brasileiro,
por ndo ser recomendado como teste oficial.

Esta doenca € prioritaria para o Governo Federal e esta incluida no Programa
Nacional de Controle e de Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT), o qual
foi criado em 2001 com o objetivo de diminuir o impacto negativo de zoonoses como,
brucelose e tuberculose, na saude humana e animal, e promove a competitividade da
pecuaria nacional. Este programa prevé que, apos resultado positivo no diagndstico para

brucelose, o animal devera ser sacrificado (BRASIL, 2006).
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1.2.8 Brucelose em aves

Um habito comum das aves selvagens e caipiras é viver em pastos e celeiros,
muitas vezes em contato com bovinos e suinos; desta forma, tornam-se um reservatorio
potencial, o qual tem sido estudado (SPINK, 1956).

As aves sdo susceptiveis a infeccdo por brucela. A bactéria tem sido relatada
como sendo a causa do decréscimo na producao de ovos em galinhas infectadas com a
presenca de brucela na casca do ovo, na gema do ovo, nas fezes e em 6rgdos internos de
aves infectadas (ABDALLAH et al., 1984), podendo servir de importante fonte de
brucela para 0 homem e outros animais (ABDU; ADESIYUN; ABDULLAHI, 1984;
GUGONG et al., 2012;).

A reatividade de galinhas em testes diagndsticos para brucelose foi documentada
em galinhas na Nigéria por Bale e Nuru em 1982, Abdu et al. em 1984, Kudi et al. em
1997b e Janaidu et al. em 2006., segundo dados compilados por Gugong et al. (2012).

Muitas das galinhas locais na Nigéria sdo criadas livres em um sistema no qual
elas sdo mantidas com outros animais, como bovinos, caprinos e ovinos (JANAIDU et
al., 2006). Este sistema as predispde a infeccao por brucela através do contato com esses
animais, anexos fetais resultantes de abortos por brucelose e materiais contaminados
(ANGUS; BROWN; GUE, 1971).

Abdallah et al. (1984) realizaram um estudo experimental utilizando 30 galinhas
de 1 dia de idade e 50 de 6 meses de idade. Nesse estudo, eles observaram que as
galinhas de 1 dia de idade expostas a Brucella abortus ndo apresentaram sinais clinicos,
no entanto micro-organismos foram isolados de 2 dos 10 casos infectados; 4 galinhas
das 10 expostas a Brucella melitensis mostraram sinais da doenca 48-72 horas apos a
infeccdo, com morte dentro de 12-36 horas ap6s 0 aparecimento dos sintomas; neste
grupo, micro-organismos foram isolados de 6 das 10 galinhas infectadas. As galinhas
adultas (6 meses), quando foram expostas a brucela, ndo mostraram sinais clinicos,
exceto um decréscimo na producdo de ovos entre as galinhas infectadas
intraperitonealmente com Brucella melitensis. No entanto a brucela foi isolada de fezes,
casca do ovo, gema e clara do ovo, e de alguns 6rgéos internos de algumas galinhas.
Nesse estudo também foi observado que as brucelas isoladas das galinhas infectadas
foram idénticas as cepas utilizadas. Nas fezes das galinhas sobreviventes inoculadas

com Brucella melitensis, a brucela ainda foi encontrada por 48 dias.
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Juntamente com as perdas econdmicas resultantes da infeccdo por Brucella
melitensis das galinhas de um dia de idade, os resultados obtidos garantem a
significancia da infeccdo em galinhas, e seus ovos e fezes disseminando brucelose para
seres humanos e animais (ABDALLAH et al., 1984).

Em contrapartida, Kumar et al. (1984), em estudo experimental inoculando
Brucella abortus em galinhas, ndo conseguiram isolar este microorganismo de fezes e
Orgdos internos das mesmas, sugerindo que as aves sao resistentes a infeccdo por

brucela, levando-a a morte.

1.3 Tecnologia IgY

1.3.1 Histérico

Em 1893, Klemperer descreveu um experimento no qual ele demonstrou que a
imunizagdo de uma galinha resulta na transferéncia de proteinas neutralizantes,
chamadas de anticorpos 1gY (y = yolk), para a gema do ovo (KLEMPERER, 1893 apud
NARAT, 2003).

Por um longo periodo ndo existiu aplicacdo cientifica para esse conhecimento,
mas quando o bem-estar animal se tornou uma séria questdo de preocupacdo ética para a
comunidade cientifica, os resultados de Klemperer ganharam interesse (SCHADE et al.,
2001; GUIMARAES; CORREIA; FILHO, 2008).

A partir de 1959, varios trabalhos comecaram a ser publicados relacionando o
uso da IgY como anticorpo secundario para Kits de diagndstico. Na década de 1990, a
tecnologia de IgY teve reconhecimento internacional (SCHMIDT et al., 1989) e foi
oficialmente aprovada pela comunidade europeia como método alternativo para
producdo de anticorpos, de forma a atender o bem-estar animal. Enquanto isso,
inmeras publicacBes tém reportado muitos aspectos desta tecnologia (GUIMARAES:;
CORREIA; FILHO, 2008).

Na década de 1990, a producdo e o uso do IgY tanto na pesquisa como no
diagnostico era chamada de “Tecnologia IgY”. Essa tecnologia tornou possivel a
utilizacdo de um método alternativo que permite que as imunoglobulinas (IgY) sejam
obtidas da gema do ovo. Em mamiferos, a obtencdo de anticorpos exige dois estagios de

manipulacdo do animal, sendo o primeiro a imunizacdo e o segundo a obtencdo de
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anticorpos. Ja na galinha, um dos passos invasivos de obtencdo de imunoglobulina é
evitado, pois a coleta de sangue é substituida pela obtencdo de anticorpos da gema do
ovo, havendo reducédo de estresse dos animais utilizados na producdo de anticorpos
(SCHADE et al., 2001).

Atualmente, varias pesquisas estdo sendo realizadas. Esta tecnologia consiste na
imunizacdo de galinhas com antigenos de interesse e extracdo de IgY policlonais
especificos da gema do ovo.

1.3.2 Conceito

Tecnologia IgY é uma técnica que apresenta muitas vantagens econdmicas
quando comparada as técnicas utilizadas de extracdo de anticorpos de mamiferos.
Galinhas tém um menor custo no mercado e sdo de facil manipulacdo, ndo é necessaria
sangria para coleta de imunoglobulinas, pois somente ovos sdo coletados apés
imunizacdo, a producdo e o isolamento de IgY sdo rapidos e simples, pequena
quantidade de antigeno € necessaria na imunizacao para obter longo periodo de titulos
de imunoglobulina na gema de ovos e consequentemente, altas taxas de anticorpos séo
extraidas, e essas imunoglobulinas podem ser utilizadas de forma similar a anticorpos
de mamiferos (ARAUJO, 2007).

1.3.3 Anticorpos das aves

O soro das aves possui trés principais classes de imunoglobulina, IgA, IgY e
IgM  (BURNS; MAXWELL, 1981; CHEN et al., 1982; DAVIS; REEVES, 2002;
CARLANDER, 2002). Sabe-se que a imunoglobulina sérica IgY é transferida através
do epitélio folicular do ovério e acumulada na gema durante a oogénese, de maneira
similar a transferéncia placentaria de IgG em mamiferos (DAVIS; REEVES, 2002;
CARLANDER, 2002).

Sendo a IgY o principal anticorpo produzido nas aves, apresenta funcdes
equivalentes a 1gG nos mamiferos, e a IgA e a IgM sdo homdlogas as de mamiferos
(WARR; MAGOR; HIGGINS, 1995; SHARMA, 2003; DIAS DA SILVA;
TAMBOURGI, 2010).
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Historicamente, IgY, a maior classe de imunoglobulina presente no soro
sanguineo e na gema do ovo era chamada de 1gG de aves, devido a semelhanca da sua
funcdo e concentragcdo sérica em comparacdo com IgG de mamiferos. No entanto,
tornou-se claro que o uso dessa denominacdo era inadequado, especialmente por causa
das fundamentais diferencas estruturais entre as moléculas IgG e IgY (CHALGHOUMI
et al., 2009). Além disso, estruturalmente, a IgY assemelha-se mais com a IgE do que
com a IgG de mamiferos, uma vez que a sequéncia de DNA da IgY das galinhas
apresenta maior semelhanca com a IgE (WARR; MAGOR; HIGGINS, 1995).

A 1gY é continuamente sintetizada, secretada para o sangue e transferida para a
gema de ovo, onde se acumula, através de um receptor na superficie da membrana da
gema especifico pra translocacdo de IgY (WARR; MAGOR; HIGGINS, 1995;
MORRISON et al., 2002; TESAR; CHEUNG; BJORKMAN, 2008), enquanto IgA e
IgM sdo depositadas na clara de ovo em quantidades limitadas (ROSE; ORLANS;
BUTTRESS, 1974; DAVIS; REEVES, 2002; CARLANDER, 2002). Esse acumulo de
IgY na gema é responsével pela imunidade passiva a embrifes e neonatos pois a
producdo de IgY em pintinhos, comeca apenas seis dias apds a eclosdo (ZHANG, 2003,
DIAS DA SILVA; TAMBOURGI, 2010).

1.3.4 Conceito, caracteristicas e vantagens das imunoglobulinas Y

A IgY é assim classificada porque os anticorpos maternos sao transferidos do
soro para a gema (yolk, em inglés), conferindo imunidade passiva para embrides e
neonatos (KLEMPERER, 1893 apud TINI et al., 2002). Ela esta presente em peixes
pulmonados, anfibios, répteis e aves (WARR; MAGOR; HIGGINS, 1995; MORRISON
et al., 2002).

Esta imunoglobulina esta presente no sangue circulante, na gema de ovo e
também no conteddo duodenal, na secre¢do traqueal e no liquido seminal (LESLIE;
CLEM, 1969).

As imunoglobulinas Y ( 1gY) sdo moléculas com elevada especificidade para a
ligagdo e inativacdo de substdncias externas, tais como moléculas toxicas ou
antigénicas, que sdo capazes de invadir o corpo (KARLSSON; KOLLBERG;
LARSSON, 2004).
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A capacidade desses anticorpos de reconhecer moléculas com alta especifidade
fez deles uma ferramenta indispensavel em laboratérios, principalmente na pesquisa de
novos métodos diagnosticos, terapias e vacinas. Atualmente, a maioria dos anticorpos
disponiveis para esse objetivo sdo produzidos em mamiferos, requerendo assim o uso de
animais de laboratorio (coelhos, ratos, camundongos e cobaias) ou mamiferos de maior
porte (cavalos, ovelhas e cabras) (KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004;
CHALGHOUMI et al., 2009).

Sendo assim, para garantir o bem estar animal o Centro Europeu para a
Validacdo de Métodos Alternativos (ECVAM) recomenda o uso de anticorpos de
galinhas como alternativa aos anticorpos de mamiferos (SCHADE et al., 1996). Isto
porque a utilizagdo de galinhas reduz o nimero de animais utilizados, j& que estas
produzem maior quantidade de anticorpo quando comparadas aos animais de laboratério
comumente usados (camundongo e coelho) e ainda a coleta de sangue pode ser
substiuida por extracdo do anticorpo a partir da gema de ovo, minimizando assim o
sofrimento animal (KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004).

A utilizacdo de IgY de ogalinha, em vez de IgG de mamiferos
apresenta inimeras vantagens, como: reducdo do numero de animais, uma vez que
galinhas podem produzir até 18 vezes mais anticorpo do que coelhos, redugéo de custo,
bem estar animal (SCHADE et al.,, 1996; KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON,
2004).

A quantidade de IgY na gema varia de 60 a 150mg/ovo, dependendo de varios
fatores, como idade, raca e antigeno utilizado (PAULY et al., 2009; COOK; TROTT,
2010). Uma galinha pode produzir aproximadamente 325 ovos/ano, e isso pode resultar
num rendimento potencial de cerca de 20-40 g de IgY por ano (PAULY et al., 2009),
dos quais 2% a 10% é o antigeno especifico (SCHADE et al., 1991; TINI et al., 2002).

A distancia filogenética entre galinhas e mamiferos torna possivel a producéo de
anticorpos contra proteinas altamente conservadas de mamiferos, e ainda é necessaria
uma quantidade menor de antigeno para produzir uma resposta imune eficiente
(LARSSON; CARLANDER; WILHELMSSON, 1998).

A distancia evolutiva também determina que a IgY, ao contrario do IgG, ndo
ativa o complemento, ndo interage com as proteinas estafilocdcica A e estreptococica G,
ao fator reumatoide e ao receptor Fc da superficie celular, o que reforca as vantagens da

utilizacdo de IgY como anticorpo primario em alguns tipos de imunodiagndstico
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(HADGE; ANBROSUIUS, 1984; TINI et al, 2002; CARLANDER, 2002; ZHANG,
2003; DIAS DA SILVA; TAMBOURGI, 2010).

Além disso, anticorpos de galinha podem reconhecer epitopos diferentes dos
anticorpos reconhecidos por mamiferos, aumentando assim o numero de anticorpos
diferentes e consequentemente a possibilidade de ligacdo (CARLANDER et al., 1999).

A 1gY pode ser facilmente isolada a partir da gema por técnica de precipitacéo,
uma vez que na gema encontra-se somente IgY, em contraste com o soro de mamiferos
onde se encontram varias classes se anticorpos (GASSMANN et al., 1990).

Além dos beneficios ja citados, a IgY € particularmente estavel a altas
temperaturas e variacbes de pH (SHIMIZU et al., 1992) e exibem elevada avidez

mesmo apos a primeira imunizacao.

1.3.5 EstruturadalgY

A IgY tem uma massa molecular que varia entre 167 kDa a 180 kDa, a qual é
mais pesada que a IgG de mamiferos de aproximadamente 150 kDa. O ponto isoelétrico
varia entre 5,7 e 7,6 (CARLANDER, 2002; CHACANA et al., 2004; CHALGHOUMI
et al., 2009).

A IgY é uma imunoglobulina andloga a 1gG dos mamiferos e é composta de
duas cadeias leves e duas pesadas. Estas Gltimas contém um dominio variavel (V) e
quatro dominios constantes (Cnyl, Cy2, Cy3 e Cud), apresentando diferencas em suas
caracteristicas bioquimicas e funcBes imunoldgicas que se devem a sequéncia de
aminoéacidos e a diferencas estruturais, diferente da 1gG de mamifero, que tem trés
dominios constantes (Cnl, Cy2 e Cy3), como mostra a Figura 1 (CARLANDER, 2002;
ZHANG, 2003; CHACANA et al., 2004; KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON,
2004; CHALGHOUMI et al., 2009).

A molécula de IgY é menos flexivel comparada a de IgG, devido a auséncia da
regido de dobradica (WARR; MAGOR; HIGGINS, 1995). Na cadeia pesada da 1gG, os
dominios Cyl e 0 Cy2 sdo separados pela regido de dobradica, que da consideravel
flexibilidade ao fragmento Fab (por¢do com atividade de ligacdo ao antigeno). Em
contraste, a cadeia pesada da IgY ndo tem a regido de dobradica, porém possui residuos

de prolina e glicina nas regides entre os dominios Cyl - Cy2 e Cy2 - C3. Essas regioes
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tém o potencial de conferir certa flexibilidade a molécula (CHALGHOUMI et al.,
2009).

Comparagdes das sequéncias dos dominios na IgG e na IgY tém mostrado que 0s
dominios Cy2 e Cy3 da IgG sdo equivalentes aos dominios Cy3 e Cuy4 da IgYy,
respectivamente. O equivalente do dominio Cy2 da IgY ndo existe na cadeia pesada da
IgG (CHALGHOUMI et al., 2009).

Como na IgG, a por¢do Fc da IgY € a regido com fungdes bioldgicas efetoras.
Esta contém dois carboidratos lateralmente as cadeias, em contraste com a IgG, que
possui somente um carboidrato (SCHADE et al., 2005; CHALGHOUMI et al., 2009).

Figura 1 — Representacdo esquematica da IgY de aves e IgG de mamiferos
(VASCONCELOS, 2010 adaptado de WARR; MAGOR; HIGGINS, 1995).
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CAPITULO 2 - PRODUCAO E PURIFICACAO DE IMUNOGLOBULINAS Y
POLICLONAIS PARA O DIAGNOSTICO DE BRUCELOSE

RESUMO - Objetivou-se com este estudo avaliar a resposta imune humoral em aves
imunizadas com a Vacina B19 e com o extrato proteico solivel (EPS) extraido da
vacina através da producdo de anticorpos policlonais especificos, detectaveis em testes
ELISA indireto. Foram imunizadas seis galinhas com 25 semanas de idade, da raca
White Leghorn, sendo duas imunizadas com a vacina B19 (cepa B19 de Brucella
abortus), duas com um extrato proteico solvel extraido da vacina B19 e duas formando
0 grupo controle, imunizadas com tampdo de diluicdo do antigeno (PBS) mais
adjuvante. Coletas de sangue foram realizadas quinzenalmente e de ovos diariamente,
durante 13 semanas. A IgY foi purificada a partir da gema dos ovos, utilizando para a
delipidacdo o método de diluicdo em agua acida e a precipitagdo com sulfato de aménio.
Realizou-se os testes AAT, 2-ME e ELISA indireto para verificar a especificidade da
IgY, nestes foi possivel observar a producdo de anticorpos policlonais especificos aos
antigenos utilizados, tanto no soro quanto nas gemas purificadas. A producdo de
anticorpos foi maior no grupo de galinhas imunizadas com a vacina B19 do que no
grupo imunizado com o antigeno EPS. Conclui-se entdo que galinhas imunizadas com a
vacina B19 e com EPS de Brucela abortus produziram anticorpos reativos a cada um
desses antigenos detectaveis no ELISA indireto. Além disso, o EPS mostrou ser um

potencial antigeno para ser utilizado em testes diagndsticos e producgdo de vacinas.

