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ABSTRACT

DOMINGUES, H.G. 2000 Virus Respiratério Sincicial Bovino (BRSV):
Desenvolvimento e padroniza¢io de técnicas sorolégicas. Tese de Mestrado,
Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biologia, UNICAMP, Repiblica

Federativa do Brasil.

Two Enzyme-Linked Immunosorbent Assay techniques ( dot-ELISA e S-ELISA)
were developed to detection of antibodies against Bovine Respiratory Syncytial Virus
(BRSV). The antigen was produced in Chicken Embryo Related (CER) continuous cell
line, inoculated with virus strain, BRSV-25-BR, isolated in Brazil, and it was processed by
centrifugation through a discontinue sucrose gradient (30-55% p/v). Four hundred twenty-
three bovine serum samples were analised by the standard test of serum neutralization
(SN), and 67,8% were positive. Dot-ELISA test was standardized, utilizing 0,7 ug of
purified BRSV protein per nitrocelulosis disc, and 3,0 pug per well in the S-ELISA test. The
dot-ELISA test detected 71,6% of positives serum samples, showing a sensitivity of 92,3%
and a specificity of 71,3%. The S-ELISA test, detected 72,5% of positive serum samples,
with a sensitivity of 91,6% and specificity by 68,4%. These results show that dot-ELISA

and S-ELISA tests may be an option to detect anti-BRSV antibodies in labarotory and field.



RESUMO

DOMINGUES, H.G. 2000 Virus Respiratério Sincicial Bovino (BRSV):
Desenvolvimento e padronizacio de técnicas sorologicas. Tese de Mestrado,
Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biologia, UNICAMP, Reptblica

Federativa do Brasil.

Neste trabatho foram adaptados e padronizados dois ensaios imunoenzimaticos (dot-
ELISA e S-ELISA), para auxiliar no diagndstico do virus respiratério sincicial bovino
(BRSV). A amostra viral padriio, BRSV-25-BR isolada no Brasil foi utilizada nos dois
ensaios, tendo sido produzida em célula CER e processadas por ultracentrifugacéio em
gradiente descontinuo de sacarose 30-55% (v/v). Foram analisadas 423 amostras de soros
coletados nos principais centros de bovinocultura do pais, as quais foram submetidas ac
teste padrdo de soroneutralizagdio (SN), onde 67,8% das amostras foram positivas. A
técnica de dot-ELISA, utilizando 0,7ug de proteina purificada por disco, detectou 71,6% de
amostras positivas, apresentando uma sensibilidade de 92,3% e especificidade de 71,3%. O
teste de S-ELISA, utilizando 3,0 pg de proteina bruta por pogo, detectou 72,5% de
amostras positivas, com sensibilidade de 91,6% e especificidade de 68,4%. Por meio dos
dados coletados, valida-se os testes de S-ELISA ¢ dot-ELISA para a detecgdo de

anticorpos anti-BRSV como alternativa para o uso em laboratério € no campo.
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INTRODUCAO

O virus respiratério sincicial bovino ( Bovine Respiratory Sincitial Virus-BRSV) ¢
classificado como membro do género Pneumovirus, familia Paramyxoviridae e subfamilia
Pneumovirinae. No mesmo género também estio incluidos os virus da doenga respiratéria
sincicial humana (HRSV), pneumonia dos camundongos, rinotraqueite dos perus (TRT) e
sindrome da cabega inchada das galinhas (SHS), (STOTT & TAYLOR, 1985; PICAULT,
1989).

As particulas virais sfio arredondadas, mas bastante pleomérficas, medindo 80 a 500
nm € apresentam envelope com projecSes de 12 nm, e na sua maioria incompletas e
provavelmente ndo infecciosas (MALLIPEDDI et al., 1990).

A infectividade ¢ perdida por agfio do cloroformio, tripsina (0,25%) e dioxicolato de
sodio (0,1%). Inativa-se a pH 3,0, ¢ estdvel a pH 4,0 , termolabil, com vida média de 0,5 a 2,8
minutos a 56°C, de 1 a 7 horas a 37°C e estdvel a -50°C por vérios meses (STOTT &
TAYLOR, 1985 e MALLIPEDDI er al., 1990).

O genoma viral codifica 10 proteinas, 8 estruturais e 2 nio estruturais. Existem duas
glicoproteinas maiores, G ¢ F, sendo a glicoproteina G responsavel pela adsorsgo da particuia
viral & célula hospedeira ¢ a glicoproteina F promove a penetragio da particula & célula
hospedeira e dispersdio do virus entre as células por fisdo celular (BAKER & VELICER,
1991). Além destes componentes virais, possuem ainda fosfoproteinas (P), protefnas do
nucleocépside (N), proteinas matrizes (M e M2), proteinas hidrofobicas menores (SH),

proteinas maiores (L) e proteinas nfo estruturais (1B e 1C) (MALLIPEDDI et ai.,1990).



O BRSV € um dos agentes mais importantes nas enfermidades respiratdrias ¢ esta
distribuido mundialmente, causando severas infecgBes (SAMAL & ZAMORA, 1991). O
BRSV foi primeiramente isolado na Sui¢a em 1970, por PACCAUD & JACQUIER, no Japéo
por INABA ef al., (1972) ¢ nos Estados Unidos por ROSENQUIST (1974) e ROSSI &
KIESEL (1974).

Os smtomas clinicos desta enfermidade sfio semelhantes a outras doencgas
respiratorias, tais como aumento de temperatura, apatia e inapeténcia. O desenvolvimento de
pneumonia intersticial ¢ um evento ocorrente e, pode evoluir para broncopneumonia
acompanhada de rinite e tosse. Portanto, existe a dificuldade de se detectar a infecgfio nos
estagios iniciais, onde a doenga produz sintomatologia de forma mais aguda e menos
persistente (KIMMAN et al.,1988; JACOBS & EDINGTON, 1975).

A infecgfio pode durar de 3 a 10 dias, dependendo das infecgOes secundarias. Nos
casos acompanhados de broncopneumonia, a taxa de mortalidade é elevada (PIRIE er dl.,
1981). Aos exames de necrdpsia, os tecidos se caracterizam por apresentar areas com falta
de dilatagio nos bronquiolos necrosados. As complicagles incluem edema intersticial,
enfisema intersticial € uma pneumonia catarral ou fibrinosa causada por uma invasfo
bacteriana secundéria. A quantidade de gas presente no sangue revela uma severa hipoxia
em bezerros afetados (SHARMA & WOLDEHIWET, 1990a & 1992a).

Apesar da severa manifestaciio da enfermidade em infecgdes naturais, tem sido
dificil reproduzi-la experimentalmente em bezerros (VERHOEFF et al., 1988; VAN den
INGH et al., 1982). Por esta razio, existem muitos estudos experimentais utilizando-se de

ovelhas, por elas apresentarem similaridade fisioldgica com os bovinos, susceptibilidade,



baixo custo e menor tempo de geragio (SHARMA & WOLDEHIWET, 1990b &
VERHOEFF ef al., 1985).

O BRSV ¢ um agente amplamente distribuido, € que produz enormes perdas na
criaglo comercial do rebanho bovino, chegando em casos extremos a atingir mortalidades de
até 30% entre bezerros de 0-6 meses de idade (BRYSON et al., 1991), desempenhando um
importante papel como agente iniciador do complexo de doengas respiratorias em bovinos
(STEINHAGEN & HUEBERT, 1995; AMES, 1993). A infec¢io com BRSV é um evento
comum, corroborado por altas percentagens de animais com tftulos de anticorpos para BRSV
(DUBOVI, 1993).

