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RESUMO

Foram padronizados testes de ELISA (Enzyme-
linked immunosorbent assay) baseados em antígeno capsular
purificado de Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipos 3, 5 e
7, prevalentes no Brasil. Para a padronização foram utilizadas
amostras de soro provenientes de leitões inoculados com os três
sorotipos do agente em estudo, dos quais se colheram amostras
de sangue semanais, durante 15 semanas  para  estudo da dinâ-
mica da síntese de anticorpos. O controle negativo dos testes
constituiu-se de  um mistura de 130 soros de animais livres de
Actinobacillus pleuropneumoniae (App). Os antígenos também
foram testados com amostras de soro de animais infectados com
outros agentes causadores de doenças respiratórias e vacinados
contra rinite atrófica. Os antígenos produzidos foram eficientes
na detecção de animais infectados com App, permitindo determi-
nar densidades óticas superiores à média dos soros controles
negativos acrescida de quatro desvios-padrões. Os testes de
ELISA para os sorotipos 3, 5 e 7 apresentaram especificidade de
100% e sensibilidade de 92, 88 e 90%, respectivamente. Não
ocorreram reações cruzadas com outros sorotipos, assim como
com soros de animais inoculados com outros agentes causadores
de problemas respiratórios. Os resultados foram analisados
através da análise discriminante de ANDERSON (1958), utilizan-
do-se o programa Statistical Analysis System. Concluiu-se que os
antígenos testados são adequados para sorotipar animais que
tenham sido submetidos ao screening através de um teste de
ELISA polivalente baseado em LPS-LC.

Palavras-chave: Actinobacillus pleuropneumoniae, ELISA,
antígeno capsular.

SUMMARY

Three ELISA (Enzime-linked immunosorbent assay)
tests based on purified capsular antigen from serotypes 3, 5 and 7
of Actinobacillus pleuropneumoniae, prevalent in Brazil, were
standardized. Serum samples, collected from piglets inoculated

with these three serotypes, were used to standardize the test. In
order to study the dynamic of antibody synthesis, weekly blood
samples were collected from these piglets. A pool of 130 sera
obtained from Actinobacillus pleuropneumoniae –free pigs was
used as negative control for the tests. The antigens were also
tested with serum samples from animals infected with other
respiratory infectious agents and vaccinated against athrofic
rinitis. The antigens were efficient in detecting animals infected
with App. Optical densities above the average of the negative
control sera plus four standard deviation were detected. ELISA
tests to serotypes 3, 5 and 7 showed specificity of 100% and
sensibility of 92, 88 and 90%, respectively. No cross reaction with
other serotypes or with sera of animals inoculated with other
respiratory pathogens was observed. The results were analyzed
using the Statistical Analysis System program. Antigens tested
were adequate for serotyping animals previously screened
through a polyvalent LPS-LC ELISA test.

Key words: Actinobacillus pleuropneumoniae, ELISA, capsular
antigen.

INTRODUÇÃO

Com a intensificação da produção de suí-
nos no Brasil, os problemas sanitários têm sido uma
preocupação constante de técnicos e produtores,
tanto pela morte de animais e gastos com medica-
mentos, como pela redução nos índices produtivos.
Um dos grandes problemas das criações suinícolas
são as doenças respiratórias. Essas ocorrem mundi-
almente, sendo que as pneumonias são responsáveis
pela perda de 2, 4 suínos, com peso de 95kg, para
cada 100 animais abatidos no sul do Brasil (PIFFER
et al., 1995).
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O Actinobacillus pleuropneumoniae
(App) é o agente etiológico primário da Pleurop-
neumonia Suína (PPS). Essa doença caracteriza-se
por uma pneumonia necrohemorrágica, freqüente-
mente associada a uma pleurisia fibrinosa (PIFFER
et al., 1987). O primeiro surto dessa doença foi des-
crito na Inglaterra (MATHEWS & PATTISON,
1961), enquanto que no Brasil, a PPS foi diagnosti-
cada pela primeira vez por LOCATELLI et al.,
(1981). A partir de então, vários surtos dessa doença
foram diagnosticados no sul do Brasil, onde a suino-
cultura é praticada de forma intensiva (PIFFER et
al., 1995). Atualmente, existem relatos da ocorrência
da PPS em todos os países onde o sistema intensivo
é adotado para produção de suínos (PIFFER et al.,
1987).