Palavras-chave: Vacina B19. Extrato proteico soltvel. Galinhas.
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CHAPTER 2 - PRODUCTION AND PURIFICATION OF POLYCLONAL Y
IMMUNOGLOBULIN FOR DIAGNOSIS OF BRUCELLOSIS

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the humoral immune
response in birds immunized with the vaccine B19 and soluble protein extract (SPE)
extracted from the vaccine by producing specific polyclonal antibodies, detectable in
ELISA tests. Six chickens with 25-week-old, White Leghorn breed, were immunized,
two immunized with B19 (B19 strain of Brucella abortus), two with a EPS extracted
from B19 vaccine and two forming the control group immunized with buffer dilution of
antigen (PBS) plus adjuvant. Blood samples were taken fortnightly and eggs daily for
13 weeks. The IgY was purified from egg yolk using for delipidation the dilution
method in acidic water and precipitation with ammonium sulfate. We carried out tests
AAT, 2-ME and ELISA to verify the specificity of IgY, in these it was possible to
observe the production of specific polyclonal antibodies to the antigens used in both
serum and in the purified yolk. Antibody production was higher in the group of
chickens immunized with B19 vaccine than in the group immunized with the antigen
EPS. It follows then that chickens immunized with B19 vaccine and with EPS of
Brucella abortus produced antibodies reactive to each of these antigens detectable in
indirect ELISA. In addition, the EPS proved to be a potential antigen for use in

diagnostic tests and vaccine production.

Keywords: Vaccine B19. Soluble protein extract. Chickens.
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2.1 INTRODUCAO

Os anticorpos especificos, policlonais ou monoclonais, atualmente disponiveis
para pesquisa, diagnéstico e terapias sdo obtidos principalmente de mamiferos, entre
eles coelhos e camundongos, respectivamente (NARAT, 2003).

De maneira alternativa, os anticorpos purificados da gema de ovos de galinhas
imunizadas, denominados imunoglobulinas Y ou IgY (do inglés yolk = gema), tem se
mostrado uUteis em varias aplicacGes, entre elas imunodiagndstico, imunoterapia e
estudos de protedmica, além de ser uma ferramenta para a purificacdo ou deteccdo de
antigenos e como um agente de protecdo na imunizacdo passiva (NARAT, 2003;
KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004).

Em relacdo a tecnologia convencional de producdo da IgG, existem diversas
caracteristicas que tornam vantajosa a utilizacdo da IgY como imunobiologico, entre
elas estdo o bem-estar animal e a viabilidade econdmica.

Uma grande vantagem de trabalhar com anticorpos presentes na gema de ovos
de galinhas esta relacionada ao bem-estar animal. Em se tratando de conceitos de
“reduzir, substituir e refinar”, muito discutido pelas comissdes de ética em pesquisas
com animais, a tecnologia IgY favorece a reducdo das manipulacdes dolorosas dos
animais, visto que a coleta de ovos é um método simples, ndo invasivo e reduz o
namero de animais utilizados na producéo de anticorpos (GOTTSTEIN; HEMMELER,
1985; SCHADE et al., 1996; KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004).

Além disso, a utilizacdo de galinhas como produtoras de anticorpos policlonais é
economicamente mais interessante que a utilizacdo de mamiferos para o0 mesmo fim. O
manejo de galinhas é considerado simples e relativamente barato. Sistemas
automatizados de alimentacdo diminuem custos, principalmente devido a reducdo do
namero de trabalhadores necessarios. Além de produzir IgY rapidamente e em grandes
quantidades, as galinhas mantém altos niveis de anticorpos por um longo periodo
(POLSON; VON WECHMAR; VAN REGENMORTEL, 1980).

Entre outras vantagens na utilizacdo do IgY esta uma elevada quantidade de
anticorpos purificados por mL de gema sem a sangria da galinha, o rendimento da IgY é
muito superior ao rendimento da 1gG obtida em mamiferos, variando conforme o0s
protocolos de imunizacdo e purificacdo empregados; e normalmente os métodos de
extracdo de imunoglobulinas da gema sdo de baixo custo e de facil execu¢cdo (SCHADE
etal., 1996; KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004).
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As IgY também sdo moléculas com elevada especificidade para a ligacdo e
inativacdo de substancias externas, tais como moléculas toxicas ou antigenos, que séo
capazes de invadir o corpo (KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004).

Diversos estudos tém demonstrado que a IgY possui afinidade e sensibilidade
similar a da 1gG dos mamiferos (CHACANA et al., 2004).

Além disso, os anticorpos IgY evitam a ocorréncia de resultados falso-positivos
nas técnicas de imunoensaio que empregam amostras de soro ou células de mamiferos,
pois ndo sofrem interferéncia do fator reumatoide; ndo fixam o complemento e nédo
interagem com o receptor para Fc dos mamiferos. Em relacdo a purificacdo, os
anticorpos IgY ndo se ligam as proteinas A e B de Staphylococcus spp. e Streptococcus
spp., respectivamente (TINI et al., 2002; CARLANDER, 2002; ZHANG, 2003).

A disténcia filogenética entre galinhas e mamiferos torna possivel a producéo de
anticorpos contra proteinas altamente conservadas de mamiferos (LARSSON
CARLANDER; WILHELMSSON, 1998). Além disso, anticorpos de galinha
reconhecem epitopos diferentes dos anticorpos de mamiferos, aumentando assim o
nimero de anticorpos diferentes e consequentemente a possibilidade de ligacdo
(CARLANDER et al., 1999).

O diagnostico da brucelose bovina pode ser influenciado pela presenga de
reacOes cruzadas que geram resultados soroldgicos falso-positivos devido ao fato de
outras bactérias Gram-negativas partilharem determinantes antigénicos semelhantes a
cadeia de polissacarideo O da Brucella abortus. Alguns pesquisadores confirmaram a
possibilidade de reacdo cruzada para outras doengcas em testes soroldgicos
(WEYNANTS et al., 1996; NIELSEN et al., 2006; AL DAHOUK et al., 2006).

As evidéncias de reagdes imunoldgicas cruzadas entre as cepas lisas das
Brucella sp. com outros micro-organismos séo diversas. Ja foi descrito que as bactérias
Yersinia enterocolitica “0:9”, Escherichia coli “0O157:H7”, Salmonela sp., Francisella
tularensis e Vibrio cholerae podem reagir nos testes soroldgicos na deteccdo da
brucelose bovina (MOLNAR et al., 1997; KITTELBERGER et al., 1998; GODFROID
etal., 2002; NIELSEN et al., 2004; AL DAHOUK et al., 2006).

Em outro estudo, Naves et al. (2012) constataram que bovinos recém-vacinados
contra leptospirose reagem nos testes diagnésticos para brucelose em até 100 dias pés-

vacinacao, sugerindo uma provavel reacdo cruzada nos testes diagndsticos de brucelose.
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Além disso, a vacina B19, obrigatdria pelo PNCEBT, por ser uma amostra lisa
de Brucella abortus, induz a formacéo de anticorpos especificos contra o LPS e pode
interferir no diagnostico soroldgico da brucelose (BRASIL, 2006).

Um dos pontos mais preocupantes no uso da vacina € a persisténcia de
anticorpos sorologicos pds-vacinais, 0 que gera muitos resultados falso-positivos nas
provas soroldgicas hoje utilizadas, sendo dificil distinguir anticorpos de infeccéo,
daqueles resultantes da vacinacdo (OMS, 1986; MEGID et al., 2000).

Os procedimentos sorologicos atualmente utilizados no diagnostico de brucelose
bovina baseiam-se na deteccdo de anticorpos anti-lipopolissacarideo (LPS). Estes sdo
incapazes diferenciar anticorpos de bovinos naturalmente infectados e bovinos
vacinados (WRIGHT; NIELSEN, 1990).

Os testes realizados com o LPS ou extratos ricos em LPS levam a extensas
reacbes cruzadas com outras bactérias gram-negativas (CORBEL; STUART,;
BREWER, 1984). Assim, a determinacdo de uma resposta humoral contra proteinas
livres de LPS pode ajudar a evitar as indesejaveis reatividades (GOLDBAUM et al.,
1993).

Um dos principais objetivos dos estudos imunologicos de brucelose tem sido a
identificacdo de antigenos ndo-lipopolissacaridicos, o que poderia ser Gtil para contornar
inconvenientes causados pelo antigeno LPS (CHAUDHURI et al., 2010).

Debbarh et al. (1996) realizaram uma pesquisa com teste de ELISA indireto
utilizando como antigeno uma proteina citosollvel parcialmente purificada (CP28)
obtida a partir do Extrato Protéico SolUvel de Brucella melitensis cepa B115, e
verificaram que este antigeno foi capaz de diferenciar a ovelhas naturalmente infectadas
com Brucella melitensis de ovelhas vacinadas com Rev-1.

Diante da possibilidade de reacGes falso-positivas em testes diagndsticos oficiais
para brucelose, da obrigatoriedade do sacrificio do animal sororreagente aos testes e da
necessidade de se ter vacinas que ndo interfiram em testes diagnosticos e que
apresentem uma boa imunidade protetora, tornam-se imprescindiveis pesquisas para o
desenvolvimento de vacinas e de novos métodos diagnosticos.

Em virtude das desvantagens apresentadas pelos métodos atuais, o objetivo
desse capitulo foi avaliar a resposta imune humoral de galinhas imunizadas com vacina
B19 e extrato proteico solivel extraido a partir da vacina, por meio da realizacdo dos
testes oficiais para brucelose (AAT e 2-ME) e da verificacdo de niveis de anticorpos

IgY policlonais, em testes ELISA indireto.
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2.2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada em local destinado a experimentos em galinhas no Bloco
4C e nas dependéncias do Laboratério de Doencas Infectocontagiosas da Universidade
Federal de Uberlandia (LADOC-UFU). Todos os procedimentos realizados com as
galinhas foram aprovados pela Comissdo de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU) sob o numero de registro CEUA/UFU
071/12.

2.2.1 Animais utilizados

Foram utilizadas seis galinhas poedeiras da linhagem White Lenghorn, de 25
semanas de idade. Elas foram mantidas em instalacbes adequadas para a
experimentacdo animal, existente no Bloco 4C, Campus Umuarama, Universidade
Federal de Uberlandia, com alimentagao e agua & vontade.

As galinhas foram divididas por gaiolas referentes aos grupos trabalhados,
utilizando-se um total de 3 gaiolas, mantendo 2 galinhas em cada gaiola, como mostra

Figura 1.

Figura 1: Local onde as galinhas eram mantidas
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2.2.2 Obtencéao do antigeno

A vacina utilizada para imunizagdo de um grupo de galinhas e obtencdo do
extrato proteico soltvel (EPS), foi Brucelina B19 (amostra lisa da cepa B19 de Brucella
abortus), valida por 18 meses a partir da data de fabricacdo sob a forma liofilizada e
conservada a temperatura de 2 a 8°C, produzida pelo laboratério Vallée, com n° de
partida 011/12, fabricacdo em fevereiro/2012 e validade até agosto de/2013.

Para a extragdo do EPS de Brucella abortus utilizou-se a técnica de extragéo de
proteinas, sendo a fracdo final obtida através da didlise por um sistema com uma
membrana de 1 kDa, para concentrar as fracoes.

O processo de extracdo do EPS foi padronizado no Laboratério de Doengas
Infectocontagiosas (LADOC-UFU), através de adaptacdes realizadas ao protocolo de
extracdo de proteinas do Laboratério de Protozoologia da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC, 2007). Para realizar o procedimento de extracdo, apds
homogeneizacéo, a vacina B19 foi dividida em microtubos de 2 mL, colocando-se 2mL
em cada microtubo, e levados a centrifugacdo (Centrifuga Refrigerada Eppendorf
5804R) a 5.000 rpm por 8 minuto a 4°C. Apoés centrifugados, descartou-se o
sobrenadante de cada microtubo, e o pellet foi ressuspendido em 300 pL de tampéo de
lise (50 mM NaCl / 200 mM Tris-NaCl pH 8.0 / 1% detergente Triton X-114) e 18 uL
de PMSF (Fluoreto de Fenilmetilsulfonil), que é um inibidor irreversivel de proteases
serinas, incluindo tripsina, quimiotripsina, e trombina. Apos a adicdo do tampéao de lise
e inibidor de protease, a solucdo de cada microtubo foi homogeneizada e levada a 3
ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a
37°C por 5 minutos. Todos os microtubos foram entéo centrifugados a 14000 x g por 1
hora a 4°C. Finalizado o processo de centrifugacdo, o pellet foi descartado e o
sobrenadante (extrato proteico sollvel — EPS) foi dialisado com em sistema de
membrana de dialise de 1kDa, para filtracdo e concentracdo do EPS e estocado a -20°C
até o uso.

A concentragdo proteica final do EPS foi avaliada pelo método de Bradford
(1976), sendo sua leitura realizada a 595 nm, em espectrofotbmetro Ultraspec-1000

(Pharmacia, Biotech®). A concentracdo da proteina obtida por esse método foi de 1,03

Hg/uL.
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Ap0s extracdo do EPS, investigou-se o produto obtido dessa extracdo através da
eletroforese unidimensional. Utilizou-se gel de poliacrilamida a 16% (p/v), aplicando-se
diferentes quantidades de 30,9 ug (30 pL) e 41,2 pg (40 uL) de amostra por poco, além
do EPS, também aplicou-se no gel amostras da vacina B19, com quantidades de 10 e 20

uL. A visualizacdo das bandas proteicas foi feita através da coloracdo do gel com prata.

2.2.3 Imunizacao

As galinhas foram divididas aleatoriamente em trés grupos experimentais

(Tabelal). O esquema de imunizacdes foi realizado de acordo com Barbas et al. (2001).

Tabela 1: Grupos experimentais e tipo de imunizacdo utilizada.

Grupo N Imunizacéo
1 2 PBS + Adjuvante*
2 2 Vacina B19 diluidas em PBS + Adjuvante*
3 2 Extrato Proteico Soluvel diluido em PBS +
Adjuvante*

* Adjuvante de Freund (Sigma Chemical Co.)

As imunizagOes foram realizadas com intervalos de 15 dias; na primeira foi
usado o adjuvante completo de Freund (Sigma), composto de uma emulsdo de agua em
6leo adicionada de Mycobacterium sp., e nas seguintes, o adjuvante incompleto de
Freund (Sigma), que ndo possui 0 Mycobacterium sp. em sua composicdo,
correspondendo a 50% do volume total da solugdo. Administraram-se 500 pL (250 pL
do antigeno diluido em PBS e 250 uL de adjuvante) profundamente no masculo peitoral
da galinha (Figura 2), dividindo o volume total em quatro pontos diferentes, foi feito o

acompanhamento para avaliacdo de reacdes pds-vacinais.
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Figura 2: Imunizacao via intramuscular no musculo peitoral da galinha.

Todos os grupos foram imunizados seis vezes; os Grupos 1 e 2, foram
inoculados com 250 pL de PBS, e 250 pL da Vacina B19 diluida em PBS,
respectivamente. O Grupo 3 foi imunizado com 200 pg de EPS diluido em 250 pl de
PBS, conforme Figura 3.

Foram realizadas sete coletas de sangue quinzenais (Figura 3), 1 mL na asa (veia
ulnar) (Figura 4), com a primeira coleta 1 semana imunizag&o e as demais realizadas 1

semana apds cada inoculacao.



Figura 3: Esquema de coleta de sangue e imunizacao de galinhas dos Grupos 1, 2 e 3.

\

50

o
-
-
2 v

| £

/ b 3 /‘

v v v ooV
- 12 22 32 42 52 62 72 82 92 102 118 12 132

:

E

I

M

U

N

I

74

A

¢

A

o

Figura 4: Coleta de sangue na asa de galinhas através da veia ulnar.
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Os ovos foram coletados diariamente a partir de uma semana antes da
inoculagdo (pré-inoculacdo). Apds a coleta, os ovos foram separados por semana, e
estocados a 4°C até a realizagdo do processo de delipidacéo.