Nos paises onde a infecg@io parece ser um evento comum, € alta a porcentagem de
bovinos com anticorpos para BRSV, como ¢ demonstrado na Franga com 50% soropositivos,
at¢ 90% na Inglaterra, ¢ entre 65% até 81% nos Estados Unidos (AMES, 1993).

No Brasil, o virus foi detectado pela primeira vez por GONCALVES et al. (1993)
através de imunofluorescéncia em corte de tecido congelado, a partir de pulmdes de bezerros
obtidos em frigorificos no Rio Grande do Sul. O isolamento e identificagéio viral foi realizado
por CAMPALANS & ARNS (1995) a partir de 33 amostras de secregdes nasotragueais
inoculadas sucessivamente em cultura de células CER e MDBK, de bezerros com sintomas
respiratorios procedentes do Rio Grande do Sul, a qual foi denominada BRSV-25-BR.

Relatos sorologicos sobre a presenca do BRSV no Brasil foram realizados por
CAMPALANS & ARNS (1994; 1997), com 864 amostras de soros procedentes dos estados
do sul e sudeste do pais através dos testes de soroneutralizagio (SN) e ensaio imunoenzimético
(ELISA). Ambos os testes mostraram um alto nivel de positividade anti-BRSV (68% e 75%

respectivamente) com diferenca significativa (p < 0.05%). N3o foram observadas grandes



diferengas entre as regides estudadas, entretanto observou-se uma ligeira tendéncia a uma
maior soropositividade em maiores latitudes. Animais jovens apresentaram indices maiores de
soropositividade (média 85%), sendo o teste de SN o mais sensivel nessa faixa etdria,
refletindo 2 maior susceptibilidade a infecgdes primarias dos bezerros em relagio a animais
adultos. A alta prevaléncia de titulo de anticorpos para todas as viroses respiratérias, reflete a
ampla dispersdo natural destes microrganismos (KIMMAN et al., 1987; COLLINS ef dl.,
1993).

O BRSV € um importante patdgeno de bovinos, sendo a sua detecgfio, ainda um
desafio. Dificuldades so freqiientes no diagnéstico laboratorial incluindo os problemas no
seu isolamento e qualidade dos reagentes utilizados. Além disso, nos bezerros a resposta
sorologica ¢ influenciada por anticorpos maternos ( DUBOVI, 1993).

O teste sorologico padréo para detec¢io de anticorpos especificos contra BRSV é o
teste de soroneutralizagio (SN), realizado em microplacas ¢ leva em média de 5 a 7 dias
(DUBOVI, 1993). Outros testes como a fixagio de complemento, imunofluorecénscia direta
para detecgio de anticorpos e imunodifusdo tém sido desenvolvidos, porém, pouco utilizados.

O titulo de neutralizagio viral ¢ dado pela reciproca da mais alta dilui¢sio do soro,
capaz de inibir o efeito citopético de 100 DICC 50% do virus (AL-DARRAIJI et al., 1982).

O teste de SN tem sido empregado, embora apresente fatores limitantes como
quantidade de antigeno e cultivo prévio de células, o que resulta em uma metodologia
trabalhosa ¢ demorada, com possibilidades de reagdes cruzadas (CHERNESKY, 1996).

O uso do ensaio imunoenzimatico (ELISA) para estudar as respostas sorologicas a
viroses respiratérias em bovinos foi introduzido por GILLETTE (1983), demonstrando

sensibilidade e especificidade bem como adaptagéio 4 automagiio (FLORENT & MARNEFFE,



1986). O ELISA tem a vantagem de ser mais rdpido, detectar a resposta de Imunoglobulina
do tipo M (IgM) e eliminar o problema associado a diagnésticos de bezerros que ndo
apresentam diferengas significativas nos niveis de anticorpos pré e pos- infecgfio devido a
interferéncia dos anticorpos maternos (WESTENBRINK & KIMMAN, 1987; DUBOVI,
1993). Além disso, outros testes imunoenziméaticos podem ser feitos selecionando o tipo de
imunoglobulina a ser usada (M, G, E, A) segundo o interesse do pesquisador.

A técnica de ELISA tem sido amplamente utilizada em todo o mundo no
diagnéstico de infeccSes em medicina veterindria, sendo que na maioria dos testes &
empregado o sistema de enzima cromogénica-substrato (HILDEBRAND, 1979; WRIGTH et
al., 1993). O principio basico consiste na reagfio de soros testes com antigeno previamente
aderido 2 superficie dos pogos de microplacas. A presenga do anticorpo no soro teste é
demostrada pela adigéio de anti- imunoglobulina, marcada com enzima, seguido por ensaio da
reacdo enzima com o seu substrato. Deste modo, 0 método indireto possui uma relagio
positiva entre a intensidade de cor produzida e a quantidade de anticorpos ligados (WRIGTH,
1987). Outras vantagens apontadas no uso da técnica € que ela, além de poder ser
automatizada, possui reagentes estdveis, tormando sua execugfio mais répida e econdmica, o
que possibilita o exame de um grande mimero de amostras e seu emprego em levantamentos
sorolégicos de rotina. A principal desvantagem da técnica é encontrada na necessidade de se
utilizar equipamento préprio para a leitura.

SANTOS et al. (1996) e, mais recentemente PARIMAL & VENUGOPALAN
(1999), desenvolveram um dot- ELISA para detectar anticorpos anti- virus da doenca de
Newcastle. Estes verificaram que o teste oferece rapidez, senmsibilidade, especificidade e

principalmente simplicidade, podendo ser realizado em condicSes de temperatura ambiente e



nio requerendo equipamento especializado para sua leitura. A técnica constitui- se de um
imunoensaio em fase sdlida, que pode ser usado tanto na deteccio de antigenos quanto de
anticorpos. Contém o mesmo principio basico do ELISA, ou seja, 0 antigeno ou anticorpo ¢
imobilizado por adsor¢éio a um suporte sélido, como, por exemplo, a nitrocelulose (PAPPAS
et al., 1986).

Dada a importincia do BRSV, a complexidade do diagnéstico e a ocorréncia de
novos casos em forma de surtos em algumas regides do Brasil, nos Gltimos anos, foram
propostos neste trabalho o desenvolvimento e a padronizagfo de ensaios imunoenzimaticos
para a detecgfio de anticorpos anti- BRSV.

Considerando que, o ELISA tem como fator limitante para a sua execugfo 2
necessidade de sucessivas e demoradas purificagdes antigénicas, bem como o uso de
equipamentos caros, com a possivel perda da particula viral, quando submetidas as forgas
centrifugas elevadas, procuramos desenvolver a reagfo de ELISA indireto com anticorpo de
captura (“sandwich ELISA”).

Também desenvolvemos uma outra técnica de o ELISA modificada (dot- ELISA).
Essa, segundo PAPAS et al. (1984), tem sido utilizada com sucesso no diagndstico de diversas
infecgBes causadas por protozoérios e tende a ser promissora no diagndstico de infecgdes de
origem bacteriana e viral.

Em face do exposto e, levando-se em consideragBio que os "Kits" de ELISA
utilizados em nosso pais para o diagnostico de BRSV, sio importados, decidimos
empreender a presente investigagiio, que tem como objetivo fundamental padronizar e
avaliar comparativamente os métodos de S-ELISA e dot-ELISA, para a detecgdio de

anticorpos nos rebanhos nacionais contra o BRSV.



