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Riassunto

Sono stati sviluppati una ELISA competitiva
(c-ELISA), una ELISA indiretta (i-ELISA) e un
test immunologico DELFIA (Dissociation-
Enhanced Lanthanide Fluorescence Immunoassay)
per la ricerca di anticorpi verso Brucella suis in
sieri di maiale e cinghiale. I tre test prevedono
I'utilizzo di un anticorpo monoclonale (MAb
4B5A) verso I'LPS di Brucella (c-ELISA e
DELFIA) e di un anticorpo monoclonale (MAb
10C2G5) verso le IgG suine (i-ELISA). La
specificita (Sp) e la sensibilita (Se) dei tre test
sono le seguenti: per la c-ELISA Se e Sp = 100%
con un valore di cut-off pari al 61.0% (B/Bo%);
per la i-ELISA Sp = 99.1% e Se = 100% con un
valore di cut-off di 21.7% (PP%); per il DELFIA
Sp =91.0% e Se = 75% ponendo il valore di cut-
off al 37.0% (B/Bo%). Inoltre sono state valutate
le performance, nei confronti di sieri suini, di
un test FPA (Fluorescence Polarization Assay)
commerciale sviluppato per la ricerca di
anticorpi anti-Brucella in sieri bovini; la
specificita e la sensibilita ottenute sono
entrambe del 100% al valore di cut-off di 99.5
(mP). Questi risultati suggeriscono che la
combinazione di c-ELISA, i-ELISA e FPA puo
essere utilizzata per migliorare la diagnosi di
brucellosi suina.
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Introduzione

Brucella suis € un batterio Gram-negativo,
intracellulare facoltativo, responsabile della
brucellosi nell'uomo e negli animali. La
brucellosi negli animali ha un importante
impatto economico, in quanto l'infezione causa
aborti, natimortalita e la diminuzione di
fertilita negli allevamenti; dall’altro lato, la
brucellosi nell'uomo ¢ una malattia debilitante
caratterizzata da febbre, sudorazione e dolori.
Il tasso di mortalita della malattia nell'uomo e
stimato intorno al 5% dei casi, a causa di
complicazioni (16, 36). Fino ad oggi sono state
identificate cinque biovar di B. suis: le biovar 1,
2 e 3 sono presenti nei maiali e nei cinghiali; un
serbatoio per la biovar 2 e costituito inoltre
dalle lepri europee (Lepus europaeus). La biovar
4 infetta prevalentemente le renne ed i caribu e
non viene di solito isolata dai suini. La biovar 5
e presente prevalentemente nei roditori (3, 41).
Una diagnosi presuntiva di brucellosi puo
essere effettuata mediante esame al micro-
scopio di strisci colorati con il metodo di Ziehl-
Neelsen modificato da Stamp. Comunque nei
suini i metodi sierologici sono generalmente
considerati piul attendibili per I'identificazione
degli animali infetti.

I test sierologici utilizzati per la diagnosi di
brucellosi nei suini sono gli stessi sviluppati
per la brucellosi bovina e comprendono i test
immunoenzimatici competitivi o indiretti
(ELISA), i test di agglutinazione per la ricerca
di anticorpi anti-Brucella (test al rosa bengala e
buffered plate agglutination test) e Ia
fissazione del complemento (FdC), sebbene
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nessuno dei test menzionati sia completamente
specifico e capace di discriminare le cross-
reazioni con altri batteri, in particolare con
Yersinia enterocolitica O:9 (3, 4, 7, 34, 37, 38, 39,
40, 41). E’ stato anche sviluppato un test FPA
(3, 30). Ai suini possono essere applicati altri
test sierologici utilizzati nei bovini. Il
“Brucellin allergic skin test” € ampiamente
utilizzato per identificare gli allevamenti infetti
in alcuni paesi. Una diagnosi definitiva puo
essere effettuata mediante isolamento di B. suis
dagli animali infetti. Brucella spp. puo essere
isolata con una ampia varieta di terreni di
coltura semplici o utilizzando terreni selettivi
come il Farrell medium o il terreno modificato
di Thayer-Martin. Possono essere utilizzate
anche tecniche di arricchimento. Le tecniche di
reazione a catena della polimerasi (PCR) sono
disponibili in molti laboratori (3, 41). Il
presente studio descrive lo sviluppo e la
valutazione delle prestazioni di due ELISA
(c-ELISA e i-ELISA) e di un test DELFIA, che
utilizzano anticorpi monoclonali e, come
antigene, il lipopolisaccaride di colonie in fase
liscia di B.suis. E’ stata inoltre valutata la
performance nei confronti di sieri suini di un
test FPA commerciale sviluppato per la ricerca
di anticorpi anti-Brucella in sieri bovini.