A primeira coleta de sangue e ovos, feita uma semana antes da primeira
imunizacdo (pré-inoculacdo), foi realizada para verificacdo de que as galinhas néo

estavam reagentes aos antigenos utilizados na imunizagao.

2.2.4 Extracao e purificacdo de imunoglobulinas Y policlonais totais

As gemas dos ovos foram cuidadosamente separadas da clara e lavadas com
agua ultrapura para a remocao de residuos de clara. Em seguida, a membrana vitelinica
foi rompida e a gema foi coletada em frascos conicos de 50 mL, os quais foram
armazenados a -20°C até o momento da purificacdo. Ao final do procedimento, obteve-
se um pool semanal de gemas para cada um dos trés grupos de galinhas imunizadas.

Os processos de extracdo e purificagdo dos anticorpos IgY totais iniciaram-se
pela delipidacdo, remocdo da fracdo lipidica da gema, segundo Akita e Nakai (1993),
com algumas adaptacbes. A gema pura foi diluida com &agua ultrapura na proporcéo
1:15 (v/v), apés a homogeneizacdo o pH da mistura foi ajustado para uma faixa entre
5,0-5,2, por meio de gotejamento de HCI 0,1 N e, em seguida, a mistura acidificada foi
armazenada a 4°C overnight. Apés esse periodo, a solucdo foi centrifugada a 10.000 x g
por 15 minutos a 4°C. O pellet contendo a fracdo rica em lipideos foi descartado e o
sobrenadante contendo os anticorpos totais foi filtrado (filtro de 0,45 um Millipore e de
0,25 um Millipore). A amostra filtrada teve seu pH ajustado para 7,4 com PBS 10x e
apos isso foi armazenada a 4°C.

Apos a delipidacdo, foi realizada a precipitacdo com sulfato de aménio (Synth)
com base no protocolo de Araujo et al. (2010). Adicionou-se sulfato a amostra filtrada
na concentracdo de 20% (p/v) sob agitacdo durante 30 minutos a 4°C. ApGs esse tempo,
o material foi centrifugado a 2.000 x g por 30 minutos a 4°C, com isso 0 sobrenadante
foi descartado e o pellet ressuspendido em PBS 1x, pH 7,4.

Foi realizada a dialise do produto final das amostras em uma membrana de
AMICOM (Amicom Ultra-15 Centrifugal Filter Unit Millipore). A amostra, juntamente
com PBS pH 7,4 foi centrifugada a 4.000 x g por 30 minutos em uma temperatura de

4°C, esse procedimento foi realizado trés vezes.
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Finalizado o processo da extracdo das imunoglobulinas Y totais, a concentracéo
proteica foi obtida em todas as fragdes por meio do método de Bradford (1976) e a
pureza das preparagdes foi investigada por eletroforese unidimensional (SDS-PAGE). A
média da dosagem proteica obtida foi de aproximadamente 18,5 pg/uL. Utilizou-se gel
de poliacrilamida a 16% (p/v), aplicando-se 10pg de amostra por poco. A visualizacdo
das bandas proteicas foi feita através da coloracdo do gel com prata e Coomassie Blue
R250 (Sigma).

Os processos de extracdo e purificacdo da IgY foram realizados apenas nas

gemas dos ovos, ndo sendo realizados no soro sanguineo das galinhas.

2.2.5 Sorologia das aves

Para avaliar a resposta imune humoral das galinhas imunizadas foram realizados
os testes diagndsticos oficiais para brucelose segundo o PNCEBT, tais como, Antigeno
Acidificado tamponado (AAT) e 2- Mercaptoetanol (2-ME); e o teste de ELISA indireto

com os respectivos antigenos utilizados na inoculacdo para a 0s trés grupos.

2.2.5.1 Teste do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT)

O AAT foi realizado de acordo com o Manual do PNCEBT, Brasil (2006).

Foram utilizadas para este teste amostras individuais de soro sanguineo das
galinhas dos trés grupos imunizados, provenientes das 7 coletas realizadas, e amostras
de pool semanal de IgY extraido da gema do ovo de cada um dos grupos, provenientes
de coletas diaria feitas durante 13 semanas.

O antigeno, utilizado no teste de Antigeno Acidificado Tamponado (AAT),
consiste de suspensd@o celular inativada de Brucella abortus amostra 1119-3, corada
com rosa de Bengala, 8,0% de volume celular em solucdo tampdo, pH 3,65,
padronizado por comparagdo com o antigeno de referéncia.

O teste AAT é qualitativo, sendo utilizado como teste de triagem. A leitura dos
resultados revela a presenca ou auséncia de 1gG1 através da aglutinacdes na placa. O pH
acidificado da mistura soro-antigeno inibe a aglutinacdo do antigeno pelas IgM,
revelando a presenga somente da imunoglobulina IgG1. A maioria dos soros de animais

bacteriologicamente positivos apresenta reacdo a esta prova, porém podem ocorrer
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alguns poucos casos de reacdes falso-positivas em decorréncia da utilizacdo da vacina
B19.

2.2.5.2 Teste do 2-mercaptoetanol (2-ME)

O teste 2-ME foi realizado de acordo com o Manual do PNCEBT, Brasil (2006).
Utilizaram-se neste teste apenas amostras de pool semanal de IgY extraido da gema do
ovo de cada um dos grupos, provenientes de coletas diéria feitas durante 13 semanas.
N&o foi realizado o teste de 2-ME nas amostras de soro sanguineo individuais das
galinhas de cada grupo, por ndo haver soro suficiente para realizacdo do teste.

No teste 2-mercaptoetanol (2-ME), o antigeno utilizado apresenta concentracdo de
massa bacteriana de 4,5%, sem corante, padronizado a partir da cepa 1119-3 de Brucella
abortus inativada pelo calor, produzido pelo Instituto de Tecnologia do Parana
(TECPAR).

A prova do 2-mercaptoetanol (2-ME) fundamenta-se na acdo de certos compostos
que contém o radical tiol, que degrada a configuracdo em pentamero da IgM, quebrando
as pontes dissulfeto da IgM, reduzindo-a a unidades monomeéricas, determinando assim
a perda de sua atividade aglutinante, tornando o teste sujeito apenas as aglutinacGes
estabelecidas pela classe IgG, que ndo sofre alteracdo na sua atividade, na presenca
desse reagente, aumentando a especificidade do teste (BERCOVICH, 1998). Este teste é
uma prova quantitativa seletiva que detecta somente a presenca de 1gG no soro, que € a
imunoglobulina indicativa de infeccdo cronica. Deve ser executada sempre em paralelo

com a prova lenta em tubos.

2.2.5.3 ELISA indireto para confirmar a especificidade dos anticorpos IgY

Testes de ELISA indireto foram padronizados e validados conforme a Figura 5.
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Figura 5: Esquema do protocolo do teste ELISA indireto utilizado na padronizagéao e
validacdo.
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2.2.5.3.1 Padronizagéo do ELISA indireto

Foram utilizadas quatro placas de microtitulacdo de poliestireno (MaxiSorp,
Nunc), duas delas foram sensibilizadas com trés concentragdes diferentes de EPS, sendo
5 pg/mL, 10 pg/mL e 15 pg/mL, e as outras duas foram sensibilizadas com trés
diluicdes diferentes da vacina B19, sendo 1:100, 1:500 e 1:1000. Os dois antigenos
foram diluidos em tampdo carbonato-bicarbonato (NaHCO3; 0,1 M, pH8,6), colocados
nas placas utilizando-se por pogo um volume de 50 pL de acordo com as concentracfes
ou diluicbes mapeadas, e incubadas overnight a 4°C por 16 horas.

No dia seguinte, o conteddo das placas foi descartado e as mesmas foram
blogueadas adicionando 300 pL/pogo de tampdo fosfato de sddio (PBS 0,01 M, pH 7,4)
acrescido de leite desnatado a 5% (PBSM 5%), incubando-as por duas horas a 37°C.
Apos bloqueio, as placas foram lavadas trés vezes com tamp&o PBS e adicionaram-se
50 uL do IgY previamente diluido em Tampéo fosfato de sédio com Tween a 0,05% e
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leite desnatado a 5% (PBSTM), e depois as placas foram levadas a estufa a 37°C por
uma hora. Nas placas sensibilizadas com a vacina B19 utilizou-se um pool de IgY B19
(10 pL de cada coleta ou semana) e um pool de IgY controle (10 pL de cada coleta ou
semana) em quatro diluicGes diferentes, sendo 1:100, 1:200, 1:400 e 1:800, todas
adicionadas em duplicata. Na placa sensibilizada com o EPS utilizou-se um pool de IgY
EPS (10 pL de cada coleta ou semana) e um pool de 1gY controle (10 pL de cada coleta
ou semana) em quatro dilui¢cbes diferentes, sendo 1:100, 1:200, 1:400 e 1:800, todas
adicionadas em duplicata.

Apo6s uma hora de incubacdo, as placas foram lavadas trés vezes com tampéo
fostato de s6dio com Tween a 0,05% (PBST 0,05%) e, em seguida, adicionaram-se 50
uL/pogo do conjugado com anticorpos IgG de coelho anti-lgY marcados com
peroxidase (Sigma) nas diluicdes de 1:5000 e 1:10000, diluido em PBSTM, e incubadas
em estufa a 37°C por uma hora. Apos incubacédo, a placa foi lavada trés vezes com
tampdo PBST 0,05%. Para revelacdo da reacdo diluiu-se uma pastilha de
ortofenilenodiamino (OPD, 15mg, Amresco) em 22,5 mL de agua MilliQ e 9,75 uL de
peroxido de hidrogénio. Adicionaram-se 100 puL dessa solugdo em cada pogo da placa,
que foi mantida sem a exposicdo a luz durante 15 minutos. ApoOs esse tempo,
interrompeu-se a rea¢ao com acido sulfurico 4N (25 uL) efetuando-se em seguida a
leitura a 492 nm em espectrofotdmetro de microplaca Thermo Plate - TP-Reader.

A padronizacdo foi realizada tanto para os anticorpos IgY do soro sanguineo de
galinha como para anticorpos IgY extraidos da gema do ovo das galinhas imunizadas,
conforme Figuras 6 e 7.

O teste de ELISA indireto foi padronizado de acordo com Wright et al. (1993) e
Madruga, Araujo e Soares (2001).

As concentracdes e diluicbes ideais foram as que apresentaram a maior diferenca
em densidade Optica (DO) entre amostras de soro positivas (IgY B19 ou IgY EPS) e
negativas (controle).
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Figura 6: Esquema do protocolo utilizado na padronizacdo do ELISA indireto para a

placa sensibilizada com EPS.
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Figura 7: Esquema do protocolo utilizado na padronizacdo do ELISA indireto para a

placa sensibilizada com B19.
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2.2.5.3.2 Validagéo do ELISA indireto

Quatro placas de microtitulacdo de poliestireno (MaxiSorp, Nunc) foram
sensibilizadas com 50 pL/poco, sendo duas delas sensibilizadas com EPS na
concentracédo de 10 pg/mL em tampé&o carbonato-bicarbonato (NaHCO3 0,1M, pH8,6) e
duas com vacina B19 na dilui¢do de 1:100, e incubadas overnight a 4°C por 16 horas.
No dia seguinte, o conteddo das placas foi descartado e as mesmas foram bloqueadas
adicionando 300 pL/poco de Tampao fosfato de sédio (PBS 0,01 M pH 7,4) acrescido
de leite desnatado a 5% (PBSM 5%), incubando-as por duas horas a 37°C. Apoés
incubacéo foi realizado um ciclo de trés lavagens com tampéo PBS.

Apds incubacdo com bloqueio e lavagens, foram adicionadas as placas 50
pL/poco de anticorpos primarios na diluicdo de 1:100, previamente diluidos em Tampao
fosfato de sodio com Tween a 0,05% e leite desnatado a 5% (PBSTM) e as mesmas
foram levadas a estufa a 37°C por uma hora. Em uma das placas sensibilizadas com
EPS, os anticorpos primarios utilizados foram um pool/coleta (7 coletas) de IgY
proveniente do soro sanguineo de galinhas imunizadas com EPS e galinhas do grupo
controle, e na outra os anticorpos utilizados foram um pool/semana (13 semanas) de
IgY proveniente da gema do ovo de galinhas imunizadas com EPS e galinhas do grupo
controle. Em uma das placas sensibilizadas com B19, os anticorpos primarios utilizados
foram um pool/coleta (7 coletas) de IgY proveniente do soro sanguineo de galinhas
imunizadas com vacina B19 e galinhas do grupo controle, e na outra os anticorpos
utilizados foram um pool/semana (13 semanas) de IgY proveniente da gema do ovo de
galinhas imunizadas com vacina B19 e galinhas do grupo controle.

Apds uma hora de incubacdo, as placas foram lavadas trés vezes com tampédo
fostato de s6dio com Tween a 0,05% (PBST 0,05%) e, em seguida, adicionaram-se 50
uL/pogo do conjugado com anticorpos IgG de coelho anti-lgY marcados com
peroxidase (Sigma) nas dilui¢ces de 1:5000, diluido em PBSTM, e incubadas em estufa
a 37°C por uma hora. Ap6s incubacéo, a placa foi lavada trés vezes com tampéao PBST
0,05%. Para revelagéo da reacdo diluiu-se uma pastilha de ortofenilenodiamino (OPD,
15 mg, Amresco) em 22,5 mL de agua MilliQ e 9,75 uL de perdxido de hidrogénio.
Adicionaram-se 100 pL dessa solugdo em cada pogo da placa, que foi mantida sem

exposicdo a luz durante 15 minutos. ApoOs esse tempo, interrompeu-se a reagdo com
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acido sulfurico 4N (25 L), efetuando-se em seguida a leitura a 492 nm em
espectrofotobmetro de microplaca Thermo Plate - TP-Reader.
Os valores de absorbancia obtidos foram registrados e em seguida utilizados

para analise dos niveis de anticorpos.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A resposta imune humoral de bovinos perante a imunizacao com a vacina B19 ja
é bastante conhecida, porém ainda ndo se conhecia esta resposta em aves. No caso do
EPS extraido a partir da vacina B19, ndo é conhecida nenhuma resposta imune humoral
perante esse antigeno, tanto em aves como em bovinos.

Tanto o antigeno vacina B19 como o antigeno EPS foram avaliados quanto a
resposta imune humoral causada nas aves, na tentativa de obter anticorpos IgY como
ferramentas em novos diagndsticos. Porém, o antigeno EPS ainda é pouco conhecido,
visto que se padronizou neste estudo o seu processo de extracdo, contudo, além de
possiveis ferramentas em diagnosticos pela resposta gerada em aves através dos
anticorpos 1gY, as galinhas foram alvo para teste de um novo antigeno, o EPS, ainda
ndo conhecido, podendo este ser utilizado como imundgeno vacinal futuramente em
bovinos, dependendo da resposta desenvolvida por ele nesse estudo.

Para conhecer a resposta das aves a este antigeno, primeiramente se fez
necessario o conhecimento da estrutura deste antigeno a partir da compara¢do com a
cepa da qual foi extraido. Para tanto, foi avaliada em gel eletroforese a sua estrutura
para posterior conhecimento da resposta imune humoral gerada em aves.

A eletroforese do EPS extraido da vacina B19 demonstrou, na Figura 8, duas
bandas proteicas mais fortemente marcadas no gel de poliacrilamida, de
aproximadamente 14 kDa e 26 kDa, tanto no extrato proteico extraido como na vacina
B19.

Esta figura também demonstra que houve perda de algumas proteinas quando
comparou-se com a bandas proteicas presentes na vacina. Observa-se que, apds 0
processo de extracdo do EPS, proteinas de peso molecular médio de aproximadamente
25 kDa, 36 kDa, 38 kDa, 46 kDa e 62 kDa, foram perdidas na extracao.
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Figura 8: Perfil eletroforético do Extrato Proteico Soluvel de Brucella abortus (EPS) e
da vacina B19.
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Lengenda: PM - Padrdo de peso molecular (Amresco), A - 30uL de EPS, B - 40uL de EPS, C - 10uL
Vacina B19, e D - Vacina B19 20 pL.

A parede celular da brucela é uma estrutura de trés camadas na qual ha uma
membrana interna ou citoplasméatica, um espaco periplasmatico e uma membrana
externa que podem ser diferenciadas, conforme a Figura 9 (DUBRAY; PLOMMET,
1976; CLOECKAERT et al., 1990).
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Figura 9: Representacdo esquematica da parede celular de micro-organismos Gram-

negativos (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).
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Esta parede consiste de uma camada de peptidoglicano fortemente associada
com a membrana exterior. A membrana externa contém lipopolissacaridos (LPS),
proteinas e fosfolipidos, também observados na Figura 9 (DUBRAY; BEZARD, 1980;
VERSTRAETE et al., 1982; MORIYON; BERMAN, 1983).

A membrana externa da Brucella abortus ¢ composta por quatro componentes
principais: LPS, polipeptideos de 43 kDa e 36-37-38 kDa, e glicopeptideos de 25-26-27
kDa (DUBRAY; CHARRIAULT, 1983).