OBJETIVOS

Esta tese de MESTRADQ visou contribuir para a melhoria das condigdes sanitarias dos
rebanhos, através da adaptagfio de testes imunoenziméticos, enfocando os seguintes

aspectos :

¢ Adaptacdo dos ensaios imunoenzimaticos (S-ELISA e DOT-ELISA) para a detecgéo de

anticorpos anti-BRSV em soros de bovinos,

s Estabelecimento da relagéio entre os dois testes quanto a especificidade e sensibilidade na

detecgio de anticorpos anti-BRSV,

* Anilise da viabilidade dos ensaios imunoenzimaticos por n6s adaptados e padronizados

frente a diferentes amostras de soros bovinos coletadas.



1. MATERIAL E METODOS

1.1. OBTENCAO DE SOROS DE BOVINOS PARA OS TESTES SOROLOGICOS

1.1.1. Amostras de Campo

Para as apalises sorologicas foram realizadas colheitas de sangue procedentes dos
principais centros de bovinocultura do pais.
Os soros colhidos foram centrifugados a 1.500g por 10 mimutos, inativados (56°C por

30 minutos), aliquotados e estocados a temperatura de -20°C até o momento de uso.

1.1.2. Controle Positivo/ Negativo

Os soros de bovinos utilizados como controles positivo e negativo para os testes
imunoenzimdticos sfo provenientes da colecdo de soros do laboratéric de Virologia

Animal, Depto. de Microbiologia e Imunologia, instituto de Biologia, UNICAMP.



1.2. VIRUS E CELULAS

1.2.1. Amostras Virais

O trabalho foi desenvolvido com uma amostra brasileira de Pneumovirus bovino,
denominada BRSV-25-BR, procedente de bezerros do Rio Grande do Sul com sintomas
respiratorios isolada apés passagens em célula MDBK ¢ CER (CAMPALANS ¢ ARNS,
1995). A suspensfio viral foi utilizada para a obteng3io de antigeno bruto para a realizagio
das técnicas de purificacdo e titulagfio viral, ¢ ainda para a adaptacfo desenvolvimento e

padronizagio dos testes sorolégicos.

1.2.2. Cultivos Celulares:

Foram utilizadas linhagens continuas de células CER (Chicken Embryo Related). A
linhagem CER foi doada pelo Prof. Dr. H, M. Hafez (Freie Universitat Berlin, Alemanha).
Esta célula resultou da mistura de cultura priméria de embrido de galinha com célula renal de
Hamster, (SMITH et al., 1977).

As células foram cultivadas em garrafas de 75 cm? (Coming®), com 2x10° células/m!
{concentragdo inicial) em meio minimo essencial Eagle (MMEE-Cultilab®) com 10% de SFB

(soro fetal bovino, Sigma Chemical Company®) por 24 ha 37°C.
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A amostra viral foi adaptada ao crescimento em células CER apds passagens

sucessivas, segundo a metodologia recomendada por CAMPATLANS & ARNS (1997).

1.3. PRODUCAO DE ANTIGENO BRUTO

A amostra viral foi inoculada em garrafas (Corning®) contendo células CER ap6s
formacio completa da monocamada celular (aproximadamente 24 horas apés o repique). O
meio de crescimento foi eliminado e as células lavadas com solugéo salina tamponada com
fosfato (PBS); e entdo, inoculado 0,01 a 0,1 DICCsy/ml da amostra viral. Apés uma bora de
adsorsdo viral a 37°C, o indculo foi eliminado, e adicionou-se 25 ml de MMEE .

O material foi incubado em estufa 4 uma temperatura de 37°C e as culturas
observadas diariamente em microscopio de fase invertida (Axiovert 100, Carl Zeiss®) para
observagdo do efeito citopético (ECP) caracteristico, isto €, formacSio de sincicio e
arredondamento celular (BUYS et al., 1989).

Com a observagéo de 80 % de ECP na monocamada apds 5 a 7 dias, as garrafas
infectadas foram congeladas a - 70 °C e aps alguns dias descongeladas, agitadas ¢
centrifugadas em tubos estéreis (Centrifuga GS6R, Beckman Instruments®) a 3.000 g por 10
minutos. Os sobrenadantes foram aliquotados em frascos de 2.0 ml (Corning®) e
armazenados & -70°C em biofreezer (Beckman Instruments®), realizando-se sempre a

titulagio viral para obtengdio do titulo da amostra de cada isolado viral.



11

1.4. CONCENTRACAO E PURIFICACAO VIRAL

Os procedimentos de GOUGH & COLLINS (1989) foram adotados, com
modificagdes pertinentes para a purificagdo da amostra brasileira de BRSV. A suspens#o viral,
previamente clarificada, foi centrifugada a 30.000 g por 1 hora a 4°C (Centrifuga Beckmann®
modelo L 2-21), concentrando a amostra.

Para a purificag8o, o sedimento obtido foi ressuspenso, em aproximadamente 2% do volume
inicial de cada amostra viral, com tampdo TRIS-Calcio (pH 7.2) e, entdo, cuidadosamente
adicionado sobre um gradiente descontinuo de sacarose (Merck®). Para o gradiente foram
utilizados 7 ml da concentragfio de 30% (p/v) e 2 ml da concentragfio de 55% (p/v) de sacarose
(preparadas a partir de uma solugdo estoque 66% em tampao TRIS-Cilcio).

O virus foi "peletizado™ a 53.000 g por 1 hora e 30 minutos a 4°C (Ultra- centrifuga
Beckmann® modelo L 8-80 M). Em seguida, com o auxilio de uma seringa de 3 ml, retirou-se
a banda viral localizada na jung¢fio com a concentragdo de sacarose 55% (p/v).

A fragfio colhida foi novamente centrifugada e "peletizada” a 30.000 g por 1 hora a
4°C; o sedimento foi ressuspendido em tampdo TRIS-Célcio (aproximadamente em 0,5% do

volume inicial) e armazenado a -70°C, em aliquotas de 0,1 ml.

1.5. DETERMINACAO DO TiTULO INFECTANTE VIRAL

A amosira de BRSV foi tiulada em placas de poliestiteno de 96 cavidades

(Corning®). As titulagdes foram sempre realizadas em 8 repetices e o titulo (DICCso)
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calculado pelo método de REED & MUENCH (1938). Em cada placa adicionou-se 50 pl de
MMEE nas cavidades destinadas a titulagio viral ¢ 100 pl nas cavidades destinadas ao
controle de células. Foram realizadas em tubos de ensaio diluigbes de razfio constante igual a
10 (10" a 10%) de cada isolado viral. Em seguida, foram adicionados 50 pl de cada diluiggio
em cada cavidade da placa de microtitulagio no total de 8 cavidades por diluicsio e
adicionados 100 ul de uma suspensfio de células CER (2x10° células/ml). A incubagdo foi
realizada em estufa de atmosfera tmida de CO; a 37°C (Forma Scientific®) por 5 dias. As
leituras foram realizadas através da constatagio de ECP em microscépio invertido (Carl

Zeiss®).

1.6. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO PROTEICA

A concentracdo protéica das amostras foi determinada através da metodologia de

LOWRY (1951) utilizando soroalbumina bovina como amostra padriio (Sigma®).