Materiali e metodi

Anticorpi monoclonali

Anticorpi monoclonali (MAb) verso I'LPS di
Brucella sono stati prodotti come descritto in
un precedente lavoro (31). Gli anticorpi
monoclonali verso le immunoglobuline G
suine (IgG) sono stati prodotti immunizzando
per via intraperitoneale topi Balb/c con
50 ug/ml di IgG suine purificate diluite in
adiuvante di Freund completo (Sigma, St
Louis, USA). Le IgG suine erano state
precedentemente purificate mediante cromato-
grafia di affinita con proteina A (5, 22). Due
settimane dopo la prima immunizzazione,
sono stati inoculati 50 pg/ml di IgG purificate
diluite in adiuvante di Freund incompleto
(Sigma, St Louis, USA); un terzo inoculo e
stato effettuato con 50 ug/ml di IgG suine
diluite in tampone fosfato salino (PBS) (0.01 M,
pH 7.2) sterile. Al 46° giorno e stato effettuato
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un “booster” per via intraperitoneale con
50 ug/ ml di IgG diluite in PBS sterile. Dopo
I'eutanasia, gli splenociti di topo sono stati
raccolti e fusi con cellule di mieloma murino
della linea Sp2/O-Ag-14 (American Type
Culture Collection) (32). Gli ibridomi sono stati
coltivati per due settimane in Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium contenente il 20% di
siero fetale bovino, 2 mM glutammina, 100x
anfotericina-penicillina-streptomicina, 50 mg/ml
gentamicina, 10000 UI/ml nistatina e 50x HAT.
Gli ibridomi secernenti anticorpi verso le IgG
suine sono stati clonati secondo il metodo delle
diluizioni limite (19, 25) e sono stati sottoposti
a screening mediante ELISA indiretta (26)
utilizzando micropiastre attivate con IgG suine
purificate. Sono state inoltre verificate le cross-
reazioni con le IgM suine e con le IgG e le IgM
bovine, ovine, equine e di pollo.

Lisotipo dei MADb e stato determinato
mediante I'Immunopure® Monoclonal Antibody
Isotyping kit I (Pierce, Rockford, USA),
secondo le istruzioni della ditta fornitrice. I
MAD (isotipo IgG) da utilizzare in ELISA sono
stati purificati mediante cromatografia di
affinita con proteina A (5, 22) e coniugati con
perossidasi di rafano come descritto in
letteratura (29). Il MADb 4B5A da utilizzare nel
test DELFIA & stato marcato con europio
mediante 1" “Eu-Labelling Kit” (Perkin Elmer,
Waltham, USA); il MAb marcato con europio e
stato ulteriormente purificato in cromatografia
ad esclusione sterica mediante una colonna Hi-
Load 16/60 Superdex 200 (GE Healthcare,
Uppsala, SW) e successivamente ¢& stata
determinata la resa della marcatura mediante
il rapporto molare Eu®*/IgGmab).

Preparazione del lipopolisaccaride di
Brucella suis

Il lipopolisaccaride di colonie in fase liscia
(LPS) utilizzato per [l'attivazione delle
micropiastre per ELISA ¢ stato preparato
mediante estrazione fenolica di B. suis biovar 1
(21, 31). In breve, B. suis, coltivata in brain heart
infusion agar (BHIA), e stata raccolta mediante
centrifugazione a 4000 g per 20 min e il pellet &
stato risospeso in acqua deionizzata sterile. Al
pellet & stato aggiunto fenolo all'85%; la
miscela e stata pre-riscaldata a 66-70°C e
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incubata per 20 min. L’estratto fenolico & stato
raccolto mediante centrifugazione a 20000 g
per 20 min a 4°C. Dopo la diluizione 1:10 con
acqua deionizzata, l'estratto fenolico & stato
dializzato in una soluzione fisiologica di NaCl.
L’LPS é stato sottoposto a precipitazione per
tutta la notte a —20°C con tre volumi di
metanolo/sodio acetato e successivamente il
pellet e stato risospeso in acqua deionizzata
sterile e conservato a -80°C. La quantita di LPS
¢ stata determinata mediante il metodo del 2-
cheto-3-deossiottonato (KDO) (23).