As principais Proteinas de Membrana Externa (PME) de brucela sdo o grupo 2
das proteinas porina (MORIYON; BERMAN, 1983; DOUGLAS et al.,1984; SANTOS
etal., 1984; VERSTRAETE; WINTER, 1984), também classificadas de proteinas de 36
a 38 kDa (DUBRAY; CHARRIAULT, 1983), grupo 3, também classificadas de
proteinas de 25 a 27 kDa, e uma lipoproteina covalentemente ligada ao peptideoglicano
(GOMEZ-MIGUEL; MORIYON, 1986). Grupo 1 proteinas pequenas tém uma massa
molecular de 88-94 kDa (VERSTRAETE et al., 1982; VERSTRAETE; WINTER,
1984).
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As PMEs podem ser extraidas da célula da brucela pelos métodos de Zwittergent
ou dodecil sulfato de sddio (SDS), sem a utilizacdo de lisozima (se as bactérias ndo
tiverem sido inativadas antes da extracdo) ou com lisozima (se as células tiverem sido
inativadas por calor ou por formalina ) (DUBRAY; BEZARD, 1980; VERSTRAETE et
al., 1982; MORIYON; BERMAN, 1983).

De acordo com os dados apresentados, as proteinas de 25 kDa, 36 kDa e 38 kDa,
que foram perdidas no processo de extracdo do EPS pertencem aos grupos 2 e 3 das
PMEs, que sdo importantes imundgenos na maioria das bactérias Gram-negativa
(TIBOR;  DECELLE; LETESSON, 1999; CLOECKAERT; ZYGMUT;
GUILLOTEAU, 2002). Isso provavelmente se deve a diferenca nos processos de
extracdo, em que se utilizou um protocolo diferente dos aplicados nesses trabalhos.

A coloracdo de prata € um método altamente sensivel capaz de detectar uma
quantidade tdo baixa como 1 ng de LPS, e € rotineiramente utilizada para visualizagdo
de banda padrédo de LPS purificado (REZANIA et al., 2011). Portanto a banda de
aproximadamente 14 kDa, mais fortemente marcada no gel, pode representar a cadeia O
do LPS, de acordo com Aragon et al. (1996) e Lin e Nielsen (1997), que encontraram
um peso molecular de 13,2 kDa para a cadeia O do LPS de Brucella abortus.

A eletroforese da IgY purificada das gemas de ovos (Figuras 10A e 10B)
demonstrou que o processo de purificagdo com sulfato de amonio a 20% nao foi
eficiente, uma vez que no gel pode-se observar a formacao de outras bandas proteicas

além da de IgY.



62

Figura 10 A: Perfil eletroforético da IgY extraida da gema do ovo e purificadas com
sulfato de aménio, com gel corado por coloracdo de prata.
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Legenda: PM - Padrdo de peso molecular (Amresco), 1 (10ug de IgY purificada 112 semana Grupo
Controle), 2 (10ug de IgY purificada 9% semana Grupo B19), 3 (10pug de IgY purificada 10* semana

Grupo B19), 4 (10ug de IgY purificada 112 semana Grupo B19), 5 (10ug de IgY purificada 112 semana
Grupo EPS) e 6 (10ug de IgY purificada 13% semana Grupo EPS).

Figura 10 B: Perfil eletroforético da IgY extraida da gema do ovo e purificadas com
sulfato de amdnio, com gel corado por coloragdo Coomassie Blue R250 (Sigma).

PM ML 1 2 3 MH 4 5 6

Legenda: PM - Padrdo de peso molecular (Amresco), ML (Marcador de proteina de baixo peso
molecular- Amresco), 1 (10ug de IgY purificada 112 semana Grupo Controle), 2 (10ug de IgY purificada
92 semana Grupo B19), 3 (10ug de IgY purificada 102 semana Grupo B19), MH (Marcador de proteina de
alto peso molecular — Amresco), 4 (10ug de IgY purificada 112 semana Grupo B19), 5 (10ug de IgY
purificada 112 semana Grupo EPS) e 6 (10ug de IgY purificada 132 semana Grupo EPS).
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Os metodos de purificacdo da IgY descritos sdo compostos de duas etapas:
delipidacdo da gema, que consiste em separar as livetinas das demais lipoproteinas, e
purificacdo do extrato aquoso para separagdo das IgY de outros componentes
(BERNARDO, 2009).

A purificacdo do IgY do extrato aquoso é feita apOs a etapa de delipidacao.
Existem trés métodos, amplamente descritos na literatura, que sdo realizados de forma
isolada ou em associagao, séo eles: precipitagdo com sais, cromatografia de afinidade e
ultrafiltracdo (MOREIRA, 2007).

Bernardo (2009) analisou os métodos de precipitacdo com PEG-6000 e sulfato
de amonio 25% e constatou que o método de PEG-6000 foi mais eficiente que o de
sulfato de amonio, pois foi capaz de extrair IgY da gema de ovos com alto grau de
pureza, concordando com os dados encontrados neste trabalho.

Por outro lado, o resultado encontrado discorda de outros autores que afirmam
que este seria 0 método mais eficiente de purificacdo com alta pureza (SVENDSEN et
al, 1995; ARAUJO, 2007).

Na andlise das proteinas na eletroforse pelo perfil de peso molecular, nota-se que
a banda de IgY encontra-se abaixo de 200 kDa, por volta de 169 kDa. Ha divergéncia
quanto ao PM da IgY, alguns autores afirmaram ter esta molécula 167,25 kDa
(CARLANDER, 2002; CHACANA et al., 2004), enquanto Leslie e Clem (1969)
relataram um peso molecular de até 206 kDa, Devi et al. (2002) estabeleceram seu peso
em 190 kDa e outros autores relatam um peso molecular de 180 kDa
(VASCONCELOQOS, 2010; TAN et al., 2012). No entanto foi estabelecido pela maioria
dos autores em torno de 180kDa (WARR; MAGOR; HIGGINS, 1995; AKITA; LI-
CHAN; NAKAI, 1998; BIZANOV; JONAUSKIENE, 2003).

A resposta do IgY das galinhas aos antigenos inoculados foi obtida por meio de
testes soroldgicos.

No teste de Antigeno Acidificado Tamponado (AAT), nenhuma das galinhas do
grupo controle (Grupo 1) reagiu ao teste. No grupo imunizado com a vacina B19
(Grupo 2), as duas galinhas comegaram a reagir no teste a partir da 22 coleta (uma
semana apos a primeira inoculagdo) e continuaram a ser reagentes até a 72 coleta (132
semana). No Grupo 3, imunizado com EPS, uma das galinhas comegou a reagir na 22
coleta e apresentou-se reagente até a 72 coleta; a outra galinha reagiu a partir da 42 coleta
até a 7% As amostras testadas no AAT ndo foram encaminhadas para o teste

confirmatoério 2-mercaptoetanol (2-ME) por ndo possuirem quantidades suficientes para
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realizacdo do teste. No Quadro 1, podem-se observar os resultados do teste AAT para

amostras de soro sanguineo das galinhas de cada grupo.

Quadro 1 - Resultados do teste AAT realizado em amostras individuais de soro
sanguineo das galinhas do Grupo 1 (controle), Grupo 2 (vacina B19) e Grupo 3 (Extrato
proteico soltvel —EPS).

RESULTADO AAT

IDENTIFICAGAO COLETA IDENTIFICACAO GALINHAS

3 4
13 (PRE-INOCULACAO) NEGATIVO NEGATIVO
_o | NEGATIVO NEGATIVO
oo I3 NEGATIVO NEGATIVO
L s NEGATIVO NEGATIVO
&5 15 NEGATIVO NEGATIVO
O e NEGATIVO NEGATIVO
72 NEGATIVO NEGATIVO

IDENTIFICACAO COLETA A'DENJ'F'CA — %'NHA;
|12 (PRE-INOCULACAO) NEGATIVO NEGATIVO
= PR POSITIVO POSITIVO
o2 | POSITIVO POSITIVO
S B POSITIVO POSITIVO
x O |5 POSITIVO POSITIVO
O < e POSITIVO POSITIVO
e e POSITIVO POSITIVO

IDENTIFICAGAO COLETA A'DET;'F'CA — GA'NHA:‘
13 (PRE-INOCULACAO) NEGATIVO NEGATIVO
- 2a NEGATIVO POSITIVO
o7 I NEGATIVO POSITIVO
= o fae POSITIVO POSITIVO
x — | POSITIVO POSITIVO
O 62 POSITIVO POSITIVO
72 POSITIVO POSITIVO

As galinhas do Grupo 1 (controle) ndo reagiram ao teste, 0 que ja era esperado,
uma vez que ndo se utilizou nenhum antigeno na imunizacao dessas aves. No Grupo 2
(imunizado com a vacina B19), as galinhas comecaram a reagir uma semana apos a
primeira imunizagdo e mantiveram-se reagentes até a Ultima coleta apos a sexta
inoculacdo. Tal fato esta de acordo com o encontrado por Kumar et al. (1984), que
observaram que oito galinhas inoculadas com suspensdo de Brucella abortus foram
reagentes ao teste AAT uma semana apds a imunizagdo. Seis das oito galinhas foram

sacrificadas no 15° dia e as duas restantes foram analisadas quanto a resposta ao teste
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AAT até o 43° dia. Estas mantiveram-se positivas até a ultima coleta, porem,
diferentemente do experimento executado neste trabalho, elas receberam apenas uma
inoculagdo do antigeno.

Schade et al. (2005) também observaram que as galinhas podem produzir
anticorpos com alta avidez logo apds a primeira imunizacdo. Esta producdo depende de
algumas variaveis, as quais incluem o tipo de antigeno (dose e peso molecular), o
adjuvante, a via de administracdo, a genética do animal e o tipo de criagcdo (SCHADE et
al., 2005). Resultados obtidos no Grupo 2, imunizado com a vacina B19, demonstraram
que as variaveis utilizadas neste grupo foram adequadas para a producdo de anticorpos
na semana apos a primeira imunizagéo.

No Grupo 2, a resposta das galinhas foi semelhante & encontrada em bovinos
uma semana pos-vacinacdo. Nos bovinos infectados por Brucella abortus ou vacinados
com amostra B19, a resposta imune caracteriza-se pela presenca de quatro isotipos
principais de imunoglobulinas. Na primeira semana pos-infeccdo ou vacina, séo
produzidos o isotipo IgM e, logo apos, o 1gG1, detectaveis no teste AAT (BRASIL,
2006).

O fato de as galinhas terem respondido logo na primeira semana apo0s a
inoculacdo coincidindo com mamiferos, pode ser explicado pela semelhanga funcional
existente entre IgY e 1gG, tendo as aves uma resposta de anticorpos geralmente similar
a observada em mamiferos (SCHADE et al., 1996; SCHADE et al., 2005). A IgM ¢
formada predominantemente durante a resposta primaria, sendo detectada 72 horas apds
a inoculagdo de um antigeno; entretanto, a resposta € curta. Apds uma Unica inoculagdo
de um antigeno proteico, ocorre um pico de IgM entre 0 4° e o0 8° dia, que declina
rapidamente e é acompanhado pela producdo de anticorpos IgY. Entretanto, a
quantidade e a qualidade dessa resposta dependem de diversos fatores como: dose do
imundgeno, tipo de adjuvante, via de aplicacdo, linhagem de galinha, idade e manejo
(SCHADE et al., 2005).

Vale salientar que a reatividade das imunoglobulinas Y foi devido a elevada
especificidade para a ligagdo e inativacdo de substancias externas, tais como moléculas
toxicas ou antigenos, que sao capazes de invadir o corpo (KARLSSON; KOLLBERG;
LARSSON, 2004).

A Brucella abortus ndo é um agente patogénico significativo em espeécies
aviarias (DETILLEUX; CHEVILLE; DEYOE, 1988), por esse motivo, poucas
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pesquisas sdo realizadas com Brucella abortus em aves e poucos trabalhos sao
encontrados para discutir a resposta observada.

O grupo 3 apresentou uma resposta varidvel, pois as duas galinhas do grupo
responderam de forma diferente, sendo que a galinha n° 14 apresentou a mesma resposta
do grupo 2, porém a de n® 12 reagiu positivamente ao teste AAT a partir da quarta
coleta, ap6s a terceira imunizacdo com o EPS, até a ultima coleta. Acredita-se que tal
resposta, se deve ao fato de a dose inicial ndo ter sido suficiente para induzir a producao
de anticorpos nesta galinha. Com isso, talvez seja necessario aumentar a dose inicial
para padronizar a resposta nos animais, ja que as condi¢fes experimentais foram iguais
para as duas galinhas.

O EPS é um antigeno novo que ainda vem sendo estudado por esse grupo de
estudo, contudo ndo se sabe a resposta que ele pode desempenhar nos animais, as
galinhas foram as primeiras a serem testadas para este antigeno, logo se faz necessario
um estudo para padronizagéo da resposta.

Tanto as galinhas imunizadas com a vacina B19 quanto as imunizadas com o
EPS apresentaram-se reagentes ao teste, podendo ser considerados bons imundgenos
por induzirem a producdo de anticorpos, porém ndo se sabe em relacdo ao diagnostico
se este € um achado bom ou ruim, se pode ser considerado ou ndo uma interferéncia nos
testes, assim como ocorre com a IgG bovina de fémeas recém-vacinadas com vacina
B19.

Na parede externa da Brucella abortus existe uma estrutura formada por
moléculas de constituicdo lipopolissacaridica (LPS), composta de lipidios A, um
oligossacarideo central e uma cadeia polissacaridica mais exposta, denominada cadeia
O. Esta cadeia é o componente antigénico mais importante da bactéria, responsavel pela
imunidade humoral as brucelas lisas, tendo um papel essencial no sorodiagnéstico
(PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).

Mesmo que no processo de extracdo do EPS tenham sido perdidas PMEs, que
atuam como importantes imundgenos em bactérias Gram-negativas, o EPS ainda
apresentou interferéncia no teste de AAT. Portanto, acredita-se que a cadeia O do LPS
pode ndo ter sido perdida no processo de extracdo, reagindo ao teste.

Em virtude disso, as galinhas do Grupo 3 podem ter respondido a esta porcéao
antigénica e, consequentemente, apresentado reacao positiva ao teste de triagem AAT.
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Para ser um bom teste diagndstico, ele deve ter alta sensibilidade e
especificidade, ou seja, capaz de detectar verdadeiros positivos e verdadeiros negativos,
segundo Thrusfield (2004).

O teste de triagem, que serve para detectar animais reagentes, precisa ter boa
sensibilidade, ser barato e de facil execucdo. Ja o teste confirmatdrio deve ter boa
sensibilidade e especificidade muito alta. A realizacdo de testes em sequéncia, quando
se faz o teste confirmatério em individuos reagentes ao teste de triagem, aumenta a
especificidade do procedimento diagndstico e diminui o nimero de falso-positivos.
Com esse objetivo no controle da brucelose, utiliza-se o teste do Antigeno Acidificado
Tamponado como teste de triagem, seguido de teste confirmatorio (2-mercaptoetanol ou
fixacdo de complemento) nos animais reagentes (BRASIL, 2006).

Devido a insuficiéncia da quantidade das amostras de soro sanguineo das
galinhas, ndo foi possivel confirmar se as amostras consideradas reagentes no teste de
triagem, AAT, foram também reagentes no teste 2-ME. No entanto, testaram-se
amostras de pool semanal de IgY extraido da gema do ovo das galinhas dos trés grupos.

Nos testes AAT e 2-ME realizados com amostras de pool semanal de IgY
extraido da gema do ovo, os Grupos 1 (Controle) e 3 (EPS) ndo reagiram aos testes
AAT e 2-ME, ja o Grupo 2 (vacina B19) foi reagente ao teste AAT a partir da 5
semana até a 13% semana; e no teste 2-ME, este grupo foi reagente com titulo de
200:200 a partir da 8% semana até a 13* semana, da 5% a 72 semana, o grupo foi

inconclusivo ao teste 2-ME. Os resultados podem ser visualizados no Quadro 2.
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Quadro 2- Resultados dos testes AAT e 2-ME realizados no pool semanal de amostras

de IgY extraido da gema do ovo de cada grupo.