1.7.PRODUCAO DOS SOROS HIPERIMUNES POLICLONAIS

1.7.1. Imunizaciio de Coelhos

Foram utilizados 4 coelhos machos da raga Nova Zelandia. Os animais foram

submetidos a uma coleta de sangue antes da inoculaggo, sendo estas amostras utilizadas como
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controle negativo (testadas previamente através do teste de soroneutralizacio, conforme
descrito no item 1.8.3.).

O inbculo constou de virus purificado emulsionado em igual volume com adjuvante
de Freund Completo (ACF) e Incompleto (AIF) (Gibco®). O virus purificado foi emulsionado
em igual volume de Adjuvante Completo e Incompleto de Freund. O plano experimental
seguiu o esquema de imunizag8o indicado na Tabela 1.

Os soros obtidos foram centrifugados a 3.000 x g por 10 minutos, inativados (56°C

por 30 minutos), aliquotados e mantidos a -20°C até 0 momento de uso.

TABELA 1. Esquema de imunizagdio dos coelhos com as amostras de BRSV:

DIA INOCULO VOLUME  CONCENTRACAO VIA
(antigeno + (ml) PROTEICA (pg/ml)
adjuvante)
0 Ag+ ACF 1,0 100 subcutineo
21 Ag + ATF 1,0 100 intramuscular
45 Ag +AIF 1,0 100 intramuscular

55 Sangria de Prova
58 Sangria Branca




14

1.8. TESTES SOROLOGICOS

1.8.1. Padreniza¢io da Técnica de dot- ELISA

1.8.1.1. Preparo e Sensibilizacio dos Discos de Nitrocelulose

Como suporte sdlido foram utilizados discos de nitrocelulose (Pharmacia®) de 7,5
nm, colocados em microplacas (Corning®) de 24 pogos. Os discos foram sensibilizados
com o antigeno produzido e purificado conforme descrito nos itens 1.2. e 1.3. dos Materias
e Métodos, o qual foi diluido em tamp#o carbonato-bicarbonato (0,1 M, pH 9.6). E em

seguida, as microplacas foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente.

1.8.1.2. Titula¢io em Bloco para a Técnica de dot- ELISA

As provas foram realizadas com quatro concentragbes diferentes do antigeno
purificado, correspondentes a: 1,0; 0,7; 0.4 e 0,2 pg/orificio. Cada concentragiio foi testada
frente a 3 diluigGes dos soros positivo e negativo (1:100, 1:200 e 1:400) e do conjugado,
IgG de caprino anti IgG de bovino conjugada & peroxidase, diluido na proporg¢do de 1:1000,
como recomendado pelo fabricante (Souther Biotechnology Associates®). Os soros e, o

conjugado foram diluidos em tamp3o PBS. Todos os reagentes foram testados em triplicata.
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Além dos soros testes, em cada placa foram incluidos um branco (tamp3o), o controle de
antigeno (antigeno, conjugado e substrato) e controle de conjugado (tampdo, conjugado e
substrato).

1.8.1.3. Descricio da Prova de dot- ELISA

Os discos de nitrocelulose foram sensibilizados com o antigeno teste diluido em
tampéo carbonato-bicarbonato (0,1 M, pH 9,6) na concentragéo determinada pela titula¢iio em
bloco, e incubados a temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida, foram cobertos com
uma solugdo de bloqueio comtendo PBS com 1% de leite desnatado e incubados durante 2
horas. Cada disco sensibilizado foi lavado por quatro vezes em solugio de lavagem PBS-T |
8.0 g de NaCl, 0.2 g Kh; POy, 1.28g Na,HPQ,4.H,0, 0,2 g KCl e 0,5 mi Tween 20; pH 7,4]
entdo recebeu 20ul de cada soro (positivo e negativo) na diluigSio apropriada. Os soros
diluidos foram incubados com os discos por 2 horas. Apés o periodo de incubag#o realizou-se
quatro lavagens de 10 minutos cada, usando-se solugdio de lavagem PBS-T. Nos discos
“doteados” foram adicionados 150 pl do conjugado na diluigio apropriada em PBS e
subsequentemente incubados por 1 hora 4 temperatura ambiente. Foram feitas quatro lavagens
com solucdo de lavagern sendo a que a tltima somente com PBS. Cada lavagem foi realizada
por 10 minutos, sob agitagéo. A cada disco adicionou-se 100 pl de solugdo contendo substrato
e cromégeno { 0,1% de 3-3 diaminobenzidina, Tris-HCI 50mM, pH 7.,6; € 1 ,0 % de cloreto de
niquel, 0,1 % de per6xido de hidrogénio], deixados reagir 4 temperatura ambiente por 15

minutos ou até que o controle positivo pudesse ser evidenciado. A reagdo foi irterrompida,
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adicionando-se dgua bidestilada. Apds a administragio do conjugado ¢ espera da reagfo
enzima-substrato, pdde ser evidenciada a presenca de coloragio nos discos Os resultados
foram considerados positivos ou negativos através da observagfo visual do aparecimento ou
nio de coloragdo (cinza- avermelhada escura) nos discos de nitrocelulose.

Os resultados foram avaliados visualmente, baseando-se na intensidade de coloragdo dos disco

de nitrocelulose de acordo com a recomendagio de CUMMINS ef al.(1990).

1.8.2. Padronizagfio da Técnica de S-ELISA (ELISA "sandwich")

1.8.2.1. Titula¢c3o do Soro Policlonal:

Para o teste de S-ELISA foi necess4rio primeiramente determinar a dilui¢io do soro
policlonal, para ent8o, dar inicio a padronizacio deste teste. Para tal, placas de poliestreno
de 96 cavidades {pog¢os) foram sensibilizadas com 100 pl do antigeno BRSV-25-BR na
concentragio de 3 ug/ ml de proteina diluidos em tampéo carbonato-bicarbonato 0,05 M
pH 9.6, e incubadas a 4° C por 12 horas ("overnight”). Apés a sensibilizagio, procedeu- se
a lavagem da placa por 3 vezes utilizando solugio de lavagem PBS-T (salina fisiolégica
0,05% viv de Tween 20). A placa foi entfio bloqueada com solugdo de bloqueio PBS-T
com 2% de BSA (soro albumina bovina, Sigma®), incubada durante 1 hora a temperatura
de 37 °C, e depois novamente lavada em solugfio de lavagem. Em seguida adicionou- se

100 ul/ pogo do soro policlonal produzido em coelho nas diluigdes de 1:50, 1:100, 1:200,
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1:400, 1:800, 1:1.000, 1:2.000, 1:5.000 e 1:10.000, e procedeu-se a incubagdo 2
temperatura de 37 °C por 2 horas. Findo o periodo de incubag#o as placas foram lavadas e,

entdo, foi adicionado o conjugado anticorpo anti- imunoglobulina de coelho marcado com
peroxidase (Sigma®) na dilui¢o recomendada pelo fabricante de 1:30.000. A placa foi
entdo lavada e, incubada a 37 °C, com substrato enzimético [4 mg OPD em 10 ml de
tamp3o substrato ¢ 5 ul de H, O; ] incubados 3 temperatura ambiente por 30 minutos. A
reagdio foi interrompida pela adigio de 50 pl de HC1 (Merck®). A leitura das densidades
opticas (DO) de cada cavidade das microplacas foi realizada em leitor de ELISA

(Labsystems Multskan Biochromatic® Type348), sob comprimento de onda de 492 nm.