Sieri di controllo positivo e negativo

Il siero di controllo positivo (titolo FdC 1:20;
titolo i-ELISA 1:512) é stato ottenuto da maiali
sperimentalmente inoculati con B. suis biovar 2
inattivata. Il siero di controllo negativo e stato
ottenuto da maiali sani.

Sieri campione

I sieri positivi sono stati ottenuti da 106
animali da cui era stata isolata la B. suis e i sieri
negativi da 1036 animali sani provenienti da
allevamenti indenni da brucellosi. In
particolare, il pannello dei sieri selezionati era
composto da: 46 sieri positivi di cinghiale e 16
sieri negativi di cinghiale forniti dall’Istituto
Zooprofilattico Sperimentale di Piemonte,
Liguria e Valle d’Aosta (Italia); 60 sieri positivi
di maiale forniti dal Croatian Veterinary
Institute (Zagabria, Croazia) e 1020 sieri di
maiale negativi prelevati in allevamenti
Brucella-free delle regioni Abruzzo e Molise
(Ttalia).

Per la valutazione delle caratteristiche dei test
ELISA competitivo e indiretto sono stati
utilizzati tutti i sieri del pannello disponibile,
mentre per il DELFIA e per I'FPA e stato
utilizzato un numero inferiore di sieri del
medesimo pannello.

ELISA competitiva

L’LPS (100 pl per pozzetto), diluito in tampone
carbonato-bicarbonato 0.05 M (pH 9.6) fino alla
concentrazione di 1.6 ng/ml, € stato dispensato
in micropiastre a 96 pozzetti (Medium Binding
Costar, Corning, New York, USA) e incubato
per tutta la notte a temperatura ambiente (TA).
Le piastre sono state lavate una volta con PBS
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contenente 0.05% di Tween 20 (PBS-T) e sono
state saturate con 1'l1% di estratto di lievito
(Panreac, Barcelona, Spagna) in PBS-T a TA
per 1 h. Dopo tre lavaggi con PBS-T, 50 ul di
PBS (Controllo MAb), 50 ul di siero suino di
controllo positivo e negativo e 50 pl di ciascun
siero campione sono stati dispensati nei
pozzetti e le micropiastre sono state incubate a
TA per 1h. Successivamente le piastre sono
state lavate tre volte con PBS-T e incubate con
50 ul/pozzetto di MAb-HRP anti-LPS Brucella-
(MAD 4B5A) diluito 1:60000 in PBS a TA per
1 h. Dopo ulteriori lavaggi, 100 ul di 3.3',5.5'-
tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma, St Louis,
USA) sono stati dispensati in ciascun pozzetto
e le piastre sono state incubate a TA per
30 min. La reazione ¢ stata bloccata mediante
I'aggiunta di 50 pl/pozzetto di acido solforico
0.5 N e la densita ottica (DOss0) € stata misurata
a 450 nm. I dati di assorbanza ottenuti sono
stati normalizzati utilizzando la formula
seguente:

B/Bo% = (DOusosiero campione / DOuso Controllo
MAD) x 100%.

ELISA indiretta

L’LPS (100 ul per pozzetto), diluito in tampone
carbonato-bicarbonato 0.05 M (pH 9.6) fino alla
concentrazione di 4 ng/ml, e stato dispensato
in micropiastre a 96 pozzetti (Medium Binding
Costar, Corning, New York, USA) e incubato
per tutta la notte. Le piastre sono state lavate
una volta con PBS-T e sono state saturate con
'1% di estratto di lievito in PBS-T a TA per 1 h.
Dopo tre lavaggi con PBS-T, 50 ul di PBS
(Controllo MADb), 50 pul di siero suino di
controllo positivo e negativo e 50 pl di ciascun
siero campione sono stati dispensati nei
pozzetti e le micropiastre sono state incubate a
TA per 1h. Successivamente le piastre sono
state lavate tre volte con PBS-T e incubate con
50 ul/pozzetto di MADb-HRP anti-IgG suine
(MADb 10C2G5) diluito 1:15000 in PBS a TA per
1 h. Dopo ulteriori lavaggi, 100 ul di TMB sono
stati dispensati in ogni pozzetto e le piastre
sono state incubate a TA per 30min. La
reazione e stata bloccata mediante 'aggiunta
di 50 pl/pozzetto di acido solforico 0.5N e la
densita ottica (DOss0) € stata misurata a
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450 nm. I dati di assorbanza ottenuti sono stati
normalizzati utilizzando la formula seguente:
PP% = [(DOusosiero campione — DOuso Controllo
Negativo) / (DOuso Controllo Positivo — DOuso
Controllo Negativo)] x 100%.

