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Glanders is an infectious-contagious disease of acute or chronic character which
principally affects horses, causing enormous losses in the productive chain of this ani-
mal. To control the disease, the Ministry of Agriculture, Husbandry and Supply institu-
ted mandatory sanitation measures in the entire national territory which include an
official diagnosis through the complement fixation (CF) test, maleinization and sacrifice
of the animals that are positive. Nowadays the kits used for the diagnosis of the disease
are imported, making their routine application difficult and more expensive. The objec-
tive of this study was to standardize an indirect ELISA test, using the proteic extract of
Burkholderia mallei isolated from a carrier horse in the state of Pernambuco. The sam-
ples were cultivated in 10% blood agar and incubated for 48h at 37°C; later, one of the
isolated colonies was characterized phenotypically and genotypically and immediately
cultivated in brain heart infusion (BHI) for enrichment; then it was peaked (repicada)
for the Dor-set Henley medium which was incubated at 372C under 60rpm for eight we-
eks. To standardize the test the Protein G Peroxidase Sigma Conjugate was used in the
dilution of 1:90.000, with serums diluted in 1:100 and the antigen in 1:400. Sixty seru-
ms were used as negative controls, tested before the CF to determine the cutting point
which was 0.042nm. After establishing the standardization, 300 samples were tested, of
which 99% (297) were in agreement with the results obtained in the CF. At the end, of
assay presented 100% sensibility and 98.2% specificity, with predictive (preditivo) po-
sitive and negative values of 97.7% and 100% respectively. The Kappa concordance test
was 0.98 and the intra and interplac repeatability were 8.8% and 10.3% respectively.
From the results obtained, it is possible to affirm that the indirect ELISA test can be used
as an efficient diagnosis tool. However, more essays must be carried out to consolidate
the reliability of this test.
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RESUMO.- O mormo é uma enfermidade infecto-contagio-
sa de carater agudo ou cronico que acomete principalmen-
te os equideos, causando enormes prejuizos na cadeia pro-
dutiva do cavalo. Para controlar a enfermidade o Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) instituiu
medidas sanitarias obrigatérias em todo territério nacional
que incluem o diagndstico oficial pela fixacdo do comple-
mento (FC), maleinizacdo e sacrificio dos animais positivos.
Os kits atuais utilizados no diagnéstico da doenca sdo im-
portados, dificultando e encarecendo sua aplicagdo na ro-
tina. Objetivou-se com este estudo padronizar um teste de
ELISA indireto utilizando o extrato protéico de Burkholde-
ria mallei isolada a partir de equideo portador no estado de
Pernambuco. As amostras foram cultivadas em agar sangue
10%, incubada por 48h a 37°C; posteriormente caracteri-
zou-se fenotipica e genotipicamente uma das coldnias iso-
ladas, e em seguida a cultivou em BHI para enriquecimen-
to; logo apos, esta foi repicada para o meio Dor-set Henley o
qual foi incubado a 372C sob 60rpm por oito semanas. Para
padronizacdo do teste utilizou-se o Conjugado Proteina G
Peroxidase Sigma na diluicdo de 1:90.000, com soros dilu-
idos em 1:100 e o antigeno em 1:400. Utilizou-se 60 soros
como controle negativo testados frente a FC para determi-
nacdo do ponto de corte o qual ficou em 0,042nm. Feitas
as padronizacoes, foram testadas 300 amostras, onde 99%
(297) foram concordantes com os resultados obtidos na
FC. Ao final, o ensaio apresentou 100% de sensibilidade
e 98,2% de especificidade com valores preditivo positivo
e negativo de 97,7% e 100%, respectivamente. O teste de
concordancia kappa foi 0,98 e a repetibilidade intra e in-
terplaca ficaram em 8,8 e 10,3%, respectivamente. Diante
dos resultados obtidos durante os ensaios, conclui-se que
o teste de ELISA indireto pode ser utilizado como uma fer-
ramenta de diagnoéstico eficiente. Entretanto, mais ensaios
devem ser realizados visando consolidar a confiabilidade
do referido teste.

