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RESUMO

Um teste de ELISA polivalente baseado em lipopolissacarideos de cadeia longa (LPS - CL) de Actinobacillus
pleuropneumoniae (App) sorotipos 3, 5 e 7 foi avaliado testando-se amostras do soro de leitdes e matrizes
provenientes de 10 rebanhos positivos e de 10 rebanhos negativos. Foram classificados como positivos aqueles
rebanhos com isolamento prévio do App sorotipos 3, 5 ou 7 e rebanhos negativos aqueles submetidos ao controle
veterinario, sem notificagdo de sintomas clinicos, sem les6es de pleuropneumonia suina e sem isolamento do agente.
Todos os rebanhos positivos apresentaram sorologia positiva e as matrizes apresentaram maior nimero de
soroconversores (P<0,05) do que os leitdes. Entre os rebanhos negativos quatro apresentaram sorologia negativa,
cinco sorologia positiva com valores preditivos altos (96 a 99%) e um com valor preditivo considerado baixo (56%). O
teste apresentou 100% de sensibilidade e aparentemente baixa especificidade, porém, como detectou os sorotipos
prevalentes no Brasil e sorotipos que possuem LPS - CL homdlogos (3, 4, 5, 6, 7 e 8), ele é aplicavel somente como

teste de triagem.
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ABSTRACT

Sera from piglets and sows from 10 positive and 10 negative herds to Actinobacillus pleuropneumoniae (App) were
submitted to a polyvalent ELISA test based on long chain lipopolysaccharides (LC-LPS) against sorotypes 3, 5 and 7.
Positive herds were those in which a strain of serotype 3, 5 or 7 was isolated and negative those ones in which there
were neither notification of clinical symptoms, nor lesions of swine pleuropneumoniae, nor App isolation and all the
herds were under veterinary control. All positive herds contained animals that seroconverted and the frequency of
sows serologically positive was significantly higher than that of positive piglets. Four negative herds were serologically
negative, but five herds had sows considered positive with high positive predictive values (96 to 99%) and one herd
had a positive predictive value of 56%. The polyvalent ELISA LC-LPS to App serotypes 3, 5 and 7 had 100 % of
sensibility but apparently low specificity. The sensibility of the polyvalent test and its capability of detecting the
prevalent Brazilian serotypes and those with shared LPS antigens (3, 4, 5, 6, 7 e 8) indicates that this test might be

used only as a screening test.
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INTRODUCAO

A pleuropneumonia suina (PS) é uma doenga infecto-contagiosa causada por Actinobacillus pleuropneumoniae (App).
A doenca caracteriza-se, na fase aguda, por areas de pneumonia necro-hemorragicas, associadas a pleurite
serofibrinosa e, na fase cronica, por seqlestro do tecido necrosado com formacdo de nddulos delimitados por capsula
de tecido fibroso e aderéncias firmes entre serosas adjacentes (Mores et al., 1984). S&do reconhecidos 12 sorotipos
capsulares para o App (biovar 1), sendo que o sorotipo 5 apresenta dois subtipos, 5A e 5B (Nicolet, 1971; Gunnarsson
et al., 1977; Kilian et al., 1978; Rosendal & Boyd, 1982; Nielsen & O’Connor, 1983; Nielsen, 1985a, b; Nielsen,
1986a, b). No Brasil, os sorotipos prevalentes sdo o 3, 5 e 7 (Piffer et al., 1997).

Para o diagndstico soroldgico da PS foram desenvolvidos varios testes: imunodifusdo (Nicolet, 1971), aglutinagdo
(Gunnarsson & Biberstein, 1977), fixacdo de complemento (Gunnarsson, 1979), imunofluorescéncia (Rosendal et al.,
1983), ELISA (Nicolet et al., 1981), soroaglutinacdo em macrotitulacdo com 2-mercaptoetanol (Mittal et al., 1984),
soroaglutinagdo em microtitulagdo com 2-mercaptoetanol (Piffer et al., 1985) e inibigdo de citolisinas (Hutrera &
Pijoan, 1992). Comparando-se esses testes, o ELISA e o de neutralizagdo das citolisinas foram os que apresentaram
melhores resultados (Fenwick, 1992). Os testes de ELISA sdo sorotipo dependentes e, portanto, devem conter os
sorotipos prevalentes em uma determinada regido, o grande niimero de sorotipos levou varios autores a instituirem
testes polivalentes (Bossé et al., 1992a; Bunka et al., 1992; Fenwick, 1992; Gottschalk et al., 1992). Machado et al.
(1997a) padronizaram um ELISA polivalente baseado em uma mistura de antigenos lipopolissacarideos de cadeias
longas (LPS-CL) dos sorotipos de App prevalentes no Brasil (3, 5 e 7) os quais possuem LPS-CL homodlogos aos

sorotipos 3, 4, 5, 6, 7 e 8. O objetivo deste trabalho foi avaliar em campo o teste desenvolvido por esses autores.



