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RESUMO
A Brucelose canina é uma causa de falha reprodutiva e a deteccdo precoce em caes infectados continua
a ser um desafio. O objectivo do presente estudo era testar dois antigénios a serem utilizados em dois
imunoensaios diferentes para a deteccdo da infeccdo por Brucella canis em cdes: um de Brucella canis
RM6/66 antigénio sonicado bruto (AB-iELISA) e o outro utilizando a proteina imunodominante GroEL
(GroEL-IiELISA). O ponto de corte foi determinado utilizando soros de cédes infectados; posteriormente, foi
medida a reprodutibilidade e foi obtido um coeficiente de variacédo (CV) inferior a 15% para 0s negativos e
positivos do AB-iELISA, enquanto que, para o GroEL-iELISA foram superiores a 15%. No teste de robustez,
houve diferencas significativas para a GroEL-IELISA, mas ndo para a AB-IELISA. O teste de selectividade
mostrou reactividade cruzada com Leptospira interrogans no AB-IELISA, e com L. interrogans e Salmonella
spp. ho GroEL-iELISA. A partir dos testes de estabilidade das amostras foi demonstrado que as amostras
devem ser armazenadas a temperatura ambiente por ndo mais de 2 horas, a 4°C por ndo mais de 24 horas
e podem ser mantidas a -20°C por até 30 dias. Finalmente, a sensibilidade e especificidade foram
calculadas, resultando em 100% tanto para o AB-IELISA; sensibilidade de 44% e especificidade de 67%
para o GroEL-IELISA. Em concluséo, o AB-iELISA provou ser melhor na deteccdo de Brucella canis do que
0 GroEL-ELISA.
Palavras-chave: Brucella canis, Brucelose canina, GroEL, ELISA.

ABSTRACT

Canine brucellosis is a cause of reproductive failure and early detection in infected dogs remains a
challenge. The aim of the present study was to test two antigens to be used in two different immunoassays
for the detection of Brucella canis infection in dogs: one from Brucella canis RM6/66 sonicated crude antigen
(CA-IELISA) and the other using the immunodominant protein GroEL (GroEL-IELISA). The cut-off point was
determined using sera from infected dogs; subsequently, reproducibility was measured and a coefficient of
variation (CV) below 15 % was obtained for negatives and positives with the CA-IELISA, whereas, for the
GroEL-IiELISA they were higher than 15 %. In the robustness test, there were significant differences for the
GroEL-iELISA, but not for the CA-IELISA. The selectivity test showed cross-reactivity with Leptospira
interrogans in the CA-IELISA, and with L. interrogans and Salmonella spp. in the GroEL-IELISA. From the
sample stability tests, it was demonstrated that samples should be stored at room temperature for no more
than 2 hours, at 4 °C for no more than 24 hours and can be kept at -20 °C for up to 30 days. Finally, sensitivity
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and specificity were calculated, resulting in 100 % for both CA-IELISA,; sensitivity of 44 % and specificity of
67 % for GroEL-IELISA. In conclusion, the CA-IELSA proved to be better at detecting Brucella canis than
the GroEL-IELISA.

Keywords: Brucella canis, Canine Brucellosis, GroEL, ELISA.

INTRODUGCAO

A Brucelose é a zoonose bacteriana mais disseminada em todo o mundo (Corbel, 2006).
No entanto, é ainda uma das doencas menos consideradas como causa potencial de
doencas croénicas - degenerativas (Hull e Schumaker, 2018). A Brucelose Canina foi
descrita por Leeland Carmichael em 1966, depois de isolar o agente Brucella canis de
Beagles com problemas reprodutivos (Cosford, 2018). E a causa mais comum de falha
reprodutiva em caes, (Hensel et al., 2018) que afecta principalmente cdes domésticos e
de abrigo (Hubbard et al., 2018) em que a febre é acompanhada de epididimite, prostatite,
e falha reprodutiva, além de manifestacdes ndo reprodutivas como linfadenite, uveite,
endoftalmite, dermatite pirogranulomatosa, meningoencefalite, e discopondilite (Cosford,
2018; Wanke, 2004). A deteccéo € actualmente baseada no isolamento do agente por
cultura bacteriana e seroaglutinacdo (Cosford, 2018). No entanto, o diagndstico
seroldgico é problematico na identificagdo de casos cronicos, e a cultura apresenta um
risco para o pessoal do laboratorio (Hull e Schumaker, 2018). Por conseguinte, &
necessario desenvolver novos métodos para a deteccdo deste microorganismo, e 0s
meétodos seroldgicos sdo ideais dada a sua facilidade de utilizacdo e fiabilidade
demonstrada (Cosford, 2018; Hull e Schumaker, 2018). No entanto, estes métodos
requerem um bom controlo de qualidade, e devem portanto ser validados antes de serem
utilizados no terreno (Andreasson et al., 2015).