Test DELFIA

L’LPS (100 ul per pozzetto), diluito in tampone
sodio fosfato 0.1M (pH 7.4) fino alla
concentrazione di 3.4 ng/ml, é stato dispensato
in micropiastre a 96 pozzetti (Polysorp-clear
FluoroNunc/LumiNunc, Nunc, Roskilde, DK)
e incubato per tutta la notte a TA. Le piastre
sono state lavate una volta con il tampone di
lavaggio per DELFIA (Perkin Elmer-Wallac,
Turku, FIN) e sono state saturate con
sieroalbumina bovina allo 0.5% in Tris-HCl
0.05 M (pH 7.4) a TA per 2 h. Dopo tre lavaggi,
sono stati dispensati nei pozzetti 50 ul di
soluzione di diluizione per DELFIA (Perkin
Elmer-Wallac, Turku, FIN) (Controllo MAD),
50 ul di siero suino di controllo positivo e
negativo e 50 pl di ciascun siero campione e le
piastre sono state incubate a TA per 1h.
Successivamente le micropiastre sono state
lavate tre volte e incubate con 50 ul/pozzetto di
MADb-Eu anti-LPS Brucella (MADb 4B5A) diluito
1:20000 in soluzione di diluizione per DELFIA
a TA per 1h. Dopo sei lavaggi, 200 ul di
soluzione di rivelazione (Enhancement
Solution, Perkin Elmer-Wallac, Turku, FIN)
sono stati aggiunti a ciascun pozzetto e le
piastre sono state incubate a TA per 5 min in
leggera agitazione. La fluorescenza dell’europio,
indicata in colpi per secondo (cps), € stata
misurata con il Victor 3V 1420 Multilabel
Counter (Perkin Elmer-Wallac, Turku, FIN).

I dati di fluorescenza ottenuti sono stati
normalizzati utilizzando la formula seguente:
B/Bo% = (cps siero campione / cps Controllo
MAD) x 100%.

Test FPA

Il test FPA ¢ stato effettuato utilizzando il
“Brucella abortus antibody test kit” (Diachemix,
Milwaukee, USA): 180 ul di tampone per FPA
sono stati dispensati nei pozzetti di
micropiastre nere a 96 pozzetti (Greiner-Bio-
One, Frickenhausen, D); successivamente sono
stati aggiunti 20 pl/pozzetto di siero di
controllo positivo e negativo e di ciascun siero
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campione. Le micropiastre sono state incubate
per 3min a TA ed ¢ stata misurata la
fluorescenza naturale dei sieri mediante un
polarimetro Genios (Tecan, Médnnedorf, CH)
calibrato con fluoresceina 1nM (filtro di
eccitazione 485 nm; filtro di emissione 535 nm;
numero di flash = 25; gain = 100). Successiva-
mente, 10pul di polisaccaride O (OPS)
coniugato con fluoresceina sono  stati
dispensati in ogni pozzetto e le piastre sono
state incubate per 2min a TA in leggera
agitazione. La fluorescenza dell’antigene OPS
in ogni pozzetto ¢ stata misurata di nuovo con
il polarimetro; i valori di fluorescenza cosi
ottenuti sono stati corretti sottraendo il valore
della fluorescenza naturale dei sieri dei
pozzetti corrispondenti.

I valori ottenuti sono stati trasformati in unita
di millipolarizzazione (mP) utilizzando la
formula seguente:

mP = [(Iv-Th) / (Iv+Th)] x 1000

Iv = intensita della luce parallela

Ih = intensita della luce perpendicolare.

Determinazione dei cut-off

I valori ottimali di cut-off per la c-ELISA e la
i-ELISA sono stati determinati mediante le
curve ROC (receiver operative curves) (17, 33)
utilizzando i valori di DOuso dei sieri analizzati,
normalizzati rispettivamente nei confronti
della DOuso del Controllo MAb (B/Bo%) e delle
DOuso del Controllo positivo e del Controllo
negativo (PP%).