RESULTADO TESTE SAL / 2-

IDENTIFICACAO AAT e TITULO SAL / 2-ME
12 SEMANA (PRE-INOCULACAO) NEGATIVO NEGATIVO 25:NR
23 SEMANA (12 INOCULACAO) NEGATIVO NEGATIVO NR:NR
33 SEMANA NEGATIVO NEGATIVO NR:NR
LU |42 SEMANA (22 INOCULACAO) NEGATIVO NEGATIVO NR:NR
6' 52 SEMANA _ NEGATIVO NEGATIVO NR:NR
¥ 62 SEMANA (32 INOCULACAOQ) NEGATIVO NEGATIVO NR:NR
= |Z2SEMANA _ NEGATIVO NEGATIVO NR:NR
= |82 SEMANA (42 INOCULACAQ) NEGATIVO NEGATIVO NR:NR
O |92 SEMANA NEGATIVO NEGATIVO NR:NR
(O |L102 SEMANA (52 INOCULACAO) NEGATIVO NEGATIVO NR:NR
113 SEMANA NEGATIVO NEGATIVO NR:NR
122 SEMANA (62 INOCULACAO) NEGATIVO NEGATIVO NR:NR
132 SEMANA NEGATIVO NEGATIVO NR:NR
12 SEMANA (PRE-INOCULACAO) NEGATIVO NEGATIVO NR:NR
22 SEMANA (12 INOCULACAQ) NEGATIVO NEGATIVO NR:NR
32 SEMANA NEGATIVO NEGATIVO NR:NR
o) |42SEMANA (23 INOCULACAO) NEGATIVO NEGATIVO NR:NR
— |52 SEMANA POSITIVO INCONCLUSIVO 200:NR
0 |62 SEMANA (32 INOCULACAO) POSITIVO INCONCLUSIVO 200:NR
— 73 SEMANA POSITIVO INCONCLUSIVO 200:NR
o | 82 SEMANA (42 INOCULACAO) POSITIVO POSITIVO 200:200
< 92 SEMANA _ POSITIVO POSITIVO 200:200
102 SEMANA (52 INOCULACAO) POSITIVO POSITIVO 200:200
112 SEMANA POSITIVO POSITIVO 200:200
122 SEMANA (62 INOCULACAOQ) POSITIVO POSITIVO 200:200
132 SEMANA POSITIVO POSITIVO 200:200
12 SEMANA (PRE-INOCULACAQ) NEGATIVO NEGATIVO NR:NR
23 SEMANA (12 INOCULACAOQ) NEGATIVO NEGATIVO NR:NR
32 SEMANA NEGATIVO NEGATIVO NR:NR
42 SEMANA (22 INOCULACAO) NEGATIVO NEGATIVO NR:NR
52 SEMANA NEGATIVO NEGATIVO 25:NR
(/) |62 SEMANA (32 INOCULACAO) NEGATIVO NEGATIVO 25:NR
O | 72 SEMANA NEGATIVO NEGATIVO 50:NR
LLl |82 SEMANA (42 INOCULACAO) NEGATIVO NEGATIVO 50:NR
92 SEMANA NEGATIVO NEGATIVO 50:NR
102 SEMANA (52 INOCULACAO) NEGATIVO NEGATIVO 50:NR
113 SEMANA NEGATIVO NEGATIVO 50:NR
122 SEMANA (62 INOCULACAQ) INAO HOUVE OVOS NAO HOUVE OVOS -
132 SEMANA NEGATIVO NEGATIVO 50:NR
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Ao analisar os resultados, observou-se que o Grupo 2 permaneceu reagente ao
testes AAT e 2-ME com o IgY extraido da gema do ovo.

Em 1893, Klemperer demonstrou que a imunizacdo de uma ave resultou na
transferéncia de anticorpos especificos do soro para a gema do ovo. A passagem
transovariana da IgY demora aproximadamente de 3 a 6 dias (PATTERSON et al.,
1962; WOOLLEY et al., 1995; MOHAMMED et al., 1998). A quantidade de IgY
transferida para a gema do ovo tem sido relatada como proporcional a concentragdo de
IgY no soro sanguineo da galinha (LOEKEN; ROTH, 1983; MORRISSON et al., 2002;
AL-NATOUR et al., 2004; HAMAL et al., 2006).

No Grupo 2, para 0 teste AAT, nota-se que os dados obtidos neste trabalho néo
concordaram com 0s autores acima citados, uma vez que a resposta de anticorpos do
pool de IgY extraido da gema do ovo deste grupo foi tardia em relacdo aos dados
encontrados por Patterson et al. (1962), Woolley et al. (1995) e Mohammed et al.
(1998), pois, pelo teste AAT, observa-se que o IgY extraido do ovo foi reagente 2
semanas apos o IgY sérico apresentar reagdo no teste.

No teste 2-ME, observa-se que o Grupo 2 apresentou trés reacdes inconclusivas
nas quinta, sexta e sétima semanas, em um titulo de 200:NR, o que indica que as
amostras poderiam estar com baixa concentragdo de 1gY, ndo sendo detectado no teste
de 2-ME, ja que nas semanas posteriores até a 132 semana as galinhas desse grupo
apresentaram-se reagentes ao teste em um titulo de até 200:200.

No Grupo 3, pode ser que tenha ocorrido uma reacdo inespecifica no teste de
AAT para o soro sanguineo das galinhas, tendo em vista que o pool de IgY extraido do
0vo ndo reagiu aos testes de AAT e 2-ME. Tal reacdo poderia ser denominada como
efeito prozona, que resulta em resultados falso-negativos devido a alta concentracdo de
anticorpos em relacdo a concentracdo do antigeno do teste.

Na padronizagcdo do teste de ELISA indireto do IgY proveniente do soro
sanguineo e da gema do ovo de galinhas verificou-se haver melhor resposta na
sensibilizacdo da placa com concentracdo de EPS igual a 10 pg/mL e com a diluicdo da
vacina B19 igual a 1:100. A diluicdo de anticorpos primérios e secundarios que
apresentaram melhor resposta para as placas sensibilizadas com diferentes antigenos foi
de 1:100 e 1:5000, respectivamente.

Na validacdo com amostras de soro sanguineo de galinhas, observou-se que a
partir da 12 semana pés-imuniza¢do no Grupo 2 houve aumento no titulo de anticorpos

especificos anti-vacina B19. J& no Grupo 3, este aumento no titulo de anticorpos
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especificos anti-EPS também ocorreu, porém foi bem discreto (Figura 9 e 10), embora
esta resposta tenha sido baixa neste grupo. O resultado se assemelha aos encontrados
por Guimardes; Correia; Gama Filho (2008), que constataram que ap0s 0 primeiro
indculo as aves iniciam a producdo de anticorpos e dentro de poucos dias 0s mesmos ja
podem ser encontrados na gema do ovo das galinhas.

Nas Figuras 11 e 12, o pico maior da atividade de anticorpos foi observado 1
semana apds a 42 imunizacdo para o Grupo 2 (imunizado com vacina B19) e apds a 62
imunizacdo para 0 Grupo 3 (imunizado com EPS).

A producédo de anticorpos é ativada nos animais ap0s a inoculacdo do antigeno.
As substancias com peso das moléculas menor que 1000 Da ndo possuem a capacidade
de provocar a producdo de anticorpos. Macromoléculas, como proteinas e
polissacarideos, sdo altamente imunogénicas, e estimulam fortemente a resposta imune.
Outro fator indispensavel para a producdo de anticorpos é a capacidade do animal
imunizado de reconhecer o antigeno e produzir proteinas com alta afinidade e
especificidade ao antigeno (SOUSA, 2008).

Desta forma, nota-se que 0s antigenos utilizados para as imuniza¢fes nas
galinhas foram capazes de desempenhar a atividade de anticorpos, conforme mostra a
Figura 11. Uma vez que os antigenos B19 e EPS sdo proteinas com pesos moleculares
maior que 1000 Da, ativando, desta forma, o sistema imune das galinhas, estimulando a
producdo de anticorpos.

A atividade dos anticorpos do grupo controle (Grupo 1), quando testado com o0s
antigenos B19 e EPS no ELISA indireto, foi baixa e permaneceu inalterada durante o
experimento, indicando uma atividade especifica insignificante e, portanto, poderia ser

empregada como um controle negativo em experiéncias subsequentes.
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Figura 11: Curva de absorbancia de IgY nas amostras de soro sanguineo de galinhas
dos grupos controle e B19 obtidas pelo teste ELISA indireto, utilizando como antigeno
0 B19, durante 13 semanas.
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Figura 12: Curva de absorbancia de IgY nas amostras de soros de galinhas dos grupos
controle e EPS obtidas pelo teste ELISA indireto, utilizando como antigeno o EPS,

durante 13 semanas.
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O pico na producdo de anticorpos ocorreu ap6s a 4% imunizacao, tanto para as
galinhas imunizadas com a vacina B19 como para as imunizadas com EPS. No entanto,
para 0 grupo das galinhas imunizadas com vacina B19, o pico ocorreu na primeira
semana apos a 4% imunizacdo (9% semana); ja no grupo das galinhas imunizadas com
EPS, o pico ocorreu na semana da 72 coleta (13? semana), porém apresentou aumento de
na concentracao de anticorpos apds a 42 imunizacao.

Avaliou-se também a cinética de producéo de IgY extraido da gema do ovo para

0s Grupos 2 e 3, conforme Figura 13.

Figura 13: Cinética de producdo de IgY nas amostras de gema de ovo de galinhas
imunizadas com os antigenos vacina B19 e EPS obtida pelo teste ELISA indireto
durante 13 semanas.
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O Grupo 2 apresentou maior resposta em niveis de anticorpos comparado ao
Grupo 3.

Observa-se, na 4% semana, um pequeno aumento na producdo de anticorpos no
Grupo 3, jd no Grupo 2 a producdo de anticorpos foi bastante visivel, uma vez que
apresentou um aumento consideravel no valor da absorbancia.

A IgY ¢ exclusivamente transferida para a gema do ovo por um processo
mediado por receptor (MOHAMMED et al.; 1998; MORRISON et al., 2002). A
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quantidade de IgY transferida € dependente da concentragdo sérica, e parece que toda a
populacdo de IgY é transferida (MORRISON et al., 2002). A passagem transovariana da
IgY leva aproximadamente 5 dias (MOHAMMED et al., 1998).

Tal aumento, observado no Grupo 2, coincide com a resposta observada no teste
AAT para o pool de IgY extraido da gema do ovo, mostrando mais uma vez que a
transferéncia de anticorpos séricos para o ovo foi tardia em relacdo ao observado por
Patterson et al. (1962), Woolley et al. (1995) e Mohammed et al. (1998), obtendo-se um
periodo de 15 dias para esta transferéncia.

No grupo 2, a producao de anticorpos € bem maior em relacdo ao grupo 3. Esta
diferenga, provavelmente, pode estar relacionada com a diferenga de imunogenicidade
entre os antigenos (BIZHANOV; VYSHNIAUSKIS, 2000).

No grupo 3, pode-se observar uma queda na producao de anticorpos apds a 92
semana, na 13% semana também houve uma queda, porém ndo se pode observar se foi
apo6s a 112 ou 122 semana, uma vez que as galinhas desse grupo ndo botaram na 122
semana. No grupo 2 também houve uma queda na producdo de anticorpos apés a 102
semana.

Segundo Chen et al. (2002) e Pauly et al. (2009), a queda na concentracdo de
anticorpos nao ¢ um fenémeno desejado, e sua ocorréncia pode ser revertida por meio
de reaplicacdo do antigeno.

Quando se compara a resposta sérica e a resposta na gema, observa-se que a
deteccdo de anticorpos na gema ocorre com um atraso de aproximadamente quinze dias,
depois da deteccdo sérica, fato que pode ser explicado pelo tempo requerido para
desenvolvimento do foliculo ovariano e ovopostura (PEI; COLLISSON, 2005;
DAVISON; MAGOR; KASPERS, 2008).

As aves, neste estudo, representaram uma boa opc¢do para producdo de
anticorpos IgY anti-antigeno utilizado na imunizacdo, uma vez que os resultados foram
bastante satisfatorios em relacdo a interacdo dos anticorpos produzidos com oS
antigenos utilizados na imunizacao.

Diante dos resultados obtidos, acredita-se que os anticorpos IgY produzidos pelo
estimulo dos antigenos vacina B19 e EPS podem ser considerados importantes
ferramentas para serem utilizadas em testes diagndsticos, por apresentarem uma boa
resposta aos testes avaliados neste estudo. Além disso, o EPS revelou-se um potencial

imundgeno vacinal, por desencadear resposta imune humoral nas galinhas, porém séo
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necessarios mais estudos com este antigeno para padronizacdo de seu uso como

imundgeno ou como antigeno para diagndsticos soroldgicos.

2.4 CONCLUSAO

Galinhas imunizadas com a vacina B19 e com EPS de Brucela abortus
produziram anticorpos IgY reativos a cada um desses antigenos detectaveis por teste
ELISA indireto. Além disso, o0 EPS mostrou ser um potencial antigeno para ser utilizado

em testes diagnosticos.
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CAPITULO 3 - AVALIACAO DA REATIVIDADE DE IMUNOGLOBULINAS Y
DE GALINHAS IMUNIZADAS COM VACINA B19 E EPS

RESUMO - Objetivou-se com este estudo avaliar a resposta da IgY extraida da gema
do ovo das galinhas imunizadas com vacina B19 (IgY anti-B19) frente ao Extrato
Proteico Solavel (EPS) extraido da vacina B19, bem como a resposta do IgY extraido
da gema de ovo de galinhas imunizadas com o EPS (IgY anti-EPS), frente a vacina B19
em teste de ELISA indireto. Foram sensibilizadas duas placas de imunoadsorcao, uma
com vacina B19 e outra com EPS. Em cada placa foram colocados como anticorpos
primarios imunoglobulinas IgY extraidas da gema do ovo, referente a cada grupo de
galinhas imunizado, sendo um controle, um com vacina B19 e um com EPS. A IgY
anti-B19 e o IgY anti-EPS foram reagentes aos antigenos testados. Os indices ELISA
para o IgY anti-B19 foram superiores aos indices do IgY-EPS, indicando uma maior
producdo de anticorpos anti-B19. Acredita-se que esses anticorpos possam Servir como
ferramenta na identificacdo de antigenos em testes diagndsticos, e que os anticorpos IgY
anti-B19 podem apresentar melhor resposta na identificacdo do antigeno em relacdo aos

anticorpos IgY anti-EPS.

Palavras-chave: Vacina B19. Extrato proteico soltvel. Ensaio Imunoenzimatico.
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CHAPTER 3 - EVALUATION OF Y IMMUNOGLOBULIN REACTIVITY OF
CHICKENS IMMUNIZED WITH B19 AND EPS

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the response of IgY extracted
from egg yolk of immunized chickens with B19 vaccine (IgY Anti-B19) against the
Soluble Protein Extract (EPS) extracted from B19 vaccine, as well as the response of
the 1gY extracted from egg yolk of chickens immunized with EPS (IgY Anti-EPS)
against B19 vaccine in indirect ELISA. Two immunoadsorption plates were sensitized,
one with B19 vaccine and another with EPS. Were placed on each plate as primary
antibodies IgY immunoglobulins extracted from the egg yolk, for each group of
immunized chickens, being a control, one with B19 vaccine and one with EPS. The IgY
Anti-B19 and IgY Anti-EPS were reactive to the antigens tested. The ELISA indexes
for IgY Anti- B19 were higher than those of IgY Anti-EPS, indicating a higher antibody
IgY Anti-B19 production. It is believed that these antibodies may serve as a tool in
identifying antigens in diagnostic tests, and the IgY Anti-B19 antibody may show a
better response in the identification of antigen compared to the antibodies IgY Anti-
EPS.

Keywords: Vaccine B19. Soluble protein extract. Immunoenzymatic assay.
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3.1 INTRODUCAO

A producgéo de anticorpos policlonais em galinhas vem sendo estudada desde
1893, e a partir de 1980, a IgY extraida de ovos passou a ser disponibilizada
comercialmente, conjugada a fluoresceina, fosfatase alcalina ou peroxidase
(SCHIMIDT et al., 1989).

O desenvolvimento e a producdo de anticorpos IgY especificos podem ser
alcancados pela imunizacdo de aves poederias com o antigeno-alvo. O antigeno pode
ser apresentado ao sistema imune como estruturas complexas (bactérias, virus e
parasitas) ou simples (proteinas, polissacarideos e toxinas) (SCHADE et al., 2005).

A imunizacdo de galinhas representa uma excelente alternativa na geragdo de
anticorpos policlonais, pois a manutencdo das aves € barata, a coleta dos ovos ndo gera
estresse aos animais, o isolamento e a purificacdo de imunoglobulinas Y de alta
afinidade € rapida e simples e a aplicabilidade da IgY é extensa (TINI et al., 2002).

Este método oferece varios beneficios quando comparado a producdo em
coelhos, pois evita-se a sangria dos animais para coleta de imunoglobulinas, ja que
somente ovos sdo coletados. Poucas imunizacbes sdo necessarias para obter longo
periodo de titulos de imunoglobulina na gema de ovos, e a producdo de ovos é
intermitente e com média de duracdo de 18 meses, contribuindo para uma grande
producdo de IgY por longo periodo. Além disso, as imunoglobulinas conjugadas
apresentam, em geral, baixa inespecificidade nos testes em que sdo utilizadas (SOUSA,
2008).