O objectivo deste estudo € estabelecer um método seroldgico (I - ELISA) para a deteccao
de anticorpos de Brucella canis em cées, utilizando como antigénio de captura a proteina
de 60 kDa chaperone GroEL, e um antigénio sonicado bruto (AB). Finalmente, para
comparar o desempenho de ambos os imunoensaios e para determinar as condicfes
para a sua maxima utilidade.

MATERIAL E METODOS

Animais e soros

Para este estudo, utilizdmos soros de 10 caes bigle experimentalmente infectados com
B. canis, obtidos num trabalho anterior, gentilmente doados por Efrén Diaz (CENID SAI;
INIFAP SAGARPA, México) (Tuxpan Galvan, 2015), confirmado por teste rapido de
aglutinacao de laminas (RSAT) e isolamento bacteriano a partir de amostras de sangue.
Em resumo, os animais foram inoculados por instilacéo na conjuntiva com 5 x 106 UFC/ml
duma estirpe de campo B. canis, as amostras de sangue foram colhidas em dias
diferentes apoOs a infeccdo e cultivadas em meio Ruiz-Castafieda. A identificacdo de
Brucella canis foi realizada por testes bioquimicos de rotina, de acordo com a metodologia
descrita por Alton (1988).
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Foram utilizadas sereias de 10 caes clinicamente saudaveis, cuja Ultima vacinacdo contra
qgualquer agente foi pelo menos seis meses antes da amostragem e que deu um resultado
negativo no RSAT (Carmichael e Joubert, 1987). Para testes de selectividade, utilizamos
trés soros de cdes com infeccdes por Leptospira interrogans confirmadas pelo teste
microscopico de aglutinacdo, dois soros de caes recentemente vacinados contra L.
interrogans, Adenovirus Canino tipo 1 e 2, e Distemper Canino, e soro de um cdo positivo
para infecgao gastrointestinal com Salmonella spp., tal como confirmado pela cultura.
Todos estes soros provém da reserva de soros do Departamento de Microbiologia e
Imunologia, Faculdade de Medicina Veterinéria da Universidade Nacional Autébnoma do
México.

Antigenes

O antigénio bruto (AB) foi obtido por sonicacao da estirpe RM6/66 de B. canis utilizando
um método previamente descrito (de Oliveira et al., 2011); brevemente, 2 g de calor
inactivado (75 °C durante 1 h) de biomassa de B. canis foram tomados e colocados em
10 mL duma solugéo contendo 10 mM HEPES pH 7,5, e armazenados a -20 °C até a sua
utilizacdo. As bactérias foram assim sonicadas (Vibra Cell VCX 130 - Sonics) (4 pulsos
de 1 min a 15 Hz) na presenca de coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich, Saint
Luis, Mo). Para corroborar a disrupcao celular, foi realizada uma coloracéo de Gram. Uma
vez a biomassa bacteriana filtrada, foi centrifugada a 700 x g durante 30 min a 4 °C a fim
de obter a fraccao soluvel (sobrenadante).