TERMOS DE INDEXACAO: Mormo, Burkholderia mallei, sorologia,
ELISA, diagnéstico.

INTRODUCAO

0 mormo é uma doenga bacteriana causada por Burkholde-
ria mallei, sendo considerada uma das mais antigas doen-
cas que acometem os equideos. A bactéria causa lesoes pri-
marias na porta de entrada e na cadeia linfatica adjacente
(Mota 2006). O diagndstico do mormo pode ser realizado
por meio da associacdo dos aspectos clinico-epidemiolégi-
cos e anatomo-histopatolégicos. Entretanto, a identificacdo
microbiolégica, inoculagdo em animais de laboratério, rea-
¢do imunoalérgica (maleinizagdo), testes sorolégicos como
fixagdo do complemento (FC), ensaio imuno-enzimatico
(ELISA), contra imunoeletroforese, hemaglutinacio indire-
ta, reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o teste de
rosa bengala sdo exames complementares que auxiliam no
fechamento do diagnostico (Naureen et al. 2007). A doen-
¢a ressurgiu no Brasil ap6s varias décadas sem relatos ofi-
ciais (Mota et al. 2000). Para o diagndstico oficial e controle
do mormo no pais, o Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA) aprovou a Instrugdo Normativa n®

24 em abril de 2004, a qual preconiza a FC e o teste da ma-
leina como exames complementares para a identificacdo de
animais infectados (Brasil 2004).

Embora a FC tenha uma sensibilidade de aproximada-
mente 90% a 95%, as reagdes falso-negativas sdo ocasio-
nalmente observadas no soro de animais jovens, gestantes
e idosos e reacdes falso-positivas também ocorrem em
aproximadamente 1% dos soros testados onde atribui-se
ao uso de antigeno composto por células inteiras (Cravitz
& Miller 1950, OIE 2008a). Além disso, existem entraves
quanto a padronizacao insuficiente do antigeno, o que pode
comprometer a qualidade da reacgdo, resultando em limita-
¢des no que diz respeito a especificidade e sensibilidade da
técnica. Alguns pesquisadores ainda questionam a eficacia
e aplicabilidade do referido ensaio (Jana et al. 1982, Verma
et al. 1990, Neubauer et al. 2005, Naureen et al. 2007).

O teste de ELISA indireto é bastante utilizado com fina-
lidade de identificar, inclusive quantificar anticorpos em
amostras de soro, recebendo destaque especial quando
se trata de estudos soroepidemiolégicos (Madruga et al.
2001). Trata-se de um tipo de ensaio que mede a interagido
entre o antigeno e o anticorpo, ndo dependendo de um se-
gundo fendmeno como precipitagio, aglutinacdo ou fixagdo
do complemento (Tizard 2002).

Considerando a necessidade de ampliar as possibilida-
des de diagndstico do mormo no Brasil, realizou-se com
esta pesquisa com o objetivo de desenvolver e avaliar um
ensaio imunoenzimatico (ELISA indireto) para o diagnosti-
co do mormo em equideos.

MATERIAL E METODOS

Obtencao da amostra de Burkholderia mallei. As amostras de
B. mallei utilizadas no ensaio imunoenzimatico foram obtidas por
meio da pun¢do aspirativa do conteido purulento de nédulos
cutaneos de trés equideos com diagndstico clinico de mormo no
estado de Pernambuco. Para o isolamento da bactéria, as amos-
tras bioldgicas foram cultivadas em agar enriquecido com sangue
de ovino a 10%. Posteriormente, as placas foram incubadas em
estufa bacteriol6gica a 37°C por 48h (OIE 2008a). As coldnias que
apresentaram caracteristicas morfolégicas semelhantes a B. mal-
lei foram coradas pelo método de Gram e submetidas as provas
bioquimicas e moleculares de identificacdo (Burtnick et al. 2002,
Mota et al. 2005).