La determinazione del cut-off del test DELFIA
¢ stata effettuata analizzando 30 sieri suini
negativi per anticorpi vs B.suis. Il valore di
cut-off e stato calcolato sottraendo tre
deviazioni standard al valore medio dei dati
normalizzati (B/Bo%) derivanti dall’analisi del
gruppo di sieri negativi.

II cut-off ottimale del test FPA e stato
determinato mediante le curve ROC
utilizzando i valori di fluorescenza (mP) dei
sieri analizzati.

Risultati

www.izs.it/vet_italiana

Anticorpi monoclonali

Per sviluppare la c-ELISA ¢é stato utilizzato il
MAD 4B5A anti-LPS di Brucella, gia utilizzato

© Istituto G. Caporale 2012



Tiziana Di Febo, Mirella Luciani, Ottavio Portanti,
Barbara Bonfini, Rossella Lelli & Manuela Tittarelli

Sviluppo e valutazione di test diagnostici
per la sierodiagnosi di brucellosi suina

in precedenza per lo sviluppo di una c-ELISA
per la ricerca di anticorpi anti-Brucella spp in
sieri bovini, ovini e caprini (31). Le cross-
reazioni del MAb 4B5A sono mostrate nella
Tabella I: il MAb cross-reagisce con la B. suis
biovar 1 utilizzata in questo lavoro per
I'attivazione delle micropiastre.

Sono stati ottenuti sei MAb specifici per le IgG
suine, tutti appartenenti alla classe IgGi, catena
leggera kappa. Le cross-reazioni dei MAb anti-

Tabella |

IgG suine sono mostrati nella Tabella II; i MAb
che presentavano una DOusso maggiore di 0.3
sono stati considerati cross-reattivi. Tra questi
e stato scelto il MAb 10C2G5 poiché
discriminava meglio i sieri positivi dai sieri
negativi nella i-ELISA per la ricerca di
anticorpi anti-B. suis.

II MAb 4B5A e il MAb 10C2G5 sono stati
entrambi coniugati con perossidasi di rafano
per essere utilizzati rispettivamente nella

Cross-reazioni dell’anficorpo monoclonale 4B5A per LPS-Brucella in ELISA indiretta

Ceppo batterico Mab 4B5A*
Brucella melitensis biovar 2 100.0
Brucella melitensis biovar 1 89,0
Brucella melitensis biovar 1 Rev.]1 88,9
Brucella abortus strain S19 1040
Brucella abortus strain S99 98,0
Brucella abortus strain S99 (lipoploysaccharide) 99.8
Brucella abortus biovar 2 100.0
Brucella abortus biovar 3 102,0
Brucella abortus biovar 6 87,0
Brucella suis biovar 1 92,0
Brucella ovis 1,0
Salmonella Enteritidis 0.0
Salmonella Typhimurium 1.0
Escherichia coli O157:H7 0.0
Yersinia enterocolitica O:9 0.0
Yersinia enterocolitica O:8 0.0
Vibrio cholerae 3.0
Listeria monocytogenes 7.0
Campylobacter jejuni 7.7

Pseudomonas maltophilia

1.1

* (ODuso */ODuso B. melitensis biovar 2) x 100

Tabella ll

Cross-reazioni degli anticorpi monoclonali anti-IgG suine in ELISA indiretta (DOaso)

Antigene
MADbs . IgM [e]€] IgM [e]€] IgM [e]€] IgM [e]€] IgM
IgG suine g : . . . - .

suine  equine  equine ovine ovine  bovine bovine pollo  pollo
8E10C9 3.4 3,4 Neg Neg Neg Neg Neg Neg 1,5 1,2
8E10D9 1.6 1.5 Neg Neg Neg Neg Neg Neg 1.5 1.5
8E10E8 3.4 3.4 Neg Neg Neg Neg Neg Neg 1.2 1.3
8E10F9 1,5 1.7 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
10C2GS5 >4 2.9 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
10C2C11 3.5 2,5 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg

© Istituto G. Caporale 2012

Malbs anticorpi monoclonali
lg immunoglobuline
Neg negativo

www.izs.it/vet_italiana

Vol. 48 (2), Vet Ital




138

Sviluppo e valutazione di test diagnostici
per la sierodiagnosi di brucellosi suina

c-ELISA e nella i-ELISA; il MADb 4B5A é stato
inoltre coniugato con europio per essere
utilizzato nel test DELFIA.