A proteina purificada (GroEL) foi obtida da fraccdo soluvel por cromatografia liquida de
proteina rapida (FPLC) utilizando uma coluna de troca de anides (HiTrap Capto Q; GE
Healthcare) com cromatografia liquida (AKTA Pure; GE Healthcare). A coluna foi
tamponada com 5 mL de uma solucao de Tris-HCI (5 mM) e EDTA (10 mM), depois a
amostra foi introduzida com um intervalo de fluxo de 1 mL/min e lavada com a solucao
previamente descrita. O tamp&o de eluicdo (1 M NaCl) foi incluido num gradiente linear
de 0 a 100 % em nove volumes de 1 mL cada. Cada fraccéo foi obtida hum volume de
0,5 mL e foi resolvida por 12 % de SDS-PAGE em duplicado e corada com Coomassie
Blue ou transferida para uma membrana PVDF para immunoblotting, utilizando soros de
caes infectados; foram ainda utilizados anticorpos anti-lgG para cdes como anticorpo
secundario (1:10000) e ECL West femto como substrato (ThermoFisher, Carlsbad,
Califérnia). Subsequentemente, as fraccdes foram concentradas 3 vezes num Amicon
ultra 50kDa (Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) e ressuspendidas em PBS e
duas frac¢des contendo duas bandas cada (entre 55 kDa e 70 kDa), foram seleccionadas
para serem resolvidas num gel utilizando focalizacdo isoeléctrica (FIE) (um total de 20 ug
de proteina) seguida de electroforese bidimensional em gel de poliacrilamida e a
antigenicidade de cada mancha foi verificada por mancha ocidental com a ajuda de soros
de B. canis infectados por caes. Trés manchas foram identificadas como GroEL por
cromatografia liquida - espectrometria de massa como descrito num trabalho anterior,
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com uma cobertura de 29, 51 e 21 % para cada mancha (Morales Aguilar, 2016) (Material
Suplementar).

Protocolo iELISA utilizando o antigénio bruto sonicado

O ELISA utilizando antigénio bruto (AB-iELISA) foi feito em placas de poliestireno de
ligacdo média de 96 pocos (Nunc-Immuno Micro Well MaxiSorp; Sigma-Aldrich),
adicionando 240 ng de antigénio diluido em 100 puL por poco em solu¢cdo tampao fosfato
(PBS); esta foi homogeneizada a 100 rpm durante 5 min e incubada a 37 °C durante 17
+/- 1 h. Foi lavado trés vezes com 200 pL de uma solucdo de PBS + Tween 20 (Tween
20; Sigma-Aldrich) a 0,1 % (PBS-Tween 20). Adicionou-se uma solucao de albumina de
soro bovino (albumina de soro bovino; Sigma-Aldrich) diluida a 1 % em PBS (100 pL por
poco), depois incubada durante 60 min a 37 °C e lavada trés vezes com 200 pL de Tween
20 a 0,1 %. O soro diluido em PBS 1:250 em 100 pL foi adicionado, depois incubado a
37 °C durante 60 min, e depois lavado trés vezes com 200 pL de Tween 20 a 0,1 %.
Adicionou-se uma solucédo de 100 pyL de IgG anticanina de coelho conjugada com
anticorpo secundario de peroxidase de rabano silvestre (anticorpo secundario de IgG
anticanina de coelho (H+L), HRP; Invitrogen), diluida 1:2000 em PBS, (solucdo ABTS;
Roche), incubada a 37 °C durante 60 min, e lavada trés vezes com 200 pL de Tween 20
a 0,1 %. Finalmente, foram adicionados 100 pL de ABTS (Sigma-Aldrich) a cada pogo no
escuro e incubados com o poco coberto com folha de aluminio, a temperatura ambiente
em agitacao orbital a 100 rpm durante 25 min. As placas foram lidas utilizando um leitor
ELISA (Biotek Instruments) a um comprimento de onda de 405 nm, utilizando o programa
Gen5  (https://www.biotek.es/es/products/software-robotics-software/gen5-microplate-
reader-and-imager-software/).