No futuro, devido a todas as vantagens da tecnologia IgY (baixo custo de
producdo; elevado titulo de anticorpos; estabilidade térmica; elevada especificidade;
possibilidade de conjugacdo a enzimas, corantes fluorescentes ou outros sistemas de
revelacdo; uso em Kits para pesquisa de antigenos, determinantes celulares ou
imunoglobulinas espécie-especificas; e emprego em sistemas de imunodiagnosticos
automatizados), os anticorpos aviarios serdo amplamente utilizados pela ciéncia,
incluindo a medicina veterinaria e a humana (BERNARDO, 2009).

Inimeras técnicas tém sido utilizadas para deteccdo de anticorpos e/ou
antigenos. A maioria das provas soroldgicas baseia-se nas interagdes antigeno-
anticorpo, e estas podem ser classificadas de acordo com a quantidade de moléculas que
se interagem e a forma com que se observa tal interacdo. Quando essas moléculas se

interagem em baixas concentragdes e a resolucdo desse complexo so € evidenciada com
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0 auxilio de metodos colorimétricos ou fluorescentes (microtécnicas), as técnicas mais
utilizadas sé&o a imunofluorescéncia (IF), o radioimunoensaio (RIA) e o ensaio
imunoenzimético (ELISA), que detectam pequenas quantidades dessas interacGes
(MADRUGA; ARAUJO; SOARES, 2001).

Sabendo-se que houve uma boa reposta do IgY extraido da gema do ovo aos
seus respectivos antigenos utilizados nas imunizagdes, conforme resultados obtidos no
capitulo 2, objetivou-se neste estudo verificar a resposta do IgY extraido da gema do
ovo de galinhas imunizadas com vacina B19 (IgY anti-B19) frente ao antigeno EPS e a
resposta de IgY extraido da gema do ovo de galinhas imunizadas com EPS (IgY anti-
EPS) frente ao antigeno B19, utilizando ELISA indireto, a fim de verificar possiveis
interacfes antigeno-anticorpo.

3.2 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos realizados neste estudo foram aprovados pela Comisséo
de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU) sob o nimero de registro CEUA/UFU 071/12.

3.2.1 Amostras utilizadas

Foram utilizadas amostras de IgY extraido da gema do ovos referente a 13
semanas de aves imunizadas com vacina B19 de Brucella abortus (IgY anti-B19),
Extrato Proteico solivel (EPS) extraido da vacina B19 (IgY anti-EPS), e com PBS
adicionado de Adjuvante de Freund (Grupo Controle / 1gY Controle), como mostra o
item 2.2.3 do capitulo 2.

3.2.2 Antigenos utilizados

Para sensibilizag&o da placa para o teste de ELISA indireto foram utilizados os

antigenos vacina B19 e Extrato proteico soluvel (EPS) extraido da vacina B19,

conforme protocolo de extracdo descrito no capitulo 2.
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3.2.3 ELISA indireto para avaliar a resposta de aves a antigenos diferentes dos

utilizados nas imunizagdes

Foi realizada a padronizag&o e validacdo do ELISA indireto para estes antigenos.

3.2.3.1 Padronizacdo do ELISA indireto dos anticorpos IgY extraidos da gema do

ovo de galinhas imunizadas frente a diferentes antigenos utilizados na imunizacéo

Foram utilizadas duas placas de microtitulagdo de poliestireno (MaxiSorp,
Nunc), uma delas foi sensibilizada com trés concentragdes diferentes de EPS, sendo 5
pg/mL, 10 pg/mL e 15 pg/mL, e a outra foi sensibilizada com trés diluicdes diferentes
da vacina B19, sendo 1:100, 1:500 e 1:1000. Os dois antigenos foram diluidos em
tampéo carbonato-bicarbonato (NaHCO3 0,1M, pH8,6), colocados nas placas utilizando-
se por po¢co um volume de 50 pL de acordo com as concentragcdes ou dilui¢des
mapeadas, e incubadas overnight a 4°C por 16 horas.

No dia seguinte, o conteddo das placas foi descartado e as mesmas foram
bloqueadas adicionando 300 puL/poco de Tampéo fosfato de sédio (PBS 0.01M pH 7,4)
acrescido de leite desnatado a 5% (PBSM 5%), incubando-as por duas horas a 37°C.
Apos blogueio, as placas foram lavadas trés vezes com tampédo PBS e adicionaram-se
50uL do 1gY previamente diluido em Tampdo fosfato de sédio com Tween a 0,05% e
leite desnatado a 5% (PBSTM), e depois as placas foram levadas a estufa a 37°C por
uma hora. Na placa sensibilizada com a vacina B19 utilizou-se um pool de IgY EPS (10
pL de cada semana) e um pool de IgY controle (10 pL de cada semana) em quatro
diluicdes diferentes, sendo 1:100, 1:200, 1:400 e 1:800, todas adicionadas em duplicata.
Na placa sensibilizada com o EPS utilizou-se um pool de IgY B19 (10 pL de cada
semana das 13 semanas) e um pool de IgY controle (10 pL de cada semana das 13
semanas) em quatro dilui¢bes diferentes, sendo 1:100, 1:200, 1:400 e 1:800, todas
adicionadas em duplicata.

Apo6s uma hora de incubagdo, as placas foram lavadas trés vezes com tampéao
fostato de sodio com Tween a 0,05% (PBST 0,05%) e, em seguida, adicionaram-se 50

uL/pogo do conjugado com anticorpos IgG de coelho anti-lgY marcados com



89

peroxidase (Sigma) nas diluicdes de 1:5000 e 1:10000, diluido em PBSTM, e incubadas
em estufa a 37°C por uma hora. Apds incubacdo, a placa foi lavada trés vezes com
tampdo PBST 0,05%. Para revelacdo da reacdo diluiu-se uma pastilha de
ortofenilenodiamino (OPD, 15 mg, Amresco) em 22,5 mL de agua MilliQ e 9,75 pL de
perdxido de hidrogénio. Adicionaram-se 100 uL dessa solugdo em cada poco da placa,
que foi mantida sem a exposicdo a luz durante 15 minutos. Apds esse tempo,
interrompeu-se a reagdo com acido sulfurico 4N (25 uL), efetuando-se em seguida a
leitura a 492 nm em espectrofotdmetro de microplaca Thermo Plate - TP-Reader.

O teste de ELISA indireto foi padronizado de acordo com Wright et al. (1993) e
Madruga; Aradjo e Soares (2001).

As concentracOes e diluicOes ideais foram as que apresentaram a maior diferenca
em densidade dptica (DO) entre amostras positivas (IgY anti-B19 e IgY anti-EPS) e

negativas.

3.2.3.2 Validacgdo do ELISA indireto dos anticorpos IgY extraidos da gema do ovo

de galinhas imunizadas frente a diferentes antigenos utilizados na imunizacéo

Duas placas de microtitulagio de poliestireno (MaxiSorp, Nunc) foram
sensibilizadas com 50 pL/poco, sendo uma sensibilizada com EPS na concentracédo de
10 pg/mL em tampdo carbonato-bicarbonato (NaHCO3 0,1M, pH8,6) e a outra com
vacina B19 na dilui¢do de 1:100, e incubadas overnight a 4°C por 16 horas. No dia
seguinte, o conteldo das placas foi descartado e as mesmas foram bloqueadas
adicionando 300 pL/po¢o de Tampao fosfato de sédio (PBS 0.01M pH 7,4) acrescido
de leite desnatado a 5% (PBSM 5%), incubando-as por duas horas a 37°C. Apds
incubacéo foi realizado um ciclo de trés lavagens com tampéo PBS.

Apobs incubacdo com bloqueio e lavagens, foram adicionados as placas 50
puL/poco de anticorpos primarios na diluicdo de 1:100, previamente diluidos em Tampao
fosfato de s6dio com Tween a 0,05% e leite desnatado a 5% (PBSTM) e as mesmas
foram levadas a estufa a 37°C por uma hora. Tanto na placa sensibilizada com EPS
como na sensibilizada com vacina B19, os anticorpos primarios utilizados foram um
pool/semana (13 semanas) de IgY proveniente da gema do ovo de galinhas imunizadas

com EPS, pool/semana (13 semanas) de IgY proveniente da gema do ovo de galinhas
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imunizadas com vacina B19 e pool/semana (13 semanas) de IgY proveniente da gema
do ovo de galinhas do grupo controle, conforme mostra esquema da Figura 1.

Apo6s uma hora de incubacdo, as placas foram lavadas trés vezes com tampé&o
fostato de sodio com Tween a 0,05% (PBST 0,05%) e, em seguida, adicionaram-se 50
uL/pogo do conjugado com anticorpos IgG de coelho anti-lgY marcados com
peroxidase (Sigma) nas dilui¢des de 1:5000, diluido em PBSTM, e incubadas em estufa
a 37°C por uma hora. Ap0s incubacéo, a placa foi lavada trés vezes com tampédo PBST
0,05%. Para revelacdo da reacdo diluiu-se uma pastilha de ortofenilenodiamino (OPD,
15mg, Amresco) em 22,5 mL de agua MilliQ e 9,75 uL de peroxido de hidrogénio.
Adicionaram-se 100 pL dessa solugdo em cada pogo da placa que foi mantida sem a
exposicdo a luz durante 15 minutos. ApoOs esse tempo, interrompeu-se a reagcdo com
acido sulfurico 4N (25 ul), efetuando-se em seguida a leitura a 492 nm em
espectrofotdbmetro de microplaca Thermo Plate - TP-Reader.

O ponto de corte (cut-off) foi calculado pela média da densidade dptica dos
controles negativos previamente testados em duplicata somados a trés vezes o desvio
padrdo desses valores (MADRUGA; ARAUJO; SOARES, 2001).

Os resultados foram expressos em indice ELISA (IE), calculado como: IE =
DOamostra / DOcut off, onde as amostras que apresentaram valores de IE > 1,2 foram
consideradas positivas.

Figura 1: Esquema do protocolo utilizado na validacdo do teste ELISA indireto para as
placas sensibilizadas com vacina B19 e EPS.

AC121gY B19 AC12IgY EPS AC12IgY CONTROLE

. 132 SEM.
BRANCO
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na padronizacdo do teste de ELISA indireto do IgY proveniente do ovo de
galinhas imunizadas frente a antigenos diferentes dos utilizados nas imunizagoes,
verificou-se haver uma melhor resposta na sensibilizacdo da placa com concentracdo de
EPS igual a 10 pg/mL e com a diluicdo da vacina B19 igual a 1:100. A diluicdo de
anticorpos primarios e secundarios que apresentaram melhor resposta para as placas
sensibilizadas com diferentes antigenos foi de 1:100 e 1:5000, respectivamente.

Na validagéo, o cut off obtido para a placa sensibilizada com EPS foi de 0,396,
ja o obtido para a placa sensibilizada com B19 foi de 1,131, apresentando um valor
maior em relacdo a placa com EPS. As amostras consideradas positivas foram as que
obtiveram indice ELISA (IE) >1,2.

Na placa sensibilizada com EPS, conforme mostra a Figura 2, pode-se observar
que o IgY anti-B19, apresentou-se reagente ao antigeno EPS a partir da 5% semana até a
132 semana, enquanto o IgY anti-EPS apresentou-se reagente a partir da 72 semana até a
13% semana, sem a avaliacdo da 122 semana, pois ndo houve postura nesse periodo.

Na Figura 3, que representa resultados da placa sensibilizada com a vacina B19,
pode-se observar que o antigeno B19 reagiu com o IgY anti-EPS a partir 72 semana até a
13% semana, sem avaliar a 122 semana, na qual ndo houve postura. Este resultado
apresentou semelhanca ao encontrado na placa sensibilizada com EPS, mostrando que o
IgY anti-EPS reconhece bem tanto o antigeno EPS utilizado na imunizacdo das galinhas
quanto o antigeno vacina B19.

Quando foi avaliado o IgY anti-B19 para esta placa observou-se que houve
reacdo a partir da 4% semana até a 13* semana, mostrando que houve diferenca na
semana em que o IgY anti-B19 comecou a reagir em relacdo a resposta observada destes
anticorpos ao antigeno EPS. Tal fato pode ser explicado pelo antigeno usado na
sensibilizacdo da placa, que foi o mesmo utilizado na imunizacdo das galinhas para
obtencdo do anticorpo IgY anti-B19, apresentando desta forma uma reposta mais
especifica ao antigeno vacina B19 em relagdo ao antigeno EPS.

Pbde-se observar também que, nas Figuras 2 e 3, os indices ELISA para o IgY
anti-B19 foram superiores aos indices do IgY-EPS, nas duas placas. Tal fato indica que
houve uma producdo maior de anticorpo IgY anti-B19 que foi detectada pelos dois

antigenos, uma vez que o EPS foi extraido a partir do antigeno vacina B19 e certamente
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pode reconhecer bem este antigeno por ainda apresentar moléculas proteicas

semelhantes a vacina B19.

Figura 2: Cinética do reconhecimento de antigenos através de anticorpos IgY extraidos
da gema do ovo de galinhas imunizadas com B19, EPS e controle, frente ao antigeno
EPS.
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Figura 3: Cinética do reconhecimento de antigenos através de anticorpos IgY extraidos
da gema do ovo de galinhas imunizadas com B19, EPS e controle, frente ao antigeno
B19.
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Com os resultados obtidos, acredita-se que tanto o IgY anti-EPS quanto o IgY
anti-B19 podem reconhecer porgdes de outras cepas de Brucella abortus.

As imunoglobulinas Y n&o se ligam a fatores reumatoides e a receptores Fc de
bactérias e mamiferos, reduzindo entdo as ligacGes ndo especificas e minimizando a
interferéncia em ensaios imunoldgicos envolvendo soro de mamiferos (LARSSON;
SJOQUIST, 1988; LARSSON; SJOQUIST, 1990), desta forma, os anticorpos lgY
apresentam vantagens em relagdo aos de mamiferos, que sdo geralmente usados para
imunodiagnostico, diminuindo assim a ocorréncia de resultados falso-positivos
(LARSSON et al., 1992).

Portanto, estes anticorpos (IgY anti-B19 e IgY anti-EPS) representam uma boa
ferramenta para testes que visam a identificacdo de antigenos, devido a sua maior
especificidade em relacdo ao IgG de mamifero, como relatado anteriormente por
Larsson e Sjoquist (1988), Larsson e Sjoquist (1990) e Larsson et al. (1992).

Em relacdo a especificidade dos anticorpos, quando se deseja obter anticorpos de
melhor qualidade é conveniente imunizar animais mais distantes filogeneticamente em
relacdo a fonte do antigeno (TAN et al., 2012). Essa estratégia geralmente apresenta
resultados satisfatdrios. Como exemplo, para produzir anticorpos contra uma proteina
humana é mais indicado usar coelho, cabra, camundongos do que macaco. No entanto,
geralmente, as aves sdo mais eficientes para produzir anticorpos contra moléculas que
apresentam baixa capacidade de provocar a producdo de anticorpos em mamiferos
(SOUSA, 2008).

Assim, quando galinhas e coelhos sdo imunizados com o mesmo antigeno
mamifero, frequentemente a galinha responde com producdo de anticorpos especificos
que sao raramente vistos nos coelhos (HUOPALAHTI et al., 2007).

Vaérias publicacdes tém descrito o sucesso na utilizacdo de IgY em inumeras
pesquisas (GASSMANN et al., 1990; SCHADE et al., 2001; CARLANDER, 2002;
DAVIS; REEVES, 2002; HUOPALAHTI et al., 2007). Ensaios imunoenzimaticos
utilizando IgY sdo usados para dosagem de proteinas e peptideos através de ELISA e
fluorescéncia, dentre outros, utilizados em pesquisas basicas. A IgY é utilizada com
sucesso na deteccdo de antigenos de origem viral, bacteriana, vegetal e animal para
avaliar a incidéncia de parasitas intestinais em animais domeésticos (SCHNIERING;
SCHADE; HIEPE, 1996; HUOPALAHTI et al., 2007) e a contaminacdo de alimentos
com toxinas e drogas (PICHLER et al., 1998).
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A tecnologia IgY, por suas inUmeras vantagens, destacando-se como principais,
a alta especificidade do IgY, a producéo de anticorpos em maior quantidade do que em
mamiferos e a obtencéo de anticorpos sem sangria do animal, tem substituido anticorpos
de mamiferos por anticorpos IgY, que atualmente estdo ganhando muito espaco no
mercado biotecnologico.

Por demonstrarem especificidade a cepa B19 de Brucella abortus e ao EPS,
estes anticorpos poderiam ser utilizados em testes diagndsticos para brucelose, que
visem a deteccdo de antigeno. Segundo Tini et al. (2002), a IgY pode ser usada em
praticamente todos os métodos de imunodiagnostico tradicionalmente desenvolvidos
com IgG de mamiferos, ou seja, imunofluorescéncia, ELISA, técnicas de

imunoeletroforese, Western blotting, imuno-histoquimica, e muitos outros.

3.4 CONCLUSAO

Estes anticorpos, IgY anti-B19 e IgY anti-EPS, podem ser futuramente
utilizados em testes diagndsticos que se baseiam na identificacdo do antigeno através
das interagdes antigeno-anticorpo, devido a boa resposta desempenhada frente aos
antigenos vacina B19 e EPS.