Como fatores de virulência do App são
reconhecidos: cápsula, endotoxina (JANSEN &
BERTRAM, 1986) e três citolisinas (LEENGOED
& DICKERSON, 1992; JANSEN et al., 1992). Ba-
seados nas características dos polissacarídeos cap-
sulares, foram descritos para o App 12 sorotipos
(NICOLET, 1992; GUNNARSSON et al., 1977;
NIELSEN, 1988) e sete antígenos somáticos
(NAKAI et al., 1992). Os sorotipos 1, 9 e 11 apre-
sentam o antígeno somático 01; os sorotipos 3, 6 e 8,
o antígeno somático 03 e os sorotipos 4 e 7, o antí-
geno somático 04 (NAKAI et al., 1992). Levanta-
mentos realizados no Brasil identificaram os soroti-
pos 3 ,5 e 7 como prevalentes (PIFFER et al., 1987).
Essa diversidade no predomínio dos sorotipos refor-
ça a necessidade de uma contínua sorotipagem dos
App isolados nas regiões endêmicas para que testes
sorológicos e vacinas sejam adequados.

A PPS é transmitida por aerossóis ou fô-
mites, ocorrendo principalmente por via aerógena e
através de contato direto entre os suínos mantidos na
mesma baia ou em baias adjacentes (MORES et al.,
1984). Fatores ambientais, como mudanças bruscas
de temperatura, alta umidade relativa do ar e trans-
porte de animais, predispõem à aquisição e dissemi-
nação da infecção (ABASCAL et al., 1994). Os
suínos portadores constituem a principal fonte da
infecção. Mesmo nos rebanhos imunes, o App pode
persistir, tanto no tecido pulmonar necrótico encap-
sulado, como nas amígdalas, independente do título
de anticorpos (MORES et al., 1984).

A disponibilidade de testes sensíveis e es-
pecíficos é essencial na determinação do status sa-
nitário dos rebanhos. Esses testes são necessários,
principalmente, para aqueles rebanhos responsáveis
pelo melhoramento genético e multiplicação de
animais melhorados. A contaminação desses reba-
nhos e a manutenção do comércio de reprodutores

significam fontes permanentes de infecção para o
rebanho nacional, principalmente quando estiverem
presentes animais sadios, atuando como portadores
de microrganismos patogênicos.

FENWICK (1992) conduziu uma compa-
ração crítica entre os testes sorológicos para PPS.
Dessa comparação, o teste de ELISA e o de neutrali-
zação das citolisinas foram os melhores, porém o
último não foi eficiente para o sorotipo 7. Dentre os
testes utilizados, o ELISA é considerado rápido e
sensível, facilmente automatizado e tem a vantagem
de apresentar poucos resultados falsos-positivos
quando comparado a outros testes (FENWICK &
HENRY, 1994). Vários tipos de antígenos podem
ser usados no teste ELISA, entre eles, o extrato sali-
no fervido e centrifugado, o lipopolissacarídeo de
cadeia longa (LPS-LC) e o polissacarídeo capsular
(GOTTSCHALK et al., 1994).

O presente trabalho objetivou a produção
e padronização de um teste de ELISA baseado em
antígeno capsular purificado dos sorotipos 3, 5 e 7
de App, para  eliminar a  possibilidade  de ocorrên-
cia de reações cruzadas entre alguns sorotipos de
Actinobacillus pleuropneumoniae, assim como com
outros agentes patogênicos do aparelho respiratório
dos suínos.

MATERIAL E MÉTODOS

No cultivo das cepas padrões dos três so-
rotipos para produção do antígeno, foi utilizado
Columbia ágara contendo 10ug de NAD/m" de meio.
Essas cepas foram cultivadas durante 24 horas a
370C. Após esse período, as colônias iridescentes
foram selecionadas e repicadas. A partir desse cres-
cimento, cada sorotipo foi cultivado em 3 litros de
caldo Columbiab acrescido de 20ug de NAD/m" de
meio e incubado por 10 horas a 370C. Esse material
foi centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos e o
sobrenadante foi precipitado com 1,825g/" de hexa-
decyltrimethylammonium bromide (CETAVLON)c.
O precipitado contendo a cápsula foi recolhido atra-
vés de centrifugação a 10.000 x g durante 30 minu-
tos a 40C e solubilizado com NaCl a 0,4M. Após
uma nova centrifugação a 10.000 x g durante 30
minutos a 40C, foi recolhido o material não solubili-
zado. O material em suspensão contendo a cápsula
foi precipitado com etanol (2,5 vezes o volume).
Esse material foi ressuspenso em água destilada e
sofreu em média três a quatro extrações fenólicas. A
solução aquosa da extração fenólica, contendo a
cápsula, foi dialisada durante 3 dias, com 3 trocas
diárias de água, até que o odor do fenol desapareces-
se. Ao volume obtido foi adicionado NaCl 0,1M e



Padronização do teste ELISA baseado em antígeno capsular purificado...