Protocolo iELISA usando o GroEL

Para a técnica que utiliza GroEL como antigénio de captura (GroEL - IELISA), uma placa
de 96 pocos (Nunc-Immuno Micro Well MaxiSorp; Sigma-Aldrich) foi sensibilizada usando
10 ng de proteina GroEL purificada diluida em solucéo tampé&o carbonato suficiente (0,05
M, pH 9,6) para atingir 100 pL de volume por poco. A placa foi colocada em agitacéo
orbital a 100 rpm durante 5 min, coberta com parafilm (Parafilm M; Merck) e incubada a
4 °C durante 17 = 1 h, depois lavada trés vezes com 200 pL de Tween 20 a 0,1 %. 100
pL de soro diluido 1:500 em PBS com albumina de soro bovino a 1 g/L (0,1 M, pH 7) foi
adicionado, coberto com parafilme, incubado durante 1 h a 37 °C, e lavado trés vezes
com Tween 20 a 0,1 %. 100 pL por poco duma diluicdo de 1:2000 do anticorpo anti-canina
IgG de cabra peroxidase de rabano (H+L), HRP; Invitrogen) diluido em PBS (0,1 M, pH
7), foi adicionado, coberto com parafilme e incubado durante 1 h a 37 °C, e depois lavado
trés vezes com Tween 20 a 0,1 %. Finalmente, 100 pL de ABTS foi adicionado a cada
poco no escuro, cobrindo a placa com folha de aluminio e colocando-a em agitacéo orbital
a 100 rpm durante 25 min. A leitura foi feita num leitor ELISA (Bio-Tek/ELX808; Biotek) a
um comprimento de onda de 405 nm, utlizando o software Genb.
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(https://www.biotek.es/es/products/software-robotics-software/gen5-microplate-reader-
and-imager-software/).

Protocolo de validagéo “in-house”
O ponto de corte foi determinado usando um método previamente descrito (Frey et al.,
1998) e calculado usando a seguinte equagao:

PONTO DE CORTE = X + SD t\/1+ (1/n)

Onde X é a média dos resultados obtidos de uma série de controlos negativos, SD é o
desvio padrédo dessa série de resultados, t € o percentil (1 - a) da distribuicdo t de um
Estudante de uma cauda com (n - 1) graus de liberdade, e n € o nUmero de controlos
testados. Os resultados sdo considerados positivos para a infec¢ao B. canis se estiverem
acima do resultado deste calculo. Em seguida, a preciséo foi avaliada através do calculo
da preciséo intermédia e da repetibilidade utilizando o material suplementar de um guia,
(Andreasson et al., 2015) onde o Coeficiente de Variacao (%CV) é calculado a partir de
uma série de medicdes independentes em dias diferentes (Precisao Intermédia), bem
como de uma seérie de medi¢cOes simultaneas (Repetibilidade). Aléem disso, a média e o
desvio padrao destes parametros foram calculados, utilizando um controlo positivo e um
controlo negativo. As repeticdes foram feitas em cinco dias diferentes, cinco vezes cada
um. A robustez dos testes foi avaliada para soros positivos e negativos, variando por +/-
5 °C a temperatura de incubacdo dos soros de referéncia, usando 37 °C como
temperatura de referéncia. Da mesma forma, o tempo de incubacéao foi variado em +/- 5
min em relacao ao padrao; os resultados foram comparados utilizando uma ANOVA e as
diferencas significativas foram determinadas pelo teste de Tukey Honestly Significant
Difference (HSD) (Andreasson et al., 2015). A selectividade foi avaliada utilizando soros
de caes positivos para doencas que ndo a Brucelose canina. Para avaliar a estabilidade
da amostra, 19 aliquotas foram preparadas a partir de um controlo positivo e de um
controlo negativo e foram submetidas a um processo de congelamento-degelo para
comparacao utilizando o seguinte protocolo: (Andreasson et al., 2015).

1. As aliquotas 1 a 6 foram descongeladas a temperatura ambiente durante 2 h e
depois recongeladas durante 12 h.

2. Os numeros 2 a 6 foram descongelados durante 2 h e recongelados durante 12 h.

3. Os numeros de 3 a 6 foram descongelados durante 2 h e recongelados durante
12 h.

4. Numeros 4 a 6 descongelados durante 2 h e recongelados durante 12 h.

5. Numeros 5 e 6 descongelados durante 2 h e recongelados durante 12 h.

6. A aliguota 6 foi descongelada durante 2 h e congelada de novo durante 12 h.
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7. As amostras 7 a 12 foram mantidas a temperatura ambiente desde o inicio da
avaliacdo; uma aliquota foi movida para o congelador ap6s 1 h, uma segunda
aliquota ap6s 2 h, uma terceira aliquota apos 4 h, uma quarta aliquota apés 24 h,
uma quinta aliquota apds 72 h, e a sexta aliquota apés 168 h.

8. As aliquotas de 13 a 18 foram mantidas a 4 °C desde o inicio da avalia¢édo e foram
movidas para o congelador utilizando o mesmo processo descrito no ponto 7
acima.