MATERIAL E METODOS

Foram identificados 10 rebanhos positivos (nimeros de 1 a 10) e 10 negativos (nimeros de 11 a 20) para PS. Foram
considerados rebanhos positivos aqueles nos quais ja havia sido isolado o App, sem posterior repopulagdo do rebanho
(registros de isolamento de App realizados no Centro Nacional de Pesquisa de Suinos e Aves-EMBRAPA). Nessa
categoria também foram enquadrados os rebanhos que sabidamente recebiam animais de granjas onde o agente tinha
sido isolado. Foram identificados 10 rebanhos negativos, os quais estavam sob cuidados de um médico veterinario,
sem diagndstico clinico ou suspeita de PS e sem registro de lesdes suspeitas ao abate. Os rebanhos negativos
representam os nucleos genéticos de algumas empresas do Sul do Brasil, classificados sanitariamente como rebanhos

de alta salde e, de acordo com informacgdo dos responsaveis técnicos, sem vacinagdo

De cada um dos 20 rebanhos, tanto positivos quanto negativos, foram coletadas amostras de sangue de
aproximadamente 100 fémeas em reprodugdo e de aproximadamente 100 leitdes distribuidos em categorias de idade
(9 a 15 semanas). O nimero exato de animais coletados consta na Tab. 1. Em alguns rebanhos onde néo foi possivel
completar o nimero de leitdes nessa faixa etaria, foram amostrados leitdes de 8 e 16 semanas. Foram coletadas
amostras de sangue de cada animal (8ml), por puncao da veia cava anterior, estocadas em refrigeracdo e dessoradas
no dia seguinte. O soro obtido foi estocado a -20°C até o momento de uso.

Tabela 1. Resultados sorologicos de leitdes e matrizes de todos os rebanhos, obtidos pelo
teste de ELISA baseado em LPS - CL, polivalente para os sorotipos 3, 5e 7.

Rebanho' Leitdes Matrizes

Prevaléncia VP+ Prevaléncia VP+
1 0,972 (1/103)3 6,60 92,78 (90/97) 99,00
2 24.04 (25/104) 76.85 92,71 (89/96) 99,00
3 1.89 (2/106) 16,80 96,01 (98/102) 99,00
4 28,70 (31/108) 80,00 92,66(101/109) 99,00
5 1,90 (2/105) 16,90 02,01 (93/101) 99,00
6 1,98 (2/101) 17,00 89,79 (88/98) 99,00
7 11,65 (12/103) 58,00 97.00 (97/100) 99,00
8 0,99 (1/101) 9,40 73.53 (75/102) 97,00
9 3.81 (4,105) 29,35 80,90 (89/99) 98,00
10 25.96 (27/104) 79,00 56,19 (59/105) 93,00
11 1.18 (1/85) 11,00 11.00 (11/100) 56,00
12 10.89 (11/101) 56,00 71.72 (71/99) 96,00
13 0,00 (0/105) 0,00 0,00 (W106) 0,00
14 0,00 (0/102) 0,00 83,50 (81/97) 98,00
15 3,26 (3/92) 19,00 92,16 (94/102) 99,00
16 0,00 (0/98) 0,00 73,74 (73/99) 97,00
17 0,00 (0/99) 0,00 97,98 (97/99) 98,00
18 0.00 (0/105) 0,00 0,00 (0/82) 0,00
19 NE NE 0,00 {0/98) 0,00
20 0.00 (0/91) 0,00 0,00 {0/105) 0,00

T Rebanhos de 1 a 10 com isolamento positivo de App para um dos sorolipos componentes do teste
2Prevaléncia de animais positivos em porcentagem e nimero de animais positivos sobre o total de animais testados;
VP valor preditivo; NE ndo examinado

As amostras de soro coletadas foram submetidas ao teste polivalente de ELISA para os sorotipos 3, 5e 7,
desenvolvido na EMBRAPA Suinos e Aves (Machado et al. 1997a). De imediato, as microplacas impregnadas com o
antigeno, mantidas a -70°C, foram descongeladas a temperatura ambiente, lavadas trés vezes com 0,05M PBS, pH
7,4, contendo 0,05% de Tween-20 (PBS/Tween-20) e secadas. Os soros a serem testados e os soros-controle foram

diluidos a 1:50 (v/v) em PBS/Tween-20 com 1% de albumina sérica bovina (BSA), adicionados em triplicata aos pogos