Ciência Rural, v. 30, n. 2, 2000.

283

novamente 2,5 vezes o volume de etanol. Esse mate-
rial foi ultracentrifugado a 105.000 x g por 4 horas a
40C (INZANA, 1987).

Para cada sorotipo foi padronizado um
teste de ELISA, no qual todos os componentes do
ensaio foram testados no mesmo instante e sob as
mesmas condições. A padronização dos reagentes e
a condução dos testes de ELISA foram realizadas
em placas de poliestireno de 96 cavidades. Os antí-
genos foram submetidos à mensuração protéica
através do método de LOWRY et al. (1951), modifi-
cado por MARKWELL et al. (1978), usando-se
albumina de soro bovino como padrão (Biorad). Os
carboidratos foram determinados através do método
de DUBOIS et al. (1956). Os dados das leituras
espectrofotométricas foram transferidos ao compu-
tador para o programa KELA e os mesmos foram
processados e corrigidos para variações diárias de
acordo com JACOBSON & DOWNING (1991). Na
padronização do teste, levou-se em consideração a
presença de reações inespecíficas, testando-se a
mesma amostra de soro na presença e na ausência do
antígeno, simultaneamente na mesma placa. Os
antígenos diluídos na sua dose de reatividade ótima
pré-determinada, em tampão carbonato-bicarbonato
0,05M pH 9,6 foram adicionados na quantidade de
100ul a cada cavidade das microplacas, sendo as
mesmas incubadas durante uma noite, a 37oC, em
câmara úmida. A lavagem das placas foi feita com
PBS 0,15M pH 7,4 contendo 0,05% de Tween 20d.
Como solução bloqueadora foram testados albumina
e leite em pó desnatado, diluídos na solução de PBS
0,15M pH 7,4 nas concentrações de 1, 2 e 3%. O
conjugado antiIgG de suíno utilizado foi o da marca
Sigma, assim como o cromógeno (ABTS)e. O tempo
de incubação para cada etapa da reação foi de 60
minutos, com exceção da incubação do revelador
que foi de trinta minutos. A leitura foi feita com
comprimento de onda de 405nm. As concentrações
dos reativos escolhidas foram as que possibilitaram
separar a população positiva da população negativa,
resultando em leitura de DO ao redor de 1,0 com os
soros positivos. Após a padronização dos reativos,
um conjunto de soros considerados negativos para o
App e também um conjunto de soros considerados
positivos foram submetidos ao teste.

Os antígenos dos sorotipos 3, 5 e 7 foram
testados no teste de ELISA com soros de animais
positivos para Haemophillus parasuis,
Actinobacillus suis, Mycoplasma hyopneumoniae,
Mycoplasma floculare, Bordetella bronchiseptica,
Pasteurella multocida e todos os sorotipos de App
para observação de possíveis reações cruzadas.

Os controles negativos foram constituídos
por um “pool” de 130 soros de suínos livres de in-

fecção por App. Os controles positivos foram obti-
dos de animais inoculados com os sorotipos 3, 5 e 7
e que apresentaram soroconversão, ou seja, valores
iguais ou superiores à média dos soros controles
negativos acrescida de quatro desvios-padrões. Com
as densidades óticas dos soros ajustadas, foram de-
terminadas as equações discriminantes de
ANDERSON (1958), para as populações positivas e
negativas. Após a classificação dos soros pelas fun-
ções, realizou-se análise de concordância entre os
resultados (positivos e negativos) e os dados da
função discriminante. Cada teste de ELISA foi com-
parado quanto à distância generalizada de Mahala-
nobis (D2), coeficiente de determinação (R2), teste
F, coeficiente global do teste (CG), sensibilidade e
especificidade. A análise estatística pertence ao
procedimento DISCRIM do SAS (1985).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados mostraram que, apesar da
produção do antígeno capsular purificado ser mais
trabalhosa em relação a outros antígenos baseados
em LPS, os antígenos foram satisfatórios na detec-
ção de anticorpos nos animais inoculados com os
sorotipos 3, 5 e 7, classificando como negativos os
animais inoculados com os demais sorotipos.