ELISA competitiva

Nella c-ELISA sono stati testati 80 sieri positivi
e 1036 sieri negativi del pannello disponibile;
la distribuzione dei valori di B/Bo% € mostrata
nella Figura 1. Il valore di B/Bo% del 61.0% e
stato selezionato come valore di cut-off del test
(Fig. 2): i sieri campione sono stati classificati
come positivi se il loro valore di B/Bo% era
inferiore al 61.0%, e come negativi se il loro
valore di B/Bo% era maggiore o uguale al
61.0%. Con questo valore di cut-off tutti i sieri
positivi testati sono risultati positivi in c-ELISA
e tutti i sieri negativi sono risultati negativi; la
specificita e la sensibilita del test risultano

B/Bo%

20 - ° ° e °
recce’s -'.o'u'.' e % '... ® aeeeq ""-'..n ces’ <% .'.. ad
0
Sieri
e Negativo Cut-off e Positivo
Figura 1

ELISA competitiva: distribuzione dei valori di
B/Bo% di 80 sieri positivi e di 1036 sieri negativi
La linea orizzontale rappresenta il valore di cut-off
(B/Bo% = 61.0%)

Tabella llI
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Figura 2

Valore di cut-off dell’ELISA competitiva
calcolato secondo i valori di sensibilita e
specificita

essere entrambe del 100%, come indicato nella
Tabella III.

ELISA indiretta

Nella i-ELISA sono stati testati 106 sieri
positivi e 982 sieri negativi del pannello
disponibile; la distribuzione dei valori di PP%
€ mostrata in Figura 3. Per avere la massima
sensibilita, & stato scelto come cut-off il valore
di PP% del 21.7% (Fig. 4): i sieri campione sono
stati classificati come positivi se il loro valore
di PP% era superiore o uguale al 21.7%, e come
negativi se il loro valore di PP% era inferiore al
21.7%. Con questo valore di cut-off tutti i sieri
positivi testati sono risultati positivi in
i-ELISA, 9 sieri negativi sono risultati falsi
positivi e i rimanenti 973 sieri negativi sono
risultati negativi; la specificita e la sensibilita
del test risultano essere rispettivamente 99.1%
e 100.0%, come indicato nella Tabella IV.

Confronto tra la c-ELISA e I'isolamento di Brucella suis; sensibilita e specificitd della c-ELISA

Competitive enzyme-linked

Isolamento di Brucella suis

immunosorbent assay Positivi Negativi Totale

Positivi 80 0 80
Negativi 0 1036 1036
Totale 80 1036 1116
Percentuale Limite di confidenza inferiore* Limite di confidenza superiore*
Sensibilitd 100.0 96,4 100,0
Specificita100.0 99.7 100,0

* limiti di confidenza al 95% di probabilita
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140 . nelle Figure 5 e 6. Il valore di B/Bo% del 37% e
138 ¢ . . stato calcolato come cut-off (media dei valori
ol el Ce e - di B/Bo% dei 30 sieri negativi testati -
oL : ot S e et el TSl 3 deviazioni standard): i sieri campione sono
¥ ol o -. R L stati classificati come positivi se il loro valore

di B/Bo% era inferiore al 37% e come negativi
se il loro valore di B/Bo% era maggiore o
uguale al 37%. Con questo valore di cut-off, 20
dei 212 sieri negativi testati sono risultati falsi
positivi e 15 dei 60 sieri positivi testati sono

Sieri
. Negafivo Cotoft . Posiiv risultati falsi negativi; la specificita e la
sensibilita del test risultano essere rispettiva-
Figura 3 mente 91% e 75%, come indicato nella
ELISA indiretta: distribuzione dei valori di PP dii Tabella V. Dati i risultati non soddisfacenti

106 sieri positivi e di 982 sieri negativi ottenuti non sono stati testati ulteriori sieri. La
La linea orizzontale rappresenta il valore di cut-off

(PP%=21.7%) resa della marcatura del MAb 4B5A con
I'europio era 8.2 (valore atteso di resa della