Caracterizacdo fenotipica e genotipica de Burkholderia
mallei. As colonias isoladas foram submetidas a testes de identifi-
cacdo bioquimica de oxidase, catalase, Voges Proskauer (V.P), Ver-
melho de Metila (V.M.), produgdo de H,S (gés sulfidrico), motilidade,
indol, hidrélise da arginina, gas de D-glucose, liquefacdo da gelatina,
urease, fermentacdo de carboidratos (glicose, maltose, galactose,
lactose, frutose, manose, sacarose e manitol) de acordo com Mota et
al. (2005). Apds a caracterizagdo fenotipica, as amostras foram sub-
metidas a técnica de ribotipagem-PCR e RAPD-PCR utilizando-se o
primer 5’-TGC CGA GCT G-3’ (Leelayuwat et al. 2000).

Producio e extra¢cdo da PPD-maleina. Para a producdo do
derivado protéico purificado (PPD-maleina), as amostras foram
ressuspendidas em solugdo salina (0,85%) e inoculadas em caldo
Dorset Henley. Posteriormente, o meio foi incubado a 37°C sob
agitacdo durante oito semanas. Ap6s o periodo incubagio, reali-
zou-se a esterilizagdo em banho-maria a 100°C por trés horas e
em seguida a filtragdo em membrana 0,22pm para remover as cé-
lulas bacterianas e substancias indesejadas.
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Adicionou-se ao filtrado o acido tricloroacético para precipi-
tacdo das proteinas, permanecendo em repouso por 24 horas em
temperatura ambiente. O sobrenadante da mistura foi decantado
e descartado e o precipitado foi centrifugado por 15 minutos a
2.500g. O precipitado foi lavado quatro vezes em solugdo de NaCl
a 5% (pH 3,0). Em seguida o precipitado foi dissolvido com um
minimo de solvente alcalino, resultando em um pH 6,7. O produto
final foi um fluido castanho escuro, o que caracteriza a maleina
concentrada (Silva 2010).

A maleina concentrada foi centrifugada e o sobrenadante di-
luido em igual quantidade de solu¢do tampdo de glicose. A PPD-
-maleina de concentragdo 1,69mg/mL (dosado no Qubit® Fluoro-
meter Invitrogen) foi entdo colocada em ampolas esterilizadas,
rotuladas e refrigeradas (Verma et al. 1994, OIE 2008b).

Sensibilizacao dos animais. Para obten¢do de soros contro-
le positivo, cinco éguas foram sensibilizados por via sub-cutanea
(SC) com 1mL do antigeno inativado na concentra¢do de 5mg/mL
e tiveram seu sangue coletado nos momentos zero (dia da inocu-
lagdo), com 15 e 60 dias ap6s a inoculagio.

Padronizacgao do ELISA. O ELISA-i foi padronizado de forma
a se obter as melhores condi¢cdes de diferenciacdo entre soros
positivos e negativos e maior rendimento dos reagentes. O anti-
geno utilizado foi a maleina diluida seriadamente (1/100, 1/200,
1/400 e 1/800) e titulada frente as dilui¢ées 1/50,1/100 e 1/200
dos soros. Como controles foram utilizados um pool de cinco so-
ros negativos e de cinco soros positivos definidos através do teste
de fixagdo do complemento. O conjugado de proteina-G peroxida-
se (Sigma-Aldrich, USA) foi titulado frente ao antigeno e aos soros
nas dilui¢des 1/80000, 1/90000 e 1/100000.