9. A aliquota 19 foi mantida a -20 °C e depois testada um més mais tarde.

Finalmente, a sensibilidade e especificidade foram testadas usando 10 soros negativos
e 10 positivos, ajustando os resultados de acordo com a férmula previamente descrita
para obter o Intervalo de Confianga de 95% (ICes%) (DasGupta et al., 2001; Jacobson,
1998), usando o seguinte calculo:

A =2r+1.962
B =1.96,/1.96% + 4r(1 — p)
C =2(n+ 1.962)

Construindo o intervalo de confianga como (A-B)/C, (A+B)/C.

RESULTADOS

I-ELISA usando antigeno bruto sonicado

O ponto de corte a 0,98 DO foi calculado utilizando 10 controlos negativos. No teste de
precisdo, descobrimos que para o controlo negativo o CV foi de 3,7% para a repetibilidade
e 13% para a preciséo intermédia, com uma média de 0,5 DO; para o controlo positivo, o
CV foi calculado como 1,1% para a repetibilidade e 3,8% para a preciséo intermédia, com
uma média de 3,0 DO.

Com respeito aos resultados da ANOVA para a robustez, houve diferencas significativas
(p < 0,05) quando a temperatura variou, contudo, o teste HSD de Tukey mostrou que a
diferenca foi entre os resultados da incubacéo do soro a 32 °C e 42 °C, e ndo entre
gualquer um destes e a temperatura padréo de 37 °C; a ANOVA dos resultados dos testes
com tempos de incubacao variaveis mostrou diferencas significativas (p < 0. 01), que o
teste Tukey HSD mostrou estar entre os tempos de incubacdo de 55 min e 65 min, bem
como cada um destes tempos em comparacao com o padrédo de 60 min.

O teste de selectividade permitiu identificar um teste falso positivo utilizando soro de caes
infectados com L. interrogans. O teste de estabilidade da amostra mostrou uma variacéo
significativa na amostra negativa comecando as 4 h a 25 °C, 24 h em refrigeracao (4 °C),
e 0 segundo ciclo de congelacao-descongelacdo, mas ndo houve variagdo na amostra
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que foi mantida congelada (-20 °C) durante 30 dias. Nas aliquotas de controlo positivo,
nao houve variacao significativa durante todo o procedimento. O teste mostrou uma
sensibilidade de 100% (Clgsy% 70 - 100%) e especificidade de 100% (Clgsy 70 - 100%).

I-ELISA usando GroEL

O ponto de corte foi calculado como 1,228 DO usando 10 controlos negativos. No teste
de precisao, para o controlo negativo a %CV foi de 4,6% para a repetibilidade e 12,9%
para a precisao intermédia, com uma média de 0,7 DO. Para o controlo positivo, a %CV
foi calculada como 8,1% para a repetibilidade e 16,8% para a preciséo intermédia, com
uma meédia de 1,3 DO. A ANOVA para a robustez mostrou diferencas significativas (p <
0,01) quando a temperatura foi variada, que o teste Tukey HSD identificou estar entre os
resultados dos soros incubados a 42 °C e a temperatura padréo (37 °C) e entre a
incubacgédo a 32 °C versus 42 °C. No que diz respeito aos testes em que o tempo de
incubacao foi variavel, a ANOVA mostrou diferencas significativas nos resultados entre
55 e 60 min, 60 e 65 min, e 55 e 65 min de acordo com o teste Tukey HSD.

O teste de selectividade permitiu a identificacdo de um teste falso positivo de soro de
caes infectados com L. interrogans e Salmonella spp. O teste de estabilidade da amostra
mostrou que para 0s negativos, comecaram a ocorrer diferencas significativas a 168 h a
25 °C, uma semana em refrigeracéo, e o segundo ciclo de congelacdo-descongelacéo,
enquanto para os positivos, ndo houve diferencas, mesmo apos 168 h a 25 °C, 24 h em
refrigeracdo, e 7 ciclos de congelacdo-descongelacdo. Contudo, em ambos 0s casos
houve uma curva com variacdes significativas durante as primeiras horas de
armazenamento da amostra, tanto a temperatura ambiente como em refrigeracdo. Nem
0S positivos nem 0s negativos variavam quando as amostras eram armazenadas em
estado congelado durante até um més. O teste mostrou uma sensibilidade de 44 % (ICgs%
18 - 73 %) e especificidade de 67 % (ICos% 35 - 88 %).