1.8.2.2. Titulagfio em Bloco S-ELISA

Uma vez determinada a melbor diluigdo do soro policlonal, procedeu-se as
titulagdes em bloco, com o objetivo de se conhecer a dilui¢io de trabalho dos reagentes.
As provas foram realizadas em placas de 96 cavidades utilizando-se quatro concentragfes
diferentes do antigeno, correspondentes a 5,0; 3,0; 2,0 e 1,0 pg/poso. Cada concentracéio do
antigeno foi testada frente a 3 dilui¢des dos soros positivo e negativo (1:100, 1:200 e 1:400)
e do conjugado (1:5000, 1:8000 e 1:10.000). Cada combinagio de antigeno, soro e
conjugado foi testada em duplicata. Apds a leitura das reagdes, foi considerada a diluigéio
de trabalho, aquela que apresentou melhor diferenga de densidade optica (DO) entre os

soros positivos e negativos.
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1.8.2.3. Descri¢iio da Técnica de Elisa Indireto com Anticorpo de Captura (S -ELISA):

Os anticorpos de captura, diluidos na sua dose de reatividade Otima em tampdo
carbonato-bicarbonato (0,1 M, pH 9,6), foram adsorvidos, na quantidade de 100 nl, a
microplaca, que foi incubada a temperatura de 4 °C por um periodo de 12 horas. As placas
foram lavadas por trés vezes com solugfio de lavagem PBS-T (salina fisiolégica 0,05% w\v
de Tween 20) durante 30 minutos a temperatura ambiente e novamente submetidas a
lavagem. As placas foram entfio bloqueadas com solugfo de bloqueio PBS com 2% de BSA
(soro albumina bovina Sigma®) e incubadas durante 1 hora a temperatura de 37 °C. Apés
este periodo as placas foram lavadas em solugdo de lavagem por 3 vezes e, em seguida,
adiconou- se 100 pl/ poco do antigeno purificado na sua concentragiio 6tima, pré
determinada pela titulagdo em bloco. Incubou~se as mesmas por 2 horas, a temperatura de 37
%C , apés repetiu-se a lavagem.

Os soros bovinos (soros teste e referéncia positivo € negativo) foram diluidos em PBS
e acrescentados A placa na quantidade de 100 ul, permanecendo & temperatura de 37 °C,
durante 2 horas.

Apds este periodo, as mesmas foram lavadas com solugdio de lavagem., O
conjugado, IgG de caprino anti-IgG de bovino conjugada a peroxidase (Souther
Biotechnology Associates®) foi diluido em PBS e incubado pelo periodo de 1 hora a 37 °C.
Em seguida, lavaram-se as placas 4 vezes com solugfio de lavagem e adicionou-se 100 ul
do substrato enzimético [4 mg OPD em 10 ml de tampio substrato ¢ 5 pl de H; Oz ]

incubados & temperatura ambiente por 30 minutos. A reagdo foi interrompida pela adicio de
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50 pl de HCI (Merck®). A leitura das densidades 6pticas (DO) de cada cavidade das
microplacas foi realizada em leitor de ELISA (Labsystems Multskan Biochromatic®
Type348), sob comprimento de onda de 492 nm.

Os valores positivos foram calculados levando-se em consideragio os resultados
obtidos nos testes e seus respectivos controles. Em cada placa foram colocados 3 controles

positivos e a média considerada o valor padréio para os cilculos.

1.8.3. Teste de Soroneutralizagiio (SN)

A determinagdo dos titulos de anticorpos soroneutralizantes nos soros hiperimunes
policlonais foi realizada pelo Método B com algumas modificagdes. Foram utilizadas placas
de fundo chato de microtécnica de 96 cavidades (Corning®), contendo monocamadas de
células CER com 24 horas de crescimento a 37 °C. Antes de serem adicionados as placas,
os soros testes foram diluidos em série na razdio 2 (1:2 até 1:1024) em meio essencial
minimo Eagle (MMEE- Cultilab®) contendo 5% de antibidticos (penicilina 5x10° UI;
estreptomicina 5g e fungizona 5g) em tubos (Eppendorf®) e, deixados reagir durante 1 hora
sob temperatura de 37 °C, frente a uma dose padriio de BRSV-25-BR, contendo 100
DICCs¢/ml, previamente determinada pelo método REED & MUENCH (1938).

Apos o periodo de incubaggo, foram distribuidos 100 pl da solugio (soro/antigeno)
em duplicata na placa contendo monocamadas celulares, sendo reservados as duas tltimas

colunas para o controle da suspensfo viral e celular. As microplacas foram incubadas em
estufa de CO; durante 5 dias.
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O titulo neutralizante foi dado pela reciproca da mais alta diluigBo do soro capaz
de inibir o efeito citopatico de 100 DICCsy/ml do virus. Cada titulo obtido, expresso em
logaritmo de base 2, foi calculado a partir das cavidades contendo células que ndo
apresentaram efeito citopético, segundo o método de REED & MUENCH (1938), levando
em considerag@o os controles de células, virus e soros. Os soros que proporcionaram tftulo
neutralizante igual ou menor a 4 foram considerados negativos e, soros com titulos igual ou

maior a 8 foram considerados positivos conforme HAFEZ & WEILAND (1990).

1.9. ANALISE ESTATISTICA

1.9.1. Determinagfio da Sensibilidade, Especificidade e Valores Preditivos

Fo1 realizado um estudo comparativo dos resultados obtidos nos testes adaptados de
dot-ELISA e S-ELISA frente ao teste de SN, tomando o teste de SN como prova padrio.
Avaliou-se sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivo e negativo. Os

pardmetros foram calculados segundo COGGON ef al. (1993), conforme Tabela 2.
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TABELA 2. Esquema de Comparag#io entre o dot- ELISA, S- ELISA e SN

SN Positivo SN Negativo TOTAL
dot- ELISA/S- ELISA verdadeiros positivos (a) ~ Falsos positivos (b) Total de positivos pr
Positivo dot- ELISA/ S-ELIS
(a+b)
dot- ELISA/S- ELISA  Falsos negativos (c) verdadeiros negativos  Total de negativos p
Negativo (d) dot- ELISA/ S-ELIS
(c+d)
TOTAL Total de positivospor  Total de negativos por TOTAL
SN {a+c¢) SN (b+d) (a+b+c+d)

Onde define-se, baseado na SN (CORTEZ,1993):

Sensibilidade (8): indica a proporgio de infectados que o método ¢ capaz de detectar como
positivos, sendo calculado como: S= a/(a+ ¢) x 100

Especificidade (Ep): indica a proporgdo de nfio infectados que o método € capaz de detectar
como negativos, sendo calculado como: Ep= d/(b+ d) x 100

Valor Preditivo positivo (VPP): indica a proporgdo de resultados verdadeiramente positivos
no conjunto de resultados positivos, sendo calculado como: VPP= &/ (a+b) x
100

Valor Preditivo negativo (VPN): indica a proporg#o de resultados verdadeiramente negativos
no conjunto de resultados negativos, calculado como: VPN= &/ (¢ +d) x

100.
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1.9.2. Determinagiio do indice de Concordincia Kappa ( x)

O indice Kappa mede a concordéincia entre dois testes, e baseia-se na comparagio
dos indices de concordéncia esperados (pe) com os indices de concordincia observados (po).

O indice k pode ser classificado em cinco grupos distintos conforme segue Tabela 3.