Além disso, os anticorpos IgY anti-B19 podem apresentar melhor resposta na

identificacdo do antigeno em relacdo aos anticorpos IgY anti-EPS.
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CAPITULO 4 — USO DE IgG BOVINA NO ELISA INDIRETO UTILIZANDO
VACINA B19 E EPS COMO ANTIGENOS

RESUMO - Objetivou-se neste estudo avaliar a resposta imune humoral de bovinos
naturalmente infectados e recém-vacinados com a vacina B19 frente aos antigenos EPS
e vacina B19 em ELISA indireto. Foram utilizadas 96 amostras de soro sanguineo,
sendo 32 de bovinos naturalmente infectados para brucelose e 32 de bezerras recém-
vacinadas com vacina B19 (15, 30, 45 e 60 dias p0s-vacinacao), sororreagentes aos
testes de AAT e 2-ME; e 32 de bovinos ndo reagentes a brucelose nos testes de AAT e
2-ME. O ELISA indireto com antigeno vacina B19 ndo consegui detectar animais
recém-vacinados e naturalmente infectados, apresentando uma baixa concordancia e
sensibilidade quando comparado com o teste padrdo 2-ME. Ja o teste de ELISA indireto
com o antigeno EPS apresentou excelente concordancia com o teste padrdo, porém
obteve baixa concordancia e sensibilidade para animais recém-vacinados, por conseguir
diferenciar estes de animais naturalmente infectados, o que ndo ocorre no teste 2-ME. O
teste de ELISA indireto com o antigeno EPS, quando comparado ao teste de ELISA
indireto com o antigeno vacina B19 e 2-ME, foi capaz de diferenciar os animais recém-
vacinados com 15, 30, 45 e 60 dias p6s-vacinagdo, dos animais naturalmente infectados,

tornando o EPS potencial antigeno para ser estudado.

Palavras-chave: Imunoglobulina G. Extrato proteico sollvel. Ensaio imunoenzimatico.



98

CHAPTER 4 - BOVINE 1gG IN INDIRECT ELISA USING AS ANTIGENS B19
VACCINE AND EPS

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the humoral immune
response of cattle naturally infected and newly vaccinated with B19 vaccine heifers
against EPS and B19 vaccine antigens in indirect ELISA. We used a total of 96 blood
serum samples, 32 from naturally infected cattle for brucellosis and 32 newly
vaccinated with B19 vaccine heifers (15, 30, 45 e 60 days post vaccination) that were
seropositive tests for AAT and 2-ME, and 32 cattle no reagents for brucellosis in AAT
and 2-ME tests. ELISA with B19 vaccine antigen could not detect animals vaccinated
and naturally infected, presenting a low concordance and sensitivity when compared
with the pattern test (2-ME). Already the indirect ELISA with the EPS antigen showed
excellent agreement with the pattern test, but got low concordance and sensitivity to
animals recently vaccinated , because this test could differentiate these from naturally
infected animals, which does not occur in 2-ME test. The indirect ELISA with the EPS
antigen, compared with indirect ELISA with the B19 vaccine antigen and 2-ME, was
able to differentiate the newly vaccinated animals with 15, 30, 45 and 60 days post
vaccination, from naturally infected animals, making the EPS a potencial antigen for be
studied.

Keywords: G Immunoglobulin. Soluble protein extract. Immunoassays.
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4.1 INTRODUCAO

A brucelose é uma doenca infecto-contagiosa provocada por bactérias do género
Brucella. Produz infeccéo caracteristica nos animais, podendo infectar o homem. Sendo
uma zoonose de distribuicdo mundial, acarreta problemas sanitarios importantes e
prejuizos econdémicos vultuosos (BRASIL, 2006).

No Brasil a doenga é endémica, sendo a sua ocorréncia registrada em todo o
territorio brasileiro (PAULIN; FERREIRA NETO, 2002).

O controle da brucelose apoia-se basicamente em a¢des de vacinacdo de bezerras
e eliminagéo dos portadores da doenca (RIET-CORREA et al., 2001). A eliminagdo dos
portadores da doenca s6 € recomendada com base nos resultados de testes diagnosticos.

Esta doenca é prioritaria pelo Governo Federal e estd incluida no Programa
Nacional de Controle e de Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT), o qual
prevé que, apos resultado positivo no diagndstico para brucelose, o animal devera ser
sacrificado (BRASIL, 2006).

O programa brasileiro prevé o uso sequencial dos testes Antigeno Acidificado
Tamponado (AAT) como teste de triagem, sendo 0s soros com resultado positivo
submetidos a confirmacdo, que pode ser realizada pela combinacdo da prova de
soroaglutinacdo lenta com a prova do 2-mercaptoetanol ou entdo pela reacéo de fixagéo
de complemento (MATHIAS; MEIRELLES, BUCHALA, 2007).

Outros testes podem ser empregados, como o0 iELISA (ELISA indireto), no qual
utiliza-se como antigeno lipopolissacarideo de Brucella abortus, porém, assim como o
AAT, este teste possui alta sensibilidade e especificidade menor, por isso muitas
reacOes falso positivas podem ocorrer (BRASIL, 2006). O ELISA indireto (iELISA) é
um dos testes recomendados para comércio internacional pela Organizacdo Mundial de
Saude (WHO, 2009), embora néo seja encontrado facilmente no comércio brasileiro.

Nenhum desses testes consegue diferenciar animais vacinados entre 3 e 8 meses
de idade e com menos de 24 meses de animal naturalmente infectado, pois, por ser uma
amostra lisa de Brucella abortus, a vacina B19 induz a formacdo de alto titulo de
anticorpos especificos contra o polissacarideo O do LPS, que interfere no teste
soroldgico diagnostico da doenca (LETESSON et al., 1997; BRASIL, 2006).

O diagnostico da brucelose é realizado principalmente pela deteccdo de
anticorpos especificos, contudo uma possivel estratégia para contornar as reagdes

cruzadas causadas por anticorpos anti-sLPS é desenvolver métodos diagndsticos
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baseados em proteinas selecionadas de Brucella abortus (KUMAR; TUTEJA; BATRA,
2007), o que poderia possivelmente apresentar um grande avanco na diferenciagdo de
animais infectados de animais vacinados.

Debbarh et al. (1996) verificaram que um antigeno de proteina citossoluvel
parcialmente purificada (CP28) proveniente de Brucella melitensis poderia diferenciar
ovelhas infectadas de ovelhas vacinadas mostrando que essa proteina ndo reagia com
soros de ovelhas vacinadas e reagia com anticorpos de animais infectados por Brucella
melitensis.

Visto que, nos capitulos 2 e 3, os anticorpos IgY das galinhas apresentaram
eficiente resposta aos antigenos EPS e vacina B19 quando avaliadas em teste de ELISA
indireto e que proteinas selecionadas poderiam diferenciar animais infectados de
vacinados, objetivou-se neste estudo avaliar e comparar a resposta imune humoral de
bovinos naturalmente infectados e recém-vacinados com a vacina B19 frente aos

antigenos EPS e vacina B19 em ELISA indireto.

4.2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 96 amostras de soro sanguineo de bovinos, cedidas pelo
Laboratorio de Doencas Infectocontagiosas da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Uberlandia (LADOC-UFU), Laboratério Nacional
Agropecuario de Minas Gerais (LANAGRO-MG/MAPA) e Instituto de Pesquisas
Veterinarias Desidério Finamor (IPVDF-RS). Estas foram previamente testadas em
testes diagnosticos de triagem Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e confirmatério
2-Mercaptoetanol (2-ME), conforme Brasil (2006).

Dessas amostras, 32 eram provenientes de bovinos ndo reagentes a brucelose, 32
eram de bovinos naturalmente infectados sororreagentes aos testes de AAT e 2-ME, e
32 eram de bezerras recém-vacinadas (15, 30, 45 e 60 dias pds-vacinacdo) e
sororreagentes nos testes de AAT e 2-ME.

Os antigenos utilizados para os testes de ELISA indireto foram vacina Brucelina
B19 (Amostra lisa da cepa B19 de Brucella abortus), produzida pelo laboratorio Vallee,
com n° de partida 011/12, fabricacdo em fevereiro/2012 e validade até agosto de/2013 e

Extrato Proteico Soluvel (EPS) extraido a partir da vacina.
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4.2.1 Padronizacgdo do ELISA indireto com antigenos vacina B19 e EPS

Foram utilizadas quatro placas de microtitulagdo de poliestireno (MaxiSorp,
Nunc), duas delas foram sensibilizadas com trés concentracdes diferentes de EPS, sendo
5 pg/mL, 10 pg/mL e 15 pg/mL, e as outras duas foram sensibilizadas com trés
diluigdes diferentes da vacina B19, sendo 1:100, 1:500 e 1:1000. Os dois antigenos
foram diluidos em tamp&o carbonato-bicarbonato (NaHCO3; 0,1M, pH8,6), colocados
nas placas utilizando-se por po¢o um volume de 50 pL, de acordo com as concentracfes
ou diluicbes mapeadas, e incubadas overnight a 4°C por 16 horas.

No dia seguinte, o conteldo das placas foi descartado, e as mesmas foram
blogueadas adicionando 300 pL/poco de Tampé&o fosfato de sédio (PBS 0,01M pH 7,4)
acrescido de leite desnatado a 5% (PBSM 5%), incubando-as por duas horas a 37°C.

Apdbs bloqueio, as placas foram lavadas trés vezes com tampdo PBS e
adicionaram-se 50 pL do 1gG bovino (anticorpo primario) previamente diluido em
Tampédo fosfato de s6dio com Tween a 0,05% e leite desnatado a 5% (PBSTM), e
depois as placas foram levadas a estufa a 37°C por uma hora. Em uma das placas
sensibilizadas com a vacina B19, foi colocado, como anticorpos primarios, um pool de
10 amostras de soro sanguineo de bovinos naturalmente infectados para brucelose e um
pool de 10 amostras de soro sanguineo de bovinos negativos para brucelose, e na outra
foi colocado, como anticorpos primarios, um pool de 10 amostras de soro sanguineo de
bezerras recém-vacinadas com vacina B19 (15, 30, 45 e 60 dias pds-vacinacdo) e um
pool de 10 amostras de soro sanguineo de bovinos negativos para brucelose, em quatro
dilui¢des diferentes, sendo 1:100, 1:200, 1:400 e 1:800, todas adicionadas em duplicata,
conforme mostra modelo da Figura 1. Nas placas sensibilizadas com EPS utilizaram-se
0s mesmos anticorpos que foram utilizados nas placas sensibilizadas com B19 (Figura
1).

Apo6s uma hora de incubacdo, as placas foram lavadas trés vezes com Tampédo
fostato de s6dio com Tween a 0,05% (PBST 0,05%) e, em seguida, adicionaram-se 50
uL/poco do conjugado com anticorpos IgG de coelho anti-lgG bovino conjugado a
peroxidase (Sigma), nas dilui¢des de 1:5000 e 1:10000, diluido em PBSTM, e
incubadas em estufa a 37°C por uma hora. Apos incubacdo, a placa foi lavada trés vezes
com tampdo PBST 0,05%. Para revelacdo da reacdo diluiu-se uma pastilha de
ortofenilenodiamino (OPD, 15mg, Amresco) em 22,5 mL de agua MilliQ e 9,75 uL de

peroxido de hidrogénio. Adicionaram-se 100 pL dessa solugdo em cada pogo da placa,
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que foi mantida sem a exposicdo a luz durante 15 minutos. ApOs esse tempo,
interrompeu-se a reagdo com acido sulfurico 4N (25 uL), efetuando-se em seguida a
leitura a 492 nm em espectrofotometro de microplaca Thermo Plate - TP-Reader.

O teste de ELISA indireto foi padronizado de acordo com Wright et al. (1993) e
Madruga; Araujo; Soares (2001).

As concentracOes e diluigOes ideais foram as que apresentaram a maior diferenca
em densidade optica (DO) entre amostras de soro positivas e negativas, e vacinais e

negativas.
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Figura 1: Modelo da padronizacdo do ELISA indireto de placas sensibilizadas com

antigenos vacina B19 e EPS.
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Legenda: (A) Placa com anticorpos primarios, sendo pool de 10 amostras de soro
sanguineo de bovinos naturalmente infectados para brucelose e pool de 10 amostras de
soro sanguineo de bovinos negativos para brucelose. (B) Placa com anticorpos
primarios, sendo pool de 10 amostras de soro sanguineo de bezerras recém-vacinadas
com vacina B19 (1 semana pés- vacinacao) e pool de 10 amostras de soro sanguineo de

bovinos negativos para brucelose.
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4.2.2 Validacao do ELISA indireto com antigenos vacina B19 e EPS

Quatro placas de microtitulacdo de poliestireno (MaxiSorp, Nunc) foram
sensibilizadas com 50 pL/poco, sendo duas sensibilizadas com EPS na concentracao de
10 pg/mL em tampdo carbonato-bicarbonato (NaHCO3 0,1M, pH8,6) e duas com vacina
B19 na diluicdo de 1:100, e incubadas overnight a 4°C por 16 horas. No dia seguinte, o
contetdo das placas foi descartado e as mesmas foram blogueadas adicionando 300
pL/poco de Tampdo fosfato de sddio (PBS 0,01M pH 7,4) acrescido de leite desnatado
a 5% (PBSM 5%, incubando-as por duas horas a 37°C . Apds incubacéo, foi realizado
um ciclo de trés lavagens com tampéo PBS.

Ap0s incubacdo com bloqueio e lavagens, foram adicionados as placas 50
pL/poco de anticorpos primarios na diluicdo de 1:100, previamente diluidos em Tampao
fosfato de so6dio com Tween a 0,05% e leite desnhatado a 5% (PBSTM), e as mesmas
foram levadas a estufa a 37°C por uma hora. Em cada placa (total de quatro placas),
tanto as sensibilizadas com EPS como as sensibilizadas com vacina B19, os anticorpos
primarios utilizados foram 16 amostras de soro sanguineo de bovinos negativos para
brucelose; 16 amostras provenientes de animais naturalmente infectados sororreagentes
aos testes de AAT e 2-ME; e 16 de bezerras recém-vacinadas com vacina B19 (15, 30,
45 e 60 dias pds-vacinacdo), sororreagentes aos testes de AAT e 2-ME.

Apds uma hora de incubacdo, as placas foram lavadas trés vezes com tampao
fostato de s6dio com Tween a 0,05% (PBST 0,05%) e, em seguida, adicionaram-se 50
uL/poco do conjugado com anticorpos IgG de coelho anti-lgG bovino conjugado a
peroxidase (Sigma) nas dilui¢des de 1:5000, diluido em PBSTM, e incubadas em estufa
a 37°C por uma hora. Apds incubacdo, a placa foi lavada trés vezes com tampdo PBST
0,05%. Para revelacdo da reacdo diluiu-se uma pastilha de ortofenilenodiamino (OPD,
15mg, Amresco) em 22,5 mL de agua MilliQ e 9,75 uL de perdxido de hidrogénio.
Adicionaram-se 100 pL dessa solugdo em cada pogo da placa, que foi mantida sem
exposicdo a luz durante 15 minutos. Apds esse tempo, interrompeu-se a reagdo com
acido sulfurico 4N (25 pL), efetuando-se em seguida a leitura a 492 nm em
espectrofotdbmetro de microplaca Thermo Plate - TP-Reader.

O ponto de corte (cut-off) foi calculado pela média da densidade Optica dos
controles negativos previamente testados em duplicata somadas a trés vezes o desvio
padrdo desses valores (MADRUGA; ARAUJO; SOARES, 2001).



105

Os resultados foram expressos em indice ELISA (IE), calculado como: IE =

DOamostra / DOcut off, onde as amostras que apresentaram valores de IE > 1,2 foram

consideradas positivas.

Figura 2: Modelo da validagdo do ELISA indireto de placas sensibilizadas com
antigenos vacina B19 e EPS.
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4.2.3 Anélise estatistica

Os resultados das amostras de 1gG bovino testadas pelo método de ELISA
indireto com os antigenos vacina B19 e EPS foram distribuidos em uma tabela de
contingéncia 2x2 para o calculo da sensibilidade e da especificidade relativas
(THRUSFIELD, 2004). Nesta tabela, os resultados foram comparados com o0s
resultados do teste 2-ME (teste padrdo ouro). Todas as amostras de soro sanguineo de
bovinos naturalmente infectados para brucelose e bezerras recém-vacinadas com vacina
B19, foram consideradas reagentes a este teste.