DISCUSSAO

A Brucelose canina € uma doenca cujo risco epidemiolédgico potencial foi subestimado,
(Hensel et al., 2018; Hubbard et al., 2018; Hull e Schumaker, 2018; Krueger et al., 2014)
resultando em pouco interesse de investigacdo. E portanto necessério desenvolver
meétodos de diagnostico para que este problema possa ser abordado, e a este respeito
0s métodos seroldgicos desempenham um papel importante (Avijgan et al., 2019). Neste
estudo, dois antigénios diferentes de B. canis foram avaliados até aos seus limites em
dois imunoensaios diferentes para estabelecer as condi¢cdes de alcance sob as quais
servem para detectar os anticorpos presentes numa amostra, e portanto, a sua validade
como testes de diagnéstico, (Andreasson et al.,, 2015) garantindo que podem ser
aplicados no terreno.
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O primeiro aspecto que deve ser determinado é o ponto de corte, uma vez que este é
utilizado como referéncia para diferenciar entre amostras positivas e negativas durante o
resto dos testes, bem como as variagdes nos resultados. O método utilizado baseia-se
em célculos probabilisticos, que tem sido preferido ao método empirico (Frey et al., 1998),
uma vez que oferece maior certeza na tomada de decisdes sobre a positividade de uma
amostra. Depois, foi feita uma avaliacdo da precisdo com base no calculo da
repetibilidade e da precisao intermédia. Segundo a literatura, a precisao intermédia ndo
deve exceder a repetibilidade duplicada, (Andreasson et al., 2015) no entanto, esta regra
pode ser modificada em funcdo da natureza do método a ser validado. Por este motivo,
a fim de considerar se a técnica é reprodutivel, foi utilizada como pontos de referéncia
uma precisdo intermédia e uma repetibilidade %CV inferior a 20 % (Jacobson, 1998).
Segundo este critério, tanto a CA - iELISA como a GroEL - iELISA demonstraram niveis
aceitaveis de repetibilidade e precisao intermédia tanto para amostras positivas como
negativas, sugerindo que os resultados podem ser confiados.

Ao avaliar a selectividade dos testes, verificou-se que o teste CA - iIELISA mostrou uma
reaccao cruzada com cées infectados com Leptospira spp. No teste GroEL - iELISA,
houve uma reaccéo cruzada adicional com Salmonella spp. A reac¢do cruzada com
Leptospira spp. foi descrita anteriormente noutros métodos seroldgicos (Rosa Bengala)
em bovinos vacinados contra esta espiroqueta, (de Faria Naves et al., 2012), além disso,
isto foi relatado em cées por comunicacao pessoal (Moreno-Torres A, 2018). Além disso,
na unica literatura que aborda especificamente esta questdo, ndo foi encontrada
nenhuma reaccdo cruzada entre B. canis e Leptospira spp utilizando o teste RSAT
(Krecic, 2019). Este estudo € portanto o primeiro a demonstrar uma reacc¢éo cruzada
entre B. canis e Leptospira spp. Devido a natureza dos antigénios de captura utilizados
como referéncia, e a auséncia de reaccdes positivas aos mesmos num método baseado
na deteccao de antigénios de membrana, podemos inferir que os antigénios responsaveis
pela interferéncia sdo de origem citosolica. Esta proteina chaperone é expressa
abundantemente em biofilmes de Leptospira spp (Vinod Kumar et al., 2017) o que sugere
uma possivel relacdo entre a formacédo destes biofilmes e a elevada exposi¢cdo a GroEL
gue gera anticorpos contra estas moléculas, embora esta questdo esteja para além do
ambito deste estudo. Além disso, verificou-se que GroEL de Salmonella spp é altamente
homologo a GroEL de Escherichia coli, e ambos sédo altamente homoélogos a uma
proteina presente em Brucella spp., (Panchanathan, 1998; Sekhavati et al., 2015) o que
poderia explicar a reaccdo cruzada no teste GroEL - IELISA com Salmonella spp. Para
responder a esta pergunta, é necessario abordar o problema de uma perspectiva
molecular ou bioinformética para determinar as semelhancas entre GroEL das duas
espécies de bactérias. Existem outros agentes patogénicos que sdo conhecidos por
causar reacclOes cruzadas com Brucella spp. (Mol et al., 2020), essas possiveis
interferéncias no diagnostico devem ser estudadas no futuro para excluir reaccées
cruzadas. Um dos mais conhecidos € o caso de Yersinia enterocolitica, que interfere com
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a deteccdo de B. melitensis e B. abortus; contudo, até a data ndo existem dados
publicados que indiquem que este agente patogénico afecta diferentes testes seroldgicos
de B. canis. Em vez disso, Hurvell, em 1972, demonstrou que os antigénios da Yersinia
enterocolitica ndo reagem de forma cruzada com Brucella rugosa, nomeadamente B.
canis e B. ovis (Hurvell, 1972).