Os antígenos dos sorotipos 3, 5 e 7 de
App foram padronizados nas seguintes diluições:
sorotipo 3 a 1/64, sorotipos 5 e 7 a 1/256. Os resul-
tados encontrados na análise de proteínas e carboi-
dratos nas soluções de trabalho foram para o soroti-
po 3 em torno de 30ug de proteína/m" de antígeno e
90ug de carboidrato/m" de antígeno. O sorotipo 5
apresentou 20ug de proteína/m" e 90ug/m" de car-
boidrato/m" de antígeno. O sorotipo 7 apresentou
20ug e 45ug/m" de antígeno para proteínas e carboi-
dratos, respectivamente. Os soros apresentaram
melhores resultados quando diluídos a 1/100 e o
conjugado a 1/3000 com os três sorotipos. O melhor
bloqueador foi o leite em pó desnatado a 3%.

RADACOVICCI et al. (1992) compara-
ram vários tipos de antígenos quanto à quantidade de
proteínas, entre eles, o extrato cru, extrato cru diali-
sado e ainda as partes aquosa e fenólica, resultantes
da extração fenólica do antígeno, a fim de separar os
diferentes componentes imunogênicos. Os mesmos
observaram que a extração fenólica reduziu conside-
ravelmente a quantidade de proteínas no antígeno.
Dessas diferentes frações, os autores mediram pro-
teínas e carboidratos, e observaram que esses com-
ponentes diminuem proporcionalmente a pureza do
antígeno. No extrato cru, foram encontrados valores
de 2,12mg de proteína e 2,06mg de carboidrato/ml
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de antígeno. Na fase aquosa da extração fenólica,
que foi a fração mais purificada no estudo, encontra-
ram-se valores de 0, 08mg de proteína e 0,20mg de
carboidrato/m" de antígeno. Os mesmos concluíram
que quanto mais intensa é a purificação, maior é a
capacidade de promover interações específicas com
as imunoglobulinas, pois quanto maior a diversidade
de proteínas, maior será a probabilidade de ocorrên-
cia de reações cruzadas. Portanto, em preparações
mais purificadas, como no caso do antígeno capsu-
lar, as reações cruzadas tendem a diminuir. BOSSÉ
et al. (1992) também observaram que as proteínas
contaminantes da solução de trabalho nos testes de
ELISA, baseados em cápsula e LPS, não compro-
meteram a eficiência da especificidade desses testes.

Com os resultados obtidos nos testes de
ELISA baseados em antígeno capsular purificado
dos sorotipos 3, 5 e 7, observou-se que não
ocorreram reações cruzadas, quando testados
animais inoculados com os sorotipos 1, 2, 4, 6, 8, 9,
11 e 12, bem como quando foram testados soros de
animais inoculados e vacinados com os principais
agentes que infectam o sistema respiratório dos
suínos (Pasteurella multocida e Bordetella
bronchiseptica, Actinobacillus suis, Haemophilus
parasuis, Mycoplasma hyopneumoniae e
Mycoplasma floculare), indicando que os níveis
protéicos que contaminam os antígenos não estão
interferindo na especificidade do teste. Ao utilizar o
antígeno capsular, alguns autores têm registrado
reações cruzadas  entre alguns sorotipos do App (1,
2, 3 e 5) e alguns do Actinobacillus suis, em outros
testes sorológicos (BOSSÉ et al., 1992;
GOTTSCHALK et al., 1994). Isso pode estar
associado ao tipo dos sorotipos envolvidos. No
presente trabalho, os testes de ELISA não
apresentaram reações cruzadas quando testados com
amostras de soros positivos para os diferentes
microrganismos que afetam o
sistema respiratório dos suínos.

Através da observação
de sinais reacionais inespecíficos,
os resultados mostraram que ao se
utilizar o antígeno capsular não
houve diferenças quando as amos-
tras foram testadas somente na
presença ou na presença e ausência
do antígeno simultaneamente na
placa. BROES et al. (1996) citam
que esse efeito pode ser originário
de diferentes fenômenos, tais como
uma adsorção inespecífica às pla-
cas, de imunoglobulinas presentes
nas amostras testadas e à presença
de anticorpos reagindo cruzada-

mente com antígenos adsorvidos às placas, princi-
palmente no caso de animais mais velhos. Como no
presente trabalho não se observaram diferenças,
optou-se pelo teste das amostras de soro apenas na
presença do antígeno, resultando na redução dos
custos do teste e da mão-de-obra.

A tabela 1 fornece as estimativas das
equações discriminantes de ANDERSON para as
populações negativa e positiva dos três testes estu-
dados, bem como a distância generalizada de
Mahalanobis (D2) entre essas populações, o teste F,
o coeficiente de determinação (R2), a Sensibilidade
(S), a Especificidade (E) e o coeficiente global do
teste (CG).  A sensibilidade e especificidade do teste
foram calculados levando em conta a análise de
concordância entre o status dos animais e a função
discriminante de ANDERSON. O coeficiente global
do teste representa a sua eficiência, ou seja, a pro-
porção de animais com status positivo e negativo
que a função classificou corretamente.