TABELA 3. Classificacio do Indice x (RIELGELMAN & HIRCH, 1991; TAYLOR, 1992)

Concordiincia Kappa
1. deficiente <020
2. regular 0,21 - 0,40
3. moderada 0,41 - 0,60
4.boa 0,61 - 0,80

5. muito boa 0,81 - 1,00
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2. RESULTADOS

2.1. Obtenc¢do dos Soros Coletados

As 423 amostras de soros bovinos coletados no periodo de 1998 a 1999, oriundas de
diferentes rebanhos dos Estados de Rio Grande do Sul (RS), Parana (PR), Sdo Paulo (SP),
Mato Grosso do Sul (MS), Rio de Janeiro (RJ) e Minas Gerais (MG) (Figura 1) e, gentilmente
fornecidas por Médicos Veterinarios de campo e por Institutos de Pesquisas, foram analisadas
utilizando-se os testes por nds adapatdos e o teste padrao (SN). Os resultados sdo demostrados

na Tabela5e 7.

RJ MS
BOA) ZOA}
PR
11%
SP
MG 48%

13%

18%

Figura 1: Proporgdo de Soros bovinos analisados o segundo Estado de Origem
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2.2. Titulagdio

2.2.1. Titulac#o da Amostra Viral Bruta e Purificada

Para realizacio desta etapa do trabalho, partiu-se de suspensdes virais com titulo
médio de 10*°° a 10 DICCsy/ml, na tentativa de se obter subcultura com titulos do

mesmo nivel.

A linhagem de BRSV-25-BR foi produzida para a obtengfio de antigeno e titulada,

sendo que os resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4. Titulos das amostras virais produzidas

AMOSTRA VIRAL log DICCgy/ml
BRSV-25.BR
Antigeno bruto 5,4

Antigeno purificado 5,7
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2.3. Concentraciio Protéica

A dosagem da concentragfio protéica dos antigenos bruto e purificado, foi
efetuada, obtendo- se os valores de 1,297 e 970 mg de proteina por mililitro de antigeno
respectivamente, tendo sido estas as concentracSes utilizadas para os célculos de antigeno
para a padronizagio dos testes de S-ELISA (antigeno bruto) e dot-ELISA (antigeno

purificado).

2.4. Produgiio de Soros Hiperimunes Policlonais

Coelhos imunizados foram submetidos a sangria de prova € os soros obtidos foram
testados através do teste de SN, tendo apresentado niveis de anticorpos soroncutralizantes que
variaram de 1:128 a 1:256 . Procedeu-se a sangria branca ¢ m "pool" destes soros foi utilizado

para a padronizaggo do teste de S-ELISA.

2.5. Padronizacdo dos Testes Imunoenzimaticos

2.5.1. Teste Imunoenzim#itico dot- Elisa

2.5.1.1. Titulagiio em Bloco:

A diluico de trabalho para o teste de dot-ELISA dos soros de coelho testados foi
de 1:200 e para o conjugado foide 1: 1.000. A diluigdo 6tima para o antigeno foi de 0,7 pg

de proteina viral por disco. Nestas concentragdes, foi possivel a demonstragio visual de



26

pontos escuros no centro dos discos de nitrocelulose, correspondendo as reagdes positivas,
sem contudo haver inespecificidade com reagdes negativas. Todas as reaghes foram feitas
em duplicata na presenga dos soros controle positivos e negativos, de forma que se pudesse

comparar cada placa contendo os discos sensibilizados.

2.5.1.2. Determinagiio do Valor Discriminante:

O uso de membrana de nitrocelulose, conforme HAWKES et al. (1982), permite a
visualizacfio de uma reagiio colorida contra um fundo branco, o que aumenta o contraste na

leitura. Quando comparado com outros testes, a discriminagdo das reagBes positivas e

negativas tornou-se mais ficil e direta.
Como todas as placas continham um padréic positivo e um negativo, também em
duplicata, € o resultado foi obtido visualmente, o disco positivo foi aquele que mais se

diferenciou do padrio-negativo.

2.5.2. Teste Imunoenzimético S- Elisa

2.5.2.1. Titulagfio do Sore Policlonal e Titulacio em Bloco:

O soro policlonal produzido em coelhos teve sua diluigdo 6tima para trabalho em
1:200. J4 as concentragdes dos soros testes e do conjugado, em 1:200 e 1:8.000

respectivamente, a diluicio 6tima do antigeno ficou determinada na concentragdo de 3,0 ug
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de proteina viral por cavidade. Nestas concentragdes foram obtidas a melhor diferenca de
densidade dptica entre soros positivos e negativos. Todas as reagdes foram feitas em
triplicata na presen¢a de controles de soros positivos e negativos, de forma que se pudesse

comprar as reagdes em cada placa.

2.5.2.2. Ajustes de Valores

Os valores de DO em todas as provas realizadas foram ajustados em relagéio aos
valores obtidos em uma prova-padrdo. A partir dos valores desta prova-padrdo (realizada
com o0s soros controle apds a padronizacfo e titulago) e dos valores de cada prova
subsequente, com os soros teste, calculou-se o fator usado para ajustar os valores de [DO de

cada placa teste aos valores de DO da prova-padréo, por meio das seguintes formulas:

Fator (F)= (Po - No)

(Pt - Nt)
Valor ajustado F (St - Nt) + No
onde:
F= fator de correcéio
Po= média dos controle positivos na placa-padrio
No= média dos controles negativos na placa-padriio
Pt= média dos controles positivos na placa-teste
Nt= média dos controles negativo na placa teste

St= média da amostra testada.
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Os valores da prova- padréo foram obtidos de quatro repeti¢Ses de quatro amostras de soros

positivos para BRSV e de quatro soros negativos para BRSV,

2.5.2.3. Valor Discriminante

O valor discriminante, também conhecido como ponto de corte, foi determinado
com base nos resultados de 134 soros negativos para anticorpos anti-BRSV frente a técnica
de SN, dos quais foram calculados a média aritmética ¢ o desvio padréio populacional,
tendo sido considerado como valor discriminante o valor médio acrescido de 2 desvios

padrio (o).

2.6. Anilise Comparativa entre os Testes de Soroneutralizacgfio, dot-ELISA e S-

ELISA

2.6.1. Anilise da Positividade

A analise da positividade dos soros bovinos através dos testes adaptados e do teste
padréo (SN), mostrou uma alta porcentagem de anticorpos anti-BRSV nos soros dos
rebanhos avaliados (Tabela 5, Figura 2). Pelo valor observado de Q a diferenca entre as
positividades dos teste nfo foi estatisticamente significativa (valor p<0,05). Assim, pode-

se concluir que os testes de SN, dot-ELISA e S-ELISA tiveram similar positividade.
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TABELA 5 - Resultado da andlise sorolégica para a detec¢fio de anticorpos anti-

BRSY utilizando os testes de Sororeutralizaciio, dot-ELISA e S-ELISA.

TESTE POSITIVO NEGATIVO TOTAL
SN 289 (68%) 134 (32%) 423
dot-ELISA 303 (71,3%) 121 (28,7%) 423
S-ELISA 307 (72,5%) 116 (27,4%) 423

TABELA 6 - Resultado da andlise sorolégica para a detec¢iio de anticorpos anti-

BRSV de acordo com o Estado analisado utilizando os testes de Soroneuntralizac¢do,

dot-ELISA e S-ELISA.