O teste foi realizado em placas de poliestireno de 96 pocgos
com alta capacidade de adsorcao (Greiner Bio-one). As placas
foram sensibilizadas com o antigeno (PPD-maleina) e incubadas
em camara Umida durante duas horas a 37°C. Foram realizadas
trés lavagens com PBS contendo 0,1% tween 20 (v/v) (PBS-T) e
as reagdes foram bloqueadas pela adi¢do de solugdo salina tam-
ponada com fosfato (PBS) contendo leite em p6 desnatado (LPD)
a 4% (p/v) seguida de incubagdo por 1 hora a 372C em camara
Umida. Apds trés lavagens com PBS-T, 100mL das amostras de so-
ros diluidas em PBS contendo LPD a 2% (p/v) e 10mM de acido
etileno diamino tetracético (EDTA) (p/v) foram distribuidas em
cada pogo e as placas foram incubadas em camara umida por 1
hora a 372C. Apos nova lavagem com solucdo salina tamponada
com fosfato contendo Tween 20 (PBS-T), 100mL do conjugado de
proteina G-peroxidase diluido foram distribuidos por pogo e as
placas foram incubadas por mais uma hora e posteriormente lava-
das cinco vezes com PBS-T. Em seguida, 100mL de solugdo tampao
citrato-fosfato 0,1M, pH 5,0 contendo 0,1mg/mL de 3,3’ 5,5'- te-
tramethylbenzidine (TMB) e 0,02% de peréxido de hidrogénio
(v/v) foram adicionados a reagio. Apés 15 minutos, a reacdo foi
bloqueada com 100mL de 4cido sulfirico (H,S0,) 2N. A leitura da
densidade 6ptica (DO) foi realizada em leitor de microplacas com
filtro ajustado em 450nm.

A repetibilidade do teste foi avaliada pelo calculo do coefi-
ciente de variagdo entre cinco repeticdes numa mesma placa (in-
traplaca) e entre cinco placas (interplacas), utilizando cinco so-
ros negativos e cinco positivos, conforme recomendagdes da OIE
(2010).

Para estimativa preliminar do ponto de corte foi realizada
uma analise do desvio padrdo das médias de 60 soros classifi-
cados como negativos no teste de fixacdo do complemento, em-
pregando o teste t de Student (Frey et al. 1998) com intervalo de
confianca de 95%.

Apés a padronizagdo das concentragdes dos antigenos, soro e
conjugado, o ELISA foi avaliado considerando-se seus valores in-
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trinsecos (sensibilidade e especificidade), bem como o indicador
de concordancia ajustado (Kappa=k) (Pereira 1995), com base
no teste de 300 amostras de soros equinos classificadas previa-
mente como positivas (129 amostras) e negativas (171 amostras)
na fixacdo do complemento (FC), obtidas em dois laboratérios de
diagnoéstico credenciados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) para diagnéstico do mormo.

RESULTADOS

Caracteristicas fenotipicas e genotipicas. A interpreta-
¢do dos testes fenotipicos demonstrou que o agente com-
portou-se como oxidase (+), catalase (+), Voges Proskauer
(-), Vermelho de Metila (-), produgédo de H,S (-), motilidade
(-), indol (-), hidrélise da arginina (+), gas de D-glucose (+),
liquefacdo da gelatina (-), urease (-), glicose (+), maltose (-),
galactose (+), lactose (+), frutose (+), manose (+), sacarose
(-) e manitol (+). Genotipicamente, a cepa selecionada para
o ELISA apresentou padrao de amplificacdo de 1000pb da
regido espacadora intergénica 16S-23S rRNA.

Padronizacdao do ELISA. Apoés a realizacdo de ensaios
confrontando as diversas dilui¢des possiveis tanto do anti-
geno quanto dos soros e do conjugado, verificou-se que as
melhores dilui¢oes foram 1/400 do antigeno, com os soros
diluidos em 1/100 e o conjugado de proteina-G peroxidase
na dilui¢do de 1/90000. Com isso, obteve-se uma intensa
diferenciacdo entre as amostras positivas e negativas com
razdo positivo/negativo (P/N) de 47. A razao P/N foi cal-
culada a partir da divisdo da média do valor das amostras
positivas pela média das amostras negativas.

Quanto a dosagem protéica da maleina concentrada, o
valor observado foi de 1,69mg/mL e a mesma apos ter sido
distribuida nos pogos das microplacas apresentou concen-
tracdo de 0,0004mg/pL.