correspondentes e incubados a 37°C por 30min. Apos lavagem e secagem das placas, foram adicionados 100 Ol do
conjugado (soro ovino hiperimune contra IgG de suino, conjugado com peroxidase, produzido no préprio laboratério) e
procedida a incubagdo a 37°C por 30min. A seguir, as placas foram novamente lavadas e secadas e, entdo,
adicionadas de 100 Ol do revelador (2'2-Azino-bis 3-Ethylbenzthiazoline-6-Sulfonic Acid) (Diammonium salt, ABTS-
SIGMA) e mantidas por 30min na temperatura ambiente. Apds esse periodo, foram adicionados 50 Ol de uma solucdo
0,5M de acido citrico para interromper a reacao enzimatica. A seguir, procedeu-se a leitura das placas em
espectrofotdmetro (TITERTEK MULTISKAN MCC) com filtro de 405nm de comprimento de onda. Os resultados foram
transferidos para o computador e manipulados dentro do programa KELA, conforme descrito por Jacobson & Downing
(1991). Os resultados ajustados foram classificados como soros positivos e negativos de acordo com as equagdes
discriminantes de Anderson (1958) determinadas por Machado et al. (1997b). Animais com resultados soroldgicos com
probabilidade inferior a 80% foram classificados como suspeitos. Todos esses passos pertencem ao procedimento
DISCRIM do SAS (SAS, 1990). Com a classificacdo dos animais em negativos e positivos, foi calculado o valor
preditivo para os resultados positivos dos leitdes e matrizes. Esses célculos foram baseados em Tyller & Cullor (1989),
a partir da sensibilidade (91,51%) determinada por Machado et al. (1997a). Para definir qual a categoria animal a ser
amostrada, entre leitdes e matrizes, a proporgdo de animais reagentes positivos por rebanho foi comparada por qui-
quadrado (SAS, 1990).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tab. 1 apresenta dados obtidos na sorologia dos 20 rebanhos avaliados, apds analise discriminante em que os
animais foram classificados como positivos ou negativos quando a probabilidade de pertencerem a qualquer uma
dessas populagdes foi superior a 50%. Os rebanhos de nimero 1 a 10 foram os considerados positivos e os de 11 a 20
negativos, conforme critérios acima descritos. Observa-se que, com os resultados das matrizes, o teste de ELISA
polivalente para os sorotipos 3, 5 e 7 do App baseado em LPS-CL caracterizou os rebanhos cronicamente infectados e
com altos valores preditivos. Entre os rebanhos cronicamente infectados, o valor preditivo dos leitdes positivos foi
inferior a 50% em seis rebanhos. Isso significa, considerando os resultados da sensibilidade observados por Machado
et al. (1997a), que nesses rebanhos os animais sorologicamente positivos tém probabilidade menor que 50% de
estarem realmente infectados. Isso decorre do fato de que o valor preditivo, além de depender da sensibilidade e
especificidade do teste, depende também da prevaléncia de soroconversores no rebanho. O valor preditivo positivo
aumenta de acordo com o aumento da prevaléncia dos soroconversores (Tab. 1). Observa-se também que os valores
preditivos nas matrizes dos rebanhos positivos sdo altos, de 93 a 99%. Portanto, o teste aplicado as matrizes
demostrou ser mais confiavel do que quando aplicado nos leitdes nas idades analisadas. Na comparagéo por qui-
quadrado a proporcdo de matrizes soroconversoras foi sempre significativamente maior do que a de leitdes (P<0,01),
em todos os rebanhos com sorologia positiva. Entretanto, os leitGes filhos de fémeas positivas, apds beberem o
colostro, poderiam ser uma alternativa de amostragem para a realizagdo do diagnoéstico. Bossé et al. (1992b)

sugeriram, além das matrizes, essa categoria como apropriada para deteccdo de reagentes positivos.

A classificagdo dos resultados pela andlise discriminante das matrizes, incluindo a categoria de suspeitos, encontra-se
na Tab. 2. A classificacdo quanto ao status do rebanho em relacdo a infecgdo por App foi idéntica aquela discriminada
na Tab. 1. Apenas houve decréscimo na prevaléncia dos soroconversores em funcdo da definicdo de soros suspeitos,
que foram aqueles que apresentaram probabilidade entre 50% e 80% de pertencerem a populagdo positiva ou

negativa, constituindo-se em critério mais rigoroso de classificagdo dos animais do que a anterior.



Tabela 2. Resultados sorolégicos das matrizes de todos os rebanhos, nas trés classes
(negativos, suspeitos e positivos), obtidos pelos teste de ELISA baseado em LPS-CL,
polivalente para os sorotipos 3, 5e 7.