Com base nos resultados dos testes de estabilidade, recomenda-se que as amostras
para AB-IELISA sejam mantidas a 25 °C durante menos de quatro h, em refrigeracao
durante menos de 24 h, sendo a congelacdo o método preferido de armazenamento de
amostras, uma vez que foram obtidos resultados fiaveis mesmo apdés um més de
congelacao. Para o GroEL - iIELISA, recomenda-se que as amostras ndo sejam deixadas
mais do que uma h a temperatura ambiente ou em refrigeracdo e que sejam
imediatamente colocadas num congelador para garantir que os resultados sejam fiaveis.
A sensibilidade e especificidade calculadas para AB-IELISA s&o boas, mas o intervalo de
confianca é demasiado frouxo devido ao numero de amostras utilizadas, pelo que devem
ser interpretadas com isto em mente. O mesmo se aplica ao GroEL - iELISA. Uma vez
gue para a validac&o "in house" dos testes seroldgicos, a determinacao da sensibilidade
e especificidade ndo € necessaria de acordo com o método descrito por Andreasson
(Andreasson et al., 2015), neste trabalho n&o foi incluido um maior nimero de amostras;
em vez disso, decidimos calcular estes parametros com o unico objectivo de obter um
ponto de comparacao entre os testes que nos aproxima dos cenarios possiveis quando
o utilizamos na pratica clinica diaria. No trabalho futuro, deveriam ser analisadas mais
amostras para permitir uma estimativa mais precisa dos parametros, a fim de utilizar
alguns destes testes para estudos epidemiologicos. Uma vez que nado era esse 0O
objectivo deste estudo, ndo explordmos mais esta questao.

Finalmente, a comparacéo entre os testes apresentados neste estudo, reforca a ideia de
gue a utilizacao de diversos antigénios num teste de diagnostico é preferivel a utilizacéo
dum unico antigénio (Wanke et al., 2002). No entanto, a discussdo sobre se 0s antigénios
citosélicos sdo mais Uteis no diagndstico do que os antigénios de membrana permanece
em aberto, uma vez que foi observado um melhor desempenho no teste que utilizou uma
mistura de antigénios de ambas as origens do que no teste que utilizou apenas o
antigéneo citosoélico.

A Brucelose canina é uma doenca que requer mais atencao e investigacao. Assim, o
desenvolvimento de métodos de diagnostico com controlo de qualidade adequado
permitira investigacdes futuras que explorem mais profundamente o impacto desta
doenca na saude humana e animal e nos levem a melhorar as estratégias de prevencao
e controlo seguindo a filosofia One Health.
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CONCLUSOES

Considerando os pontos acima, pode-se concluir que o AB - IELISA ndo s6 teve um
melhor desempenho que o GroEL - iELISA, mas também que, dados os resultados
obtidos, € um teste de diagndéstico Gtil para a Brucelose canina no campo. Uma vez que
detecta ndo sé antigénios de membrana externa, mas também antigénios citosélicos, o
AB - IELISA é mais util no diagnéstico do que os testes de imunoaglutinacao. AB - iELISA
também nos permite abordar a resposta imunoldégica do hospedeiro de forma semi-
guantitativa (ndo apenas qualitativa), tornando-o potencialmente util para o primeiro
veterinario de contacto a monitorizar serologicamente o doente durante o tratamento.
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