0 ponto de corte estimado a partir do teste de 60 soros
classificados como negativos na fixagdo do complemento
(FC) foi de 0,042nm. O ELISA demonstrou boa repetibili-
dade com coeficiente de variagio (CV) intraplaca de 8,8% e
interplacas de 10,3%.

Os resultados dos soros testados no ELISA-i estao apre-
sentados no Quadro 1, onde se observou sensibilidade de
100% e especificidade de 98,2% com 6tima concordancia
(k=0,98 - concordancia 6tima) com a técnica de FC. Com re-
lagdo aos valores preditivo positivo e negativo, estes foram
97,7% e 100% respectivamente.

Quanto a leitura realizada nos soros dos cinco animais
obtidos na segunda coleta, observou-se um aumento dos
anticorpos em todos os animais quando comparado com a
primeira, seguido de um decréscimo aos 60 dias (terceira
leitura) da inoculagdo da bactéria inativada. O animal nu-
mero 02 apresentou uma resposta imune diferente dos de-

Quadro 1. Resultado dos testes de 300 amostras séricas de
equinos submetidas aos testes de fixacio do complemento e
ELISA-i para pesquisa de anticorpos contra o mormo

Teste Fixacdo do Complemento Total
Positivo Negativo

ELISA Positivo 129 3 132

Negativo 0 168 168

Total 129 171 300
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mais nos trés momentos. Este animal apresentou-se ainda
como negativo frente ao teste de FC, porém ao ser analisa-
do no ELISA-i 0o mesmo apresentou resultado positivo.

Os valores das densidades 6pticas (DO) dos cinco soros
de equinos submetidos a inoculagio da bactéria inativada
estdo representados na Figura 1.
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Fig.1. Resposta imunolégica de equinos sensibilizados com
Burkholderia mallei inativada, avaliada no teste ELISA-i, nos
dias zero, 15 e 60 pés-inoculagio da bactéria.

DISCUSSAO

O resultado obtido na andlise fenotipica permitiu identifi-
car os isolados como Burkholderia mallei, pois as coldnias
apresentaram caracteristicas bioquimicas idénticas as ob-
servadas anteriormente por Yabuuchi et al. (1992), Al-Ani
et al. (1998), Mota et al. (2005), Silva et al. (2008, 2009).
Os achados genotipicos também foram compativeis com os
achados descritos por Silva et al. (2009).

Nesse estudo, a concentracdo protéica da PPD-maleina
utilizada para sensibilizar as placas do ELISA foide 1,69mg/
mL, mostrando-se suficiente para uso no teste soroldgico.
Valor semelhante também foi observado por Santurio et
al. (2006) que padronizaram um ELISA indireto (ELISA-i)
para o diagndstico da pitiose equina e utilizaram 1mg/mL,
contudo, Dantas (2004) ao padronizar um ELISA indireto
para Maedi-Visna utilizou concentracdo de 0,5mg/mL e
conseguiu obter resultados satisfatérios em sua pesquisa.

Os valores do coeficiente de variagao (CV) tanto intra
quanto interplaca apresentaram compatibilidade com as
informacdes da OIE (2006) que preconiza que um teste
com boa repetibilidade deve apresentar CV com valores
abaixo de 20%, o que é necessario para ser padronizado.

Os valores de sensibilidade e especificidade encontra-
dos nesse estudo foram de 100% e 98,2%, respectivamen-
te, caracterizando o teste de ELISA-i como sendo um ensaio
que nao apresenta resultados falso-negativos. Valores se-
melhantes também foram encontrados por Médici, Alfieri
& Alfieri (2000) que estudaram 983 soros bovinos para
avaliar um ELISA comercial para o diagnéstico do Herpes-
virus Bovino tipo 1 (HBV-1) e encontraram 100% de sensi-
bilidade e 94,88% de especificidade. Santurio et al. (2006)
também estudaram 116 soros de equinos para padroni-
zacdo de ELISA-i para pitiose e encontraram 97,72% de
sensibilidade e 90,27% de especificidade. Semelhang¢a com
os valores obtidos neste estudo também foi verificado por
Paredes et al. (1999) que ao analisaram 937 amostras de
soro suino para a padronizacdo de um ELISA-i para peste