Através da observação da dinâmica da
síntese de anticorpos, o teste detectou resposta so-
rológica ao sorotipo 3 na terceira semana após a
infecção, enquanto que os sorotipos 5 e 7 foram
detectados na primeira semana. MACHADO et al.
(1997) observaram a dinâmica da síntese de anticor-
pos nesses mesmos animais através do teste ELISA
baseado em LPS-LC e concluíram que os animais
inoculados com o sorotipo 3 apresentaram sorocon-
versão entre a segunda e quarta semana após a ino-
culação, enquanto que com os sorotipos 5 e 7, ocor-
reu entre a primeira e segunda semana após a expo-
sição ao antígeno. Nos três casos, os títulos de anti-
corpos permaneceram até o final do experimento (15
semanas). Rogers et al., apud ROHRBACH et al.
(1993), comentam sobre as diferenças significativas
na virulência dos doze sorotipos, citando os soroti-
pos 1 e 5 como mais patogênicos, enquanto o soroti-

Tabela 1 - Estimativa dos parâmetros das funções discriminantes  de  ANDERSON do tipo
Z = a + b X  densidade ótica ajustada, para os valores de ELISA referentes às
populações negativa e positiva, a distância generalizada de Mahalanobis (D2),
coeficiente de determinação (R2), teste F e coeficiente global do teste (CG) (efi-
ciência dos testes), Sensibilidade (S) e Especificidade (E) dos testes.

TESTEa NEGATIVOS POSITIVOS D2 R2 F CG S E

A B a b (%) (%) (%) (%) (%)

3 0,22435 3,17438 8,26196 19,26357 11,52 68,95 428 97,94 92 100
5 0,82589 9,73838 21,1339 49,26253 27,21 79,86 593 98,13 88 100
7 2,41496 18,9078 19,95579 54,35271 16,97 76,75 640 97,44 90 100

a = sorotipo utilizado no teste.



Padronização do teste ELISA baseado em antígeno capsular purificado...

Ciência Rural, v. 30, n. 2, 2000.

285

po 3 é considerado menos virulento (NICOLET,
1992). Os animais inoculados e testados com ELISA
capsular também mantiveram os títulos elevados até
o final do experimento. Os sorotipos 5 e 7 apresenta-
ram uma soroconversão mais precoce, comparado ao
sorotipo 3. Isso também pode ser associado à referi-
da variação na virulência entre os sorotipos
(NICOLET, 1992; ROHRBACH et al., 1993).
BOSSÉ et al. (1992) conduziram um experimento
expondo os animais ao sorotipo 1 de App através de
aerossóis e observando a resposta imune sistêmica e
local através de ELISA baseado em cápsula e LPS-
LC. Esses autores não observaram diferenças na
imunogenicidade dos antígenos utilizados, sendo
que ambos induziram resposta aos 7 dias após a
inoculação, indicando não haver uma variação muito
grande no tempo de resposta imunológica entre o
antígeno capsular e o LPS-LC.

A partir da padronização do teste ELISA
baseado em cápsula, as amostras de soro a serem
testadas no diagnóstico da PPS poderiam ser subme-
tidas ao screening através do ELISA baseado em
LPS-LC, que possui sensibilidade de mais de 95%;
numa segunda etapa, algumas amostras que fossem
altamente positivas, seriam testadas com o ELISA
baseado em antígenos capsulares dos sorotipos con-
tidos nos testes que possuem 100% de especificida-
de. Isso possibilitaria a identificação do sorotipo
presente no rebanho, com um custo razoável.

CONCLUSÕES

Os antígenos capsulares dos sorotipos 3, 5
e 7 de Actinobacillus pleuropneumoniae (App)
utilizados no teste ELISA detectam soroconversão
em animais infectados experimentalmente. As
amostras de soro de animais infectados com
Haemophilus parasuis, Mycoplasma
hyopneumoniae, Mycoplasma floculare,
Actinobacillus suis e de animais vacinados com
Bordetella bronchiseptica e Pasteurella multocida
não apresentam reações cruzadas com os antígenos
capsulares. Os antígenos estudados não reagem com
amostras de animais inoculados com sorotipos que
possuem lipopolissacarídeos homólogos e nem com
os demais sorotipos estudados, reagindo apenas com
amostras de soro positivas específicas dos sorotipos
3, 5 e 7 de Actinobacillus pleuropneumoniae.
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