o marcatura per gli anticorpi monoclonali: 6-10).
7% 1 Test FPA
80%
2 70 1 Nell' FPA commerciale, validato per i sieri
’géo%, bovini, sono stati testati, per confermare la
o 0% validita del test per i sieri suini, 77 sieri positivi
5 :Zj’ | e 750 sieri negativi del pannello disponibile; la
3 207: | distribuzione dei valori di mP e mostrata nella
10% Figura 7. Il valore di mP di 99.5 e stato scelto
%+t come cut-off (Fig.8): i sieri campione testati
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110 120 130 140 150 . I . eye s .
Cotoff sono stati classificati come positivi se il loro
Sensibilitts —— Specificita CUT-OFF (punto ottimale) valore di mP era superiore a 995 e come
Figura 4 negativi se il loro valore di mP era uguale o
Valore di cut-off dellELISA indiretta calcolato inferiore a 99.5. Con questo valore di cut-off,
secondo i valori di sensibilita e specificita tutti i sieri positivi testati sono risultati positivi
in FPA e tutti i sieri negativi sono risultati
negativi; la specificita e la sensibilita del test
Test DELFIA cea vy 9 5P e
risultano essere entrambe 100%, come indicato
Nel test DELFIA sono stati esaminati solo 60 nella Tabella VI

sieri positivi e 212 sieri negativi del pannello;
la distribuzione dei valori di B/Bo% € mostrata

Tabella IV
Confronto tra la i-ELISA e I'isolamento di Brucella suis; sensibilitd e specificita della i-ELISA
Indirect enzyme-linked Isolamento di Brucella suis
immunosorbent assay Positivi Negativei Totale
Positivi 106 9 115
Negativi 0 973 973
Totale 106 982 1088
Percentuale Limite di confidenza inferiore*  Limite di confidenza superiore*
Sensibilitd 100.0 97.2 100.0
Specificitd 99.1 98.3 99.5

* limiti di confidenza al 95% di probabilita
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Figura 5

Test DELFIA: distribuzione dei valori di B/Bo% di
60 sieri positivi

La linea orizzontale rappresenta il valore di cut-off
(B/Bo% = 37%)

Figura 7

Test FPA: distribuzione dei valori di mP di 77 sieri
positivi e di 750 sieri negativi

La linea orizzontale rappresenta il valore di cut-off
(mP = 99.5)
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Figura 6

Test DELFIA: distribuzione dei valori di B/Bo% di
212 sieri negativi

La linea orizzontale rappresenta il valore di cut-off
(B/Bo% = 37%)

Tabella V

Figura 8
Valori di cut-off dell’FPA calcolati secondo i
valori di sensibilita e specificitd

Confronto fra il test DELFIA e I'isolamento di Brucella suis; sensibilita e specificitd del DELFIA

Dissociation-enhanced lanthanide

Isolamento di Brucella suis

fluorescence immunoassay (DELFIA) Positivi Negativi Totale

Positivi Positivi 45 20 65
Negativi 15 192 207
Totale 60 212 272

Percentuale
Sensibilitd 75.0
Specificita 91.0

Limite di confidenza inferiore*  Limite di confidenza superiore*

* limiti di confidenza al 95% di probabilita
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Tabella VI

Sviluppo e valutazione di test diagnostici
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Confronto tra I'FPA e I'isolamento di Brucella suis; sensibilitd e specificita dell’FPA

Fluorescence polarisation assay

Isolamento di Brucella suis

(FPA) Positivi Negativi Totale

Positivi 77 0 77
Negativi 0 750 750
Totale 77 750 827
Percentuale Limite di confidenza inferiore* Limite di confidenza superiore*
Sensibilitd 100.0 96.2 100.0

Specificita 100.0 99.2 100.0

* limiti di confidenza al 95% di probabilita

Discussione

Nei suini la brucellosi e causata principal-
mente da Brucella suis biovar 1, 2 e 3; le altre
specie di Brucella rinvenute raramente nei suini
sono B. abortus e B. melitensis (3). La B. suis
biovar 1 € comune in Sud America e Asia,
mentre le B.suis biovar 1 e 3 sono state
identificate negli Stati Uniti d’America, in
Australia e nella Repubblica Popolare Cinese.
I ceppo pili comunemente isolato in Europa e
la B. suis biovar 2, il cui naturale serbatoio e
costituito dal cinghiale e/o dalla lepre europea
(1, 4, 9, 11, 15, 24, 28), ma sono presenti anche
le biovar 1 e 3. In Italia sono state isolate le
B. suis biovar 1 e 2 (8, 10, 12, 18). La B. suis
biovar 2 e raramente patogena per 'uomo, ma
le biovar 1 e 3 sono altamente patogene e
possono causare forme gravi della malattia (3,