suina classica (PSC) e obtiveram 98,21% de sensibilidade
e 92,86% de especificidade, definindo que o ELISA-i é um
teste apropriado para o diagnéstico da PSC. Apesar dos va-
lores preditivo positivo (VPP) e preditivo negativo (VPN)
terem sido distintos, o elevado percentual do segundo as-
segura que animais que venham ser negativos no teste de
ELISA-i, realmente ndo tenham a doenca. Seguindo-se o
que é preconizado pela OIE (2006) quanto a padronizac¢io
e avaliacdo de testes diagnosticos, os valores de sensibili-
dade e especificidade de um ensaio sdo considerados 6ti-
mos quando superam os apresentados pelo gold test, como
é o caso dessa pesquisa.

Mesmo havendo uma 6tima concordancia do ELISA-i
quando comparado com o teste de fixacdo de complemen-
to (FC) que possui sensibilidade em torno dos 90% a 95%,
este dltimo tem o risco de apresentar reacgdes falso-negati-
vas ocasionalmente observadas no soro de alguns animais
(jovens, gestantes ou idosos), além de reagdes falso-positi-
vas que podem ocorrer em aproximadamente 1% dos soros
testados ao se utilizar antigeno de células inteiras, o que
o leva a ser superado pelos resultados obtidos no ELISA-i
(Cravitz & Miller 1950, Verma et al. 1990). O animal gestan-
te que apresentou resultado positivo no ELISA e negativo
na Fixacdo de Complemento, provavelmente deve-se a li-
mitacdo desse ultimo teste, que pode apresentar resultados
falsos-negativos, especialmente em soros de burros, mulas
e animais gestantes (Gregory & Waag, 2008).

A diferenca de DO observada nos resultados do ELISA-i
frente aos soros dos cinco equinos submetidos a inoculacdo
da bactéria inativada deve-se, provavelmente ao padrdo de
resposta inflamatdria de cada animal. A intensidade dessa
resposta ird depender do grau de infec¢do de cada equino
(Amemiya et al. 2002).

A reducao na quantidade de anticorpos, observada nos
animais 60 dias ap6s a inoculagdo com a B. mallei inativa-
da provavelmente esta relacionada ao periodo de sorocon-
versdo causado pelas proteinas desse agente que é de no
maximo dois meses (Hagebock et al. 1993). Entretanto, ex-
posicdes constantes de animais as proteinas do agente po-
dem promover uma soroconversdo permanente (Gregory
& Waag 2008).

As vantagens do desenvolvimento de um teste sorold-
gico com antigeno nacional é o baixo custo de produgao e,
consequentemente, um provavel aumento na aquisicdo do
kit para diagndstico o que podera promover elevacido do
numero de exames realizados, contribuindo com a reducdo
dos casos da doenga e até mesmo acelerar o processo de
erradicacdo da doenga no territdrio nacional. Além disso,
tendo em vista que espécies do género Burkholderia podem
sofrer alteracdes em seu gendtipo, principalmente quando
se trata de cepas oriundas de regides geograficas distintas
(Silva et al. 2009), acredita-se que um kit nacional produ-
zido a partir de cepas nacionais possa reduzir significativa-
mente os indices de resultados falso-positivos observados
atualmente na FC.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no ELISA-i, acredita-se
que o teste é promissor para o diagndstico sorolégico do
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mormo em equideos no Brasil. Sua versatilidade e pratici-
dade, além do tempo empregado para realizagdo o classi-
ficam como um teste que pode substituir a FC. Entretanto,
ainda é necessaria arealizacdo de outros ensaios com maior
numero de amostras para realizar a etapa de padronizagao.
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