Para determinar a concordancia entre os testes realizados e o teste padréo,
calculou-se também o indice Kappa, segundo interpretacdo de Rosner (2006), utilizando
0 programa Bioestat 5.0 (AYRES et al., 2007).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na padronizacdo do teste obteve-se um protocolo capaz de discriminar pool de
amostras de soro sanguineo de bovinos positivos, negativos e recém-vacinados, nas
placas sensibilizadas com B19, o que ndo ocorreu na placa sensibilizada com EPS, uma
vez que houve a diferenciacdo entre o pool de amostras de soro sanguineo de bovinos
positivos e negativos, porem ndo houve diferenca entre as absorbancias do pool de
amostras de soro sanguineo de bovinos recém-vacinados e negativos.

No entanto, como a melhor resposta encontrada na maioria das placas foi da
diluicdo 1:100 do antigeno vacina B19 e na concentracdo de 10 ug/mL do antigeno
EPS, e na diluicdo de anticorpos primarios e secundarios de 1:100 e 1:5000,
respectivamente, estes protocolos para diferentes antigenos foram aplicados na
validacao.

Na validacdo do ELISA indireto, o cut off obtido para a placa sensibilizada com
EPS foi de 0,322, j& 0 obtido para a placa sensibilizada com vacina B19 foi de 0,300. As
amostras consideradas positivas foram as que obtiveram indice ELISA (IE) >1,2.

Nas placas sensibilizadas com a vacina B19, conforme a Figura 3, das 32
amostras de soro sanguineo de bovinos naturalmente infectados, apenas quatro foram
consideradas positivas. Ja para as 32 amostras de soro sanguineo de bezerras recém-

vacinadas com vacina B19, apenas trés foram consideradas positivas.
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Figura 3: Resultados da validagdo ELISA indireto das placas sensibilizadas com o
antigeno vacina B19.
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Nas placas sensibilizadas com o antigeno EPS, das 32 amostras de soro
sanguineo de bovinos naturalmente infectados para brucelose, 28 foram consideradas
positivas, de acordo com a Figura 4, e das 32 amostras de soro sanguineo de bezerras

recém-vacinadas com vacina B19, apenas duas amostras foram consideradas positivas.

Figura 4: Resultados da validacdo ELISA indireto das placas sensibilizadas com o
antigeno EPS.
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Analisando a sensibilidade e a especificidade dos ELISAs indiretos para
diferentes antigenos, bem como a concordéncia desses testes comparando com o teste
padrdo 2-ME, pode-se observar que o teste de ELISA indireto com o antigeno vacina
B19 para amostras de animais recém-vacinados apresentou uma concordancia fraca com
0 teste padrdo de 54,69% e indice de kappa de 0,0938, e sensibilidade e especificidade
de 9,38% e 100,00%, respectivamente. Para animais naturalmente infectados, a
concordancia observada também foi fraca, sendo de 56,25%, com o indice de kappa de
0,125, e sensibilidade e especificidade de 12,50% e 100,00%, respectivamente,

conforme Tabelas 1 e 2.

Tabela 1: Tabela de contingéncia comparando os resultados do ELISA indireto com o
antigeno vacina B19 para amostras de soro sanguineo de fémeas bovinas recém-
vacinadas com vacina B19 frente ao teste padrdo 2-ME no diagnostico de brucelose,
com determinacdo dos valores de sensibilidade, especificidade e concordancia.

POSITIVO NEGATIVO
POSITIVO 3 0 3
NEGATIVO 29 32 61
TOTAL 32 32 64

Sensibilidade= 9,38%; Especificidade= 100,00%; Concordancia= 54,69%; Kappa= 0,0938

Tabela 2: Tabela de contingéncia comparando os resultados do ELISA indireto com o
antigeno vacina B19 para amostras de soro sanguineo de bovinos naturalmente
infectados para brucelose frente ao teste padrdo 2-ME no diagndstico de brucelose, com
determinacéo dos valores de sensibilidade, especificidade e concordancia.

ELISA indireto VACINA B19

(AMOSTRAS NATURALMENTE 2-ME TOTAL
INFECTADOS)
POSITIVO NEGATIVO
POSITIVO 4 0 4
NEGATIVO 28 32 60
TOTAL 32 32 64

Sensibilidade= 12,50%; Especificidade= 100,00%; Concordancia= 56,25%; Kappa= 0,125

O teste ELISA indireto com antigeno vacina B19 ndo foi capaz de diferenciar

fémeas bovinas recém-vacinadas contra brucelose (vacina B19) de bovinos
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naturalmente infectados, isso ocorreu, porgue esse teste ndo conseguiu detectar animais
naturalmente infectados, por esse motivo, apresentou uma baixa sensibilidade e
concordancia em relagdo ao teste 2-ME, que detecta como positivos animais recém-
vacinados e naturalmente infectados, ndo conseguindo fazer a diferenciacéo entre eles.

A especificidade foi alta (100,00%), isso se deve ao fato de que 32 amostras
foram negativas ao teste ELISA indireto com antigeno vacina B19 e ao teste 2-ME ao
mesmo tempo, tendo em vista que o calculo das especificidade é feito pelo total de
amostras negativas aos dois testes ao mesmo tempo dividido pelo total de amostras
negativas do teste padrdo de acordo com a tabela de contingéncia.

A resposta humoral de bovinos infectados por Brucella abortus ou vacinados
com B19 caracteriza-se pela sintese dos quatro isotipos principais de imunoglobulinas.
A resposta soroldgica pds-infeccdo ou vacinagdo produz-se a partir da primeira semana,
aparecendo, em primeiro lugar, o isotipo IgM, detectadas entre cinco a sete dias apds a
vacinagdo, com pico entre 13 e 21 dias. Depois sua concentragdo diminui, mas nao
desaparece por varios meses. As IgG1 se formam logo apds, entre os 14 e 21 dias apds a
vacinacdo, com a maxima concentracdo em 28 e 42 dias. As respostas de 1gG2 e IgA
aparecem mais tarde, aumentam gradativamente, mas permanecem em niveis baixos. A
observacdo por periodos prolongados da resposta humoral em animais infectados
demonstra que ha um leve decréscimo dos niveis de IgM, enquanto os de IgG1l
permanecem altos, inalterados. A 1gG2 e IgA permanecem em niveis mais baixos e
estaveis (OLASCOAGA, 1976; BRASIL, 2006).

Nesse contexto, acredita-se que o anticorpo 1gG bovino tanto para animais
infectados como para animais recém-vacinados tenha baixa especificidade frente ao
antigeno vacina B19.

O teste de ELISA indireto com antigeno LPS de Bruella abortus, também
considerado oficial, mas pouco utilizado no Brasil, é altamente sensivel, porém nao é
capaz de diferenciar anticorpos resultantes de vacinacdo com vacina B19 daqueles
induzidos por cepas patogénicas (OIE, 2000).

Ao contrario deste teste, 0 ELISA indireto utilizado neste estudo, mostrou baixa
sensibilidade, ndo sendo capaz de detectar com eficiéncia animais naturalmente
infectados, além de nédo detectar animais recém-vacinados. Acredita-se que o antigeno
B19, por ser um antigeno total e ndo soltvel, possui baixa interagdo com o anticorpo,

ndo sendo detectada a ligacdo antigeno-anticorpo no teste de ELISA indireto.
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Ao analisar o teste ELISA indireto com o antigeno EPS, pode-se observar que
ele foi capaz de diferenciar animais naturalmente infectados de recém-vacinados. Tal
fato pode ser visto de acordo com os valores de sensibilidade, especificidade e
concordancia, nas Tabelas 3 e 4. O ELISA indireto com antigeno EPS para bovinos
naturalmente infectados apresentou concordancia excelente (93,75%) com o teste
padrdo (2-ME), com alta sensibilidade (87,50%) e alta especificidade (100%), j& que foi
capaz de detectar grande parte dos animais positivos detectados no teste 2-ME. J& para
animais recém-vacinados, este teste, quando comparado ao teste padrdo, apresentou
fraca concordancia (53,13%), bem como baixa sensibilidade (6,25%), isso se deve ao
fato desse teste ndo conseguir detectar animais recém-vacinados, ao contrério do teste
padrdo, que consegue detecta-los, apresentando desta forma uma baixa concordancia

com o teste de ELISA com antigeno EPS para animais recém-vacinados.

Tabela 3: Tabela de contingéncia comparando os resultados do ELISA indireto com o
antigeno EPS para amostras de soro sanguineo de fémeas bovinas recém-vacinadas com
vacina B19 frente ao teste padrdo 2-ME no diagndstico de brucelose, com determinacéao
dos valores de sensibilidade, especificidade e concordancia.

ELISA indi’reto EPS (AMOSTRAS 2-ME TOTAL
RECEM-VACINADOS)
POSITIVO NEGATIVO
POSITIVO 2 0 2
NEGATIVO 30 32 62
TOTAL 32 32 64

Sensibilidade= 6,25%; Especificidade= 100,00%; Concordancia= 53,13%; Kappa= 0,0625

Tabela 4: Tabela de contingéncia comparando os resultados do ELISA indireto com o
antigeno EPS para amostras de soro sanguineo de bovinos naturalmente infectados para
brucelose frente ao teste padrdo 2-ME no diagnéstico de brucelose, com determinacao
dos valores de sensibilidade, especificidade e concordancia.

ELISA indireto EPS (AMOSTRAS 2-ME TOTAL
NATURALMENTE INFECTADOS)
POSITIVO NEGATIVO
POSITIVO 28 0 28
NEGATIVO 4 32 36
TOTAL 32 32 64

Sensibilidade= 87,50%; Especificidade= 100,00%; Concordancia= 93,75%; Kappa= 0,8750
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Um dos pontos mais preocupantes no uso da vacina B19 é a persisténcia de
anticorpos soroldgicos pos-vacinais, 0 que gera muitos resultados falso-positivos nas
provas sorologicas hoje utilizadas, sendo dificil distinguir anticorpos de infeccéo
daqueles resultantes da vacinacdo (KOLODA, 2005).

Para ser um bom teste diagndstico, ele deve ter alta sensibilidade e
especificidade, ou seja, capaz de detectar verdadeiros positivos e verdadeiros negativos,
segundo Thrusfield (2004). Neste estudo, o teste de ELISA indireto com antigeno
vacina B19 quando comparado com o padrao (2-ME), ndo apresentou requisitos para ser
um bom teste, pois ndo conseguiu detectar animais naturalmente infectados e recém-
vacinados, apresentando uma baixa concordancia com o teste 2-ME, além de baixa
sensibilidade. Em contrapartida o ELISA indireto com o antigeno EPS mostrou ser uma
excelente ferramenta para um futuro diagnostico, uma vez que este apresentou altos
valores de sensibilidade e especificidade e uma excelente concordancia com o teste
padrdo (2-ME) para animais naturalmente infectados, além de ser capaz de diferenciar
animais recém-vacinados de naturalmente infectados, o que faz desse teste uma
importante descoberta, visto que sacrificio obrigatdrio dos animais reagentes para

brucelose em testes oficiais € uma grande preocupacéo atualmente.

4.4 — CONCLUSAO

O ELISA indireto com o antigeno EPS, quando comparado ao testes ELISA
indireto com o antigeno vacina B19 e 2-ME, foi capaz de diferenciar os animais recém-
vacinados dos animais naturalmente infectados, demonstrando o potencial do EPS como

antigeno para diagnostico da brucelose bovina.
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CAPITULO 5 - CONSIDERACOES FINAIS

- Galinhas imunizadas com a vacina B19 e com EPS de Brucela abortus produziram
anticorpos IgY reativos a cada um desses antigenos, detectaveis por teste ELISA
indireto. Esta producdo foi baixa, apds a primeira imunizacdo, portanto foram

necessarias outras imunizacdes pra que a producdo de anticorpos fosse maior.

- A producdo de anticorpos IgY anti-B19 foi maior em relacdo a producao de IgY anti-

EPS, sendo o antigeno B19 mais eficiente na inducdo de IgY em galinhas.

- Anticorpos IgY anti-B19 e IgY anti-EPS, por reagirem bem aos dois antigenos, B19 e
EPS, foram considerados potenciais ferramentas para serem utilizados em diagndsticos

gue visam a deteccdo do antigeno, através da interacdo antigeno-anticorpo.

- Os anticorpos IgG produzidos em bezerras recém-vacinadas com vacina B19 nédo

reagiram no teste ELISA indireto com os antigenos vacina B19 e EPS.
- Diante dos resultados obtidos, acredita-se que os anticorpos IgY (produzidos por aves
inoculadas) sejam mais especificos que os IgG de bovinos, podendo ser Uteis nos testes

diagnosticos que visem a deteccdo do antigeno para o diagndéstico brucelose.

- O EPS mostrou ser um potencial antigeno para ser utilizado em testes diagndsticos.
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ANEXO A - Protocolo de aprovacdo do Comité de Etica na Utilizacdo de animais
(CEUA).

U'J Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagéao
Comissao de Etica na Utilizagao de Animais (CEUA)
Avenida Jodao Naves de Avila, n°. 2160 - Bloco A - Campus Santa Ménica -
Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131; e-mail:ceuaufu@yahoo.com.br;
WWww.comissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL N2 071/12 DA COMISSAQ DE ETICA NA UTILIZAGAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 044/12

Projeto Pesquisa: “Producgéo e aplicagido de igy obtido a partir de imunizagdes
de galinhas com extrato proteico e antigeno total de brucella abortus, leptospira
interrogans e virus da anemia infecciosa equina.”

Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Anna Monteiro Correia Lima Ribeiro

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redacao e da metodologia apresentadas.

SITUACAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

AO FINAL DA PESQUISA DEVE SER ENTREGUE A CEUA UM RELATORIO.
O MODELO DESTE ESTA NO SITE.

Uberlandia, 16 de Agosto de 2012

/ } -
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'Prof. Dr. Jonas Dantas Batista
Coordenador Pro tempore da CEUA/UFU



ANEXO B - Preparo das soluc@es utilizadas no experimento

Solucbes para eletroforese em Gel Poliacrilamida

e Tampado de corrida para SDS-PAGE (5X)

Tris base 125 mM
Glicina 125 mM
SDS 0,5

pH 9,2

e Tampdao de amostra para SDS-PAGE 2X

Tris-HCI pH 6,8 100 mM
SDS 4% (p/v)
Glicerol 20% (v/v)
B-mercaptoetanol 5%

Azul de bromofenol 0,2% (p/v)

e Acrilamida 49%/Bis-acrilamida 0.5%

Acrilamida 98 g
Bis-acrilamida 1g
H,0 g.s.p. 200 mL

Estocada na geladeira, ao abrigo de luz

e Tris-HCI3 M, pH 8,3
Tris 72,68 g
H,0 g.s.p. 200 mL

e Tris-HCI0,5M, pH 6,8
Tris 12,119
H20 q.s.p. 200 Ml
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e SDS 10% (p/v)
SDS
H20 q.s.p.

o PSA 10% (p/v)

Persulfato de aménio

109
100 mL

100 mg/1 mL de agua

e Gel de empilhamento SDS-PAGE

H,O destilada

Tris-HCI pH 8,3

Solugéo Acrilamida/Bis-acrilamida
PSA 10% (p/v)

TEMED

e Gel de separacédo SDS-PAGE
H,O destilada
Tris-HCI pH 8,3
Solucéo Acrilamida/Bis-acrilamida
Glicerol
PSA 10% (p/v)
TEMED

10,41 mL
3,75 mL
1,50 mL
140 pL
10 pL

5,90 mL
13,35 mL
13,25 mL
7,48 mL
140 pL
7 uL

e Solucéo corante para Gel SDS-PAGE

Metanol
Acido acético
Comassie Briliant Blue (R-250)

40% (viv)
10% (v/v)
1% (p/v)

e Solucéo descorante para Gel SDS-PAGE

Metanol

Acido acético

40% (v/v)
10% (v/v)
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Solugdes para ELISA indireto

e Tampao Bicarbonato de sédio 0,1 M, pH 8,6

Bicarbonato de sédio 420 mg
H.O destilada 90 mL
O pH foi ajustado para 8,6

O volume final foi completado para 100 mL.

e PBSpH74

137mM NaCl 10X Estoque: 80g de NaCL
2,7mM KCI 2,0g de KCI
12mM Na;HPO4 17,0g de Na;HPO,
1,2mM KH,PO, 1,63g de KH,PO,

Ajustar pH a 7,4 com HCI
g.s.p. 1000 mL de H,O destilada

e PBS1X

Diluir solugéo estoque PBS 10X, colocando 100 mL de PBS 10X e completando o

volume com H,O Millig ou destilada para 1000 mL.

e PBST 0,05% (tampéo de lavagem)

PBS 1X adicionado de 0,05% (v/v) de Tween 20 (Polyoxyethylene Sorbitan

Monolaurate) — Sigma

e PBSM -PBS 1X + Leite em p6 desnatado (Molico) 5%
PBS 1X adicionado de leite em pé desnatado (Molico) a 5% (p/v)

e PBSTM - PBS 1X + Leite em p0 desnatado (Molico) 5% + Tween (Sigma)
0,05%
PBS 1X adicionado de leite em p6 desnatado (Molico) a 5% (p/v) + 0,05% (v/v) de

Tween 20 (Polyoxyethylene Sorbitan Monolaurate) — Sigma