ESTADOS SN dot- ELISA S-ELISA
POS (+) NEG()  POS (+) NEG() POS(#) NEG(Q)
RS 55(73,3%) 20(26.%) 57 (76%) 18 (24%) 58 (77.3%) 17 (22,7%)
PR 34 (74%)  12(26%) 34 (74%) 12(26%) 34 (74%) 12 (26%)
SP 133 (65%) 71 (35%) 148(72,5%) 56(27,5%) 150 (73,6%) 54 (26,4%)
MS 3(43%)  4(57%) S5(714%) 2(28,6%) S5(714%) 2 (28,6%)

RJ 25(71,5%) 10(28,5%) 28 (80%) 7 (20%) 28 (80%) 7 (20%)

MG 37 (66%) 19 (33%) 31(55,4%) 25(44,6%) 32(57,1%) 24(42,9%)

TOTAL 423 423 423
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Figura 2: Comparacio entre as Postividades dos Testes

2.6.2. Anilise da Especificidade e Sensibilidade

A sensibilidade de um teste indica a proporgdo de infectados que o método é capaz
de detectar como positivo, enquanto que a especificidade indica a proporgdo de ndo
infectados que o método ¢ capaz de detectar como negativo. Ambos os testes adaptados,
dot-ELISA e S-ELISA, apresentaram sensibilidade de 92,3% e 91,6% e especificidade de

71,3% e 68,4% respectivamente, segundo a analise estatistica aplicada (Figura 3).
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Comparacao entre Dot-ELISA e S-ELISA

Bdot-ELISA
H S-ELISA

Sensib spec:if
FIGURA 3: Comparacdo entre Sensibilidade e Especificidade para dot-ELISA e S-

ELISA

O teste dot-ELISA apresentou tanto sensibilidade como especificidade maiores que
as do S-ELISA. Mas, para testar se a diferenga entre suas estimativas foram
estatisticamente significativas, empregou-se o Teste estatistico de McNemar para tal
comparagdo. Assim, considera-se os dados do cruzamento entre os resultados de dot-
ELISA e S-ELISA separadamente para valores positivos e negativos de Soroneutralizagio.
O valor p encontrado para o teste da diferenca entre as sensibilidades é de 0.8601 e a
diferenga de especificidades é de 0,4545. Assim, tanto a sensibilidade como a
especificidade ndo foram significativamente diferentes entre os testes dot-ELISA e S-

ELISA. Portanto, pode-se considerar que os dois testes obtiveram o mesmo desempenho.
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2.6.3. Anilise dos Valores Preditivos Positivos e Negativos

O valor preditivo positivo de um teste indica a probabilidade de infec¢do de um
individuo que apresentou um resultado positivo; enquanto o valor preditivo negativo indica
a probabilidade de que um individuo que apresentou um resultado negativo ndo esteja
infectado de fato. O teste de dot- ELISA apresentou os valores de 87,2% e 81,5%, para o
valor preditivo positivo e negativo, respectivamente; para o teste de S- ELISA o valores

foram de 85,9% e 79,5%, respectivamente (Figura 4).

Comparacao dos Valores Preditivos

dot-ELISA
E S-ELISA

FIGURA 4: Comparagiio entre Valores Preditivos dos Teste
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2.6.4. Determinacfio do indice de concordéncia Kappa (x)

O indice de concordincia (k) entre a SN e os testes adaptados em nosso
laboratério foi de 0,658 para o dot-ELISA e SN e, de 0,623 para o S-ELISA (Tabeiz 9).
Tais resultados revelam uma boa concordéncia com o teste padréo, conforme classificagéio
indicada no item 1.8.2. (Tabela 3). Além disso, esses coeficientes k foram significativos,

ambos com valor p inferior a 0,05.

Tabela 9: Avaliacio Geral dos Testes Desenvolvidos em Relagdo ao SN

Caracteristica dot- S-ELISA
ELISA

Sensibilidade 92,3% 91,6%
Especificidade 71,3% 68,4%
Valor Preditivo Positivo 87.2% 85,9%
Valor Preditivo Negativo 81,5% 79,5%
Desempenho Global 85,5% 84,2%
Kappa 0,658 0,623

Valor p Kappa < 0,005 <0,005
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3. DISCUSSAQ

O Brasil possui o maijor rebanho bovino comercial do mundo, possuindo atualmente
169,1 milhdes de cabegas, sendo superado apenas pela India, pais que, por dogma
religioso, nfio explora comercialmente o seu rebanho. Em 1999 o consumo interno
nacional teve um crescimento em torno de 2,47% e, ainda, um aumento nas exportacfes,
que expandiram 7,76%, ou seja, em torno de 300 mil toneladas, sendo também o quarto
pais consumidor (10% do total mundial), onde o consumo per capita é de 36,1 kg/ano.
(ZAIDAN, 2000)

A bovinocultura ainda sofre elevadas perdas econdmicas ocasionadas principatmente
por doengas que prejudicam o desempenho da produciio. Dentre estas, temos a enfermidade
respiratdria dos bovinos, sendo o agente responsével o Virus Respiratério Sincicial Bovino
(BRSV), que causa grandes danos nos anirmais afetados. (BRYSON ef al., 1991 e SHARMA
& WOLDEHIWET 1992b; DUBOVI, 1993). O teste aceito como padrio para o diagnéstico
sorolégico do BRSV € o teste de soroneutralizagio. Este teste, no entanto, apresenta diversas
limitagSes inerente a sua execug8o, tais como a complexidade que envolve o cultivo celular,
bem como ser esta uma técnica laboriosa e que dispende muito tempo para a obtengdo dos
resultados (GILLETTE,1983; WESTENBRINK & KIMMAN,1987, DUBOVI, 1993).
Além disso, o diagnéstico de infecgdes provocadas por virus respiratérios bovinos através de
isolamento viral € geralmente dificil e requer freqlientemente varias passagens do material
suspeito em cultura celular antes do efeito citopatico caracteristico se tornar evidente, no caso,
em média 5 a 7 dias (POTGIETER & ALDRIDGE, 1977). As dificuldades acima

mencionadas também foram observadas durante a execuciio deste trabalho.
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Considerando tais observagfes, notou-se a importincia de se encontrar e padronizar
técnicas mais eficazes e rapidas, para auxiliar no diagnéstico sorolégico desta enfermidade
que vem acometendo gradualmente nosso pais.

No presente estudo, foram adaptadas e padronizadas duas técnicas imunoenzimdticas
de ELISA (dot-ELISA e S-ELISA), para a detecgéio de anticorpos anti-BRSV. A padronizagdo
dos ensaios foi estabelecida através da anilise comparativa com os resultados obtidos na prova
de SN.

Os titulos encontrados para a amostra viral utilizada (BRSV-25-BR) concentrada
por centrifugacfio e para a amostra viral purificada conforme a Tabela 4, se equivalem aos
dados encontrados por CAMPALANS & ARNS (1995), que obtiveram resultados de
DICCsy/ml de 10 **/ml em célula da linhagem CER para esta amostra. O perfil para a amostra
purificada em gradiente descontinuo de sacarose a 30-55% (p/v), apresentou titulos maiores
que o encontrado para a amostra concentrada (Tabela 4), sendo considerados satisfatérios
para a aplicagfo neste trabalho. LIMA (1998) encontrou valores semelhantes, quando utilizou
uma amostra de pnewmovirus avidrio purificada para o desenvolvimento de teste
imunoenzimaticos.