4, 41).
La brucellosi suina era stata eradicata in molti
paesi europei negli anni ‘70 a seguito

dell'industrializzazione delle fattorie; negli
anni ‘90 la malattia e riemersa negli
allevamenti estensivi, trasmessa da lepri e
cinghiali. I test sierologici disponibili per la
diagnosi di brucellosi suina, descritti nel
Manual of Diagnostic Tests and Vaccines
dellOIE (41), sono I'ELISA indiretta e
competitiva, 1'agglutinazione rapida al Rosa
Bengala (RBT), il test FPA e,
sconsigliata, la fissazione del complemento.
Nessuno dei test disponibili presenta valori
ottimali in termini di sensibilita e, soprattutto,
di specificita per la diagnosi individuale, a

sebbene

causa di reazioni

probabilmente a cross-reazioni con altri batteri

false positive dovute

© Istituto G. Caporale 2012

e principalmente con Yersinia enterocolitica O:9.
II siero suino puo talvolta contenere anticorpi
aspecifici, probabilmente IgM, che riducono la
specificita dei test convenzionali, in particolare
dei test di siero-agglutinazione; inoltre il
complemento  suino  reagisce con il
complemento di cavia dando origine ad una
attivita pro-complementare che riduce la
sensibilita ~del test di
complemento (41).

fissazione del

Conclusioni

www.izs.it/vet_italiana

In questo studio sono stati valutati Ia
sensibilita e la specificita diagnostica dei
metodi ELISA indiretta e competitiva e del
metodo DELFIA, sviluppati con LPS di B. suis
(antigene omologo) ed e stata valutata la
performance di un test FPA commerciale nei
confronti di sieri suini, con l’obiettivo di
valutare i metodi descritti dalla letteratura
internazionale per la diagnosi di brucellosi
suina e sviluppare nuovi metodi, possibil-
mente piu specifici, per predisporre un
protocollo diagnostico.

Con il metodo c-ELISA, ad un cut-off del 61.0%
(B/B0%), si hanno la massima sensibilita (limiti
di confidenza compresi tra 96.4% e 100.0%) e la
massima specificita (limiti di confidenza
compresi tra 99.7% e 100.0%). Con il metodo
i-ELISA, fissando il cut-off al 21.7% (PP%), si
hanno (limiti  di
confidenza compresi tra 97.2% e 100.0%) e la
massima specificita (limiti di confidenza
compresi tra 98.3% e 99.5%). Il test FPA, che ha
mostrato alti valori di specificita (limiti di
confidenza compresi tra 99.2% e 100.0%) e di

la massima sensibilita

Vol. 48 (2), Vet Ital
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sensibilita (limiti di confidenza compresi tra
96.2% e 100.0%), potrebbe essere utilizzato
come metodo di screening se i risultati ottenuti
in questo studio saranno confermati dai
risultati di ulteriori test da effettuare sul
campo.

Il metodo DELFIA, gia utilizzato per la ricerca
di ormoni steroidei e di residui di farmaci
veterinari, di citochine, di anticorpi e di

Tiziana Di Febo, Mirella Luciani, Ottavio Portanti,
Barbara Bonfini, Rossella Lelli & Manuela Tittarelli

sierologica della brucellosi suina. Infine, uno
studio pilota per l'applicazione sul campo di
un protocollo diagnostico che preveda 1'uso
combinato dei tre test precedentemente
descritti, utilizzando un cut-off definito, e
necessario per valutare la reale performance
dei test nelle condizioni di campo, in
particolare per valutarne la sensibilita in caso
di focolai e la specificita per evitare reazioni

antigeni batterici e virali (2, 6, 13, 14, 20, 27, false positive in allevamenti indenni dalla

35), in questa fase di sviluppo non ha malattia.
presentato un buon grado di specificita e di
sensibilita (rispettivamente 91.0% e 75%) e, in ngramamentl

considerazione dell’elevato costo dell’europio
usato nel metodo, si prevede di non utilizzarlo
nella diagnostica routinaria.

Gli autori ringraziano il dr. Flavio Sacchini per
la revisione critica del testo.

I risultati ottenuti suggeriscono che la
combinazione di c-ELISA, i-ELISA e FPA
potrebbe rappresentare un’idonea soluzione
nella diagnosi sierologica della brucellosi
suina, grazie alle loro elevate sensibilita e
specificita. Comunque la mancanza di un siero
internazionale standard per i suini, esistente
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Questa ricerca e stata finanziata con un
contributo del Ministero della Salute Italiano
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invece per i bovini e gli ovi-caprini,
rappresenta ancora il maggior limite nella
standardizzazione di test per la diagnosi
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