Rebanho' Negativo Suspeilo Posilivo Prevaléncia (%) Total®
1 q 15 78 80,40 97
2 2 11 83 86,45 96
3 2 9 91 89,21 102
4 5 13 91 83,48 109
5 3 9 89 10,11 101
G i 22 70 71,42 98
T 1] G 94 94,00 100
8 13 24 65 63,72 102
9 4 19 76 76,76 99
10 39 13 53 50,47 105
11 86 5 9 9,00 100
12 11 47 41 41.41 99
13 &3 23 0 0.00 106
14 9 20 68 70,10 a7
15 5 9 a8 86,27 102
16 22 [ 71 71,71 a9
17 2 8 89 89,39 99
18 a2 0 0 0.00 82
19 a7 1 0 0.00 93
20 105 1 0 0,00 106

*Rebanhos de 1a 10 com isolamento prévio de App para um dos sorotipos componentes do teste: *Nimero de
animais testados

Entre os rebanhos positivos, apenas trés apresentaram resultados soroldgicos em leitdes com valores preditivos
positivos aceitaveis, indicando que nesses rebanhos ha circulacdo do agente (2, 4 e 10). No restante dos rebanhos,
tanto a prevaléncia quanto os valores preditivos nos leitGes foram baixos. Isso sugere que a disseminagdo do agente
entre esses animais é limitada, ao menos no periodo em que se realizou a sorologia (9 e 15 semanas). A existéncia de
dois perfis distintos de disseminagdo da infeccdo nos rebanhos avaliados pode estar associada as caracteristicas do
sorotipo envolvido, a imunidade de rebanho e as condigbes ambientais e de manejo que favorecem ou dificultam a

eliminagdo do agente entre as diferentes categorias de suinos num mesmo rebanho.

Os animais mais susceptiveis a infeccdo sdo aqueles na faixa de 11 semanas de idade (Kume et al., 1984).
Considerando-se que a soroconversdo, em animais experimentais, ocorreu entre a primeira e a segunda semanas
(sorotipos 5 e 7) e entre a segunda e a quarta semanas (sorotipos 3) apds a exposigdo ao agente (Machado, 1997), é
de se esperar que entre os leitdes mais velhos houvesse mais reatores positivos. Isso de fato ocorreu. Dos 108 leitGes
soroconversores observados entre todos os rebanhos considerados positivos, 26 (24,1%) tinham idade entre 9 e 11

semanas e 82 (75,9%) idades entre 12 e 15 semanas.

Entre os rebanhos classificados como negativos, seis em dez apresentaram matrizes positivas, cinco deles com valores
preditivos altos, 96 a 99%, e um com valor preditivo igual a 56%, indicando que o teste pode ter baixa especificidade.
Esses rebanhos poderiam estar infectados de forma subclinica por alguns dos sorotipos detectados pelo teste para
sorotipos 3, 4, 5, 6, 7 e 8 (Machado, 1997c), uma vez que quatro desses rebanhos possuem a mesma fonte de
animais. Essa Ultima hipotese é possivel porque algumas amostras do sorotipo 3, isoladas em outros paises, sdo
consideradas de baixa patogenicidade, enquanto que os sorotipos 6 e 12 raramente causam problemas (Jensen,
1995). Outra explicacdo para a baixa especificidade seria a de que o teste soroldgico poderia estar detectando uma
reagdo dos animais a presenca de uma amostra App ndo sorotipavel (antigeno capsular), porém com a mesma
estrutura lipossacaridica. Em um estudo complementar, tentando associar sorologia com presenca bacteriana em

leitGes, o App foi isolado em trés rebanhos inicialmente considerados negativos, sendo que dois eram sorologicamente



positivos e um negativo. Desses rebanhos sorologicamente negativos, foram isoladas 31 amostras de App ndo
sorotipificadas, suportando a Ultima hipotese aventada. Para aumentar a especificidade do resultado do ELISA, seria
necessario procurar o agente nos rebanhos positivos ou aplicar um teste soroldgico mais especifico. Por exemplo, um
soro positivo no teste de ELISA polivalente poderia ser submetido a um teste de ELISA baseado em capsula purificada
com antigeno monovalente, que além de aumentar a especificidade do resultado poderia também identificar o sorotipo

existente no rebanho, uma vez que o sorotipos conhecidos s&o identificados por antigenos capsulares.

CONCLUSOES

O teste de ELISA polivalente baseado em LPS - CL contra os sorotipos 3, 5 e 7 do App possui alta sensibilidade e,
aparentemente, baixa especificidade, portanto tem caracteristicas de teste de triagem, uma vez que detecta os

sorotipos prevalentes no Brasil e aqueles que possuem LPS - CL homologos (3, 4, 5, 6, 7 e 8).
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