Para determinar se as dilvicdes dos reagentes basicos (antigenos, anticorpo de
captura, tampdes diluentes ¢ conjugado imunoenzimético), assim como o tempo de
incubagdo das reagdes para duas técnicas estavam de acordo, foi realizado uma avaliagio
preliminar com o objetivo de equacionar estas diividas.

As diluigSes de trabalho, conforme os itens 2.5.1.1. e 2.5.2.1,, para os testes de dot-

ELISA e S-ELISA, foram estabelecidas para obtengfio da melhor discriminag#io entre os soros
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de referéncia positivo e negativo. Portanto, ficou claro, que a padronizag@io dos tempos e das
diluicdes 6timas dos reagentes das diferentes fases de ambas as técnicas estudadas, devem ser
pré-determinadas para obter-se um teste efetivo.

O teste de S-ELISA foi adaptado e padronizado utilizando a amostra viral de forma
concentrada por centrifigagdo refrigerada. O mesmo procedimento foi adotado por
CARDOSO (1994), quando padronizou a técnica de S-ELISA para detecgio de anticorpos
contra o virus da bronquite infecciosa das galinhas. Levou-se em consideragio que a
purificacdio viral é um fator limitante para a execugfo das técnicas imunoenziméticas, onde a
necessidade de sucessivas ¢ demoradas purificagdes antigénicas podem ocasionar uma
possivel perda dos componentes estruturais da particula viral, quando submetida as forcas
centrifugas elevadas (NAGANO et al.1987; KELLING, 1993). Ademais, a utilizagdo do
anticorpo de captura, preparado em coelhos, com antigenos concentrados nfo apresentou
reagOes inespecificas. Sendo que os resultados obtidos na padronizaciio deste teste ndo
sofreram interferéncia pela ndo utilizagfio de antigenos altamente purificados.

Com o objetivo de eliminar a variabilidade existente entre partidas de antigenos brutos
produzidas em diferentes ocasides, utilizou-se apenas cepas de virus com titulos bastante
semelhantes para a produgio dos antigenos utilizados no desenvolvimento do S-ELISA.
Esses achados condizem com registros na literatura, que utilizando amostras virais com
titulos infectantes estiveis, obtiveram melhores resultados (CEVENINI et al. 1986;
TEIXEIRA, 1994).

No teste de dot-ELISA, foi utilizado antigeno purificado para a sensibilizagdo dos

disco de nitrocelulose. Tal procedimento foi adotado, visto que testes prefiminares com
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antigenos ndo purificados, apenas concentrados por centrifugacio baixa, demonstraram
uma alta inespecificidade, bem como os relatos; TANTIVANICH ef a!. (1997); PARIMAL
& VENUGOPALAN (1999), os quais obtiveram melhores reagSes quando utilizaram
antigeno purificado.

Analisou-se 423 amostras de soro bovino procedentes de diferentes estados
brasileiros. A coleta foi realizada de forma aleatéria e, devido a este fator, ndio foi feita
uma andlise detalhada em relagfio aos soros, pois estes eram provenientes de bovinos de
corte ¢ de leite, de ambos os sexos, de diferentes idades e, pertencentes a propriedades com ou
sem histérico de doengas respiratdrias, assim como, de rebanbos bovinos sem qualquer
informagdo adicional,

Foram detectados anticorpos anti-BRSV em todos os estados analisados (Tabela
6). Das 423 amostras de soro analisadas, 67,8%; 71,6% e 72,5% foram positivos para
presenga de anticorpos anti-BRSV nos teste de SN, dot-ELISA e S-ELISA respectivamente
(Tabela 5, Figura 2). Encontrou-se variagbes de positividade entre os estados pesquisados.
No entanto, néio achamos pertinente a comparagio entre tais porcentagens uma vez que o
mimero de amostras analisadas por estado foi significativamente diferente (Tabela 7). Os
resultados apresentados revelam uma alta soropositividade para BRSV nos rebanhos
pesquisados, o que concorda com os resultados obtidos no Brasil (CAMPALANS &
ARNS, 1997); nos Estados Unidos (COLLINS et al.,1988), na Inglaterra (PATON et ai,
1998), no Canad4 (VAN DONKERSGOED er al,1993), e mais recentemente no Uruguay
(COSTA et al, 1999).
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Estas analises permitiram observar uma maior porcentagem de soros positivos nos
testes de dot-ELISA e S-ELISA em relagfio ao teste padrdo (SN), tais diferencas entre as
soropositividades, podem ser explicadas pelo fato destes testes serem capazes de detectar
uma amplitude maior de anticorpos que combinam com vérios determinantes antigénicos,
enquanto que, a SN detecta somente aqueles anticorpos que sio responsaveis pela
penetragiio do virus nas células. Porém, quando as anilises foram submetidas a testes
estatisticos, ndo se encontrou diferenga significativa entre as positividades com um valor P
< 0.05, o que vai encontro com os dados achados por LIMA et 0.(1999), quando este
comparou os testes de dot-ELISA e ELISA indireto com a soroneutralizacio.

A concordéncia, medida pelo indice Kappa, foi boa entre os testes desenvolvidos
em relacdio ao teste de SN (Tabela 3 ¢ Tabela 9), com base nestes dados podemos afirmar
que os testes por nés padronizados estio bem relacionados. O mesmo foi achado por
HOFNER et al. (1993), quando pesquisou anticorpos para enteroviroses bovinas, utilizando
as técnicas de fixagio de complemento, SN e S-ELISA.

Os valores encontrados para sensibilidade e especificidade dos testes
desenvolvidos esto representados na Figura 3. A alta sensibilidade e a boa especificidade
encontrada pelos dois testes, indica que eles servem bem para triagem sorolégica, pelo fato
de que estes testes tém maior probabilidade de detectar falsos positivos, agilizando os
sistemas de prevencio de doencas, onde se instalada a infecgiio em um ntimero pequeno de
animais do rebanho, algumas medidas poderfio ser tomadas, para evitar altos indices de
morbidade (GILLETTE, 1983; DUBOVI, 1993).
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Os testes aqui padronizados n#io apresentaram diferengas significativas tanto de
sensibilidades quanto especificidade, considerando assim que os dois testes apresentam
similar desempenho. CARDOSO (1994), ao comparar os testes de S-ELISA e ELISA
indireto na detecgéio de anticorpos contra o virus da bronquite infecciosa das galinhas, nfo
constatou diferengas significativas nos resultados atingidos. LIMA (1998) estudando a
presenca de anticorpos antipneumovirus avidrio, igualmente relatou a inexisténcia de
diferencas significativas, comparando os testes de dot-ELISA e ELISA indireta por ele
padronizados.

Os resultados deste estudo comprovam que o teste de dot-ELISA é realmente um
teste com alta sensibilidade e boa especificidade e que se adequa bem a reagdes antigeno-
anticorpo, sendo capaz de detectar baixos niveis de anticorpos, em comparagdo a outros
testes sorolégicos, como imunofluorescéncia indireta (BAHIA et al., 1993).

A principal diferenga deste teste para os outros ELISAs € a utiliza¢3o de discos de
nitrocelulose para imobilizagfio de antigenos, o que tem provado ser eficiente em varios
sistemas de avalia¢do de complexos antigeno-anticorpo.

Este teste torna-se rapido e pratico uma vez que os resultados sfo interpretados
visualmente, 0 que acarreta em altos riscos de subjetividade (HAWKES er al,, 1982;
LIMA, 1998 ¢ PARIMAL & VENUGOPALAN, 1999).

Apesar destes riscos, pode-se considerar o dot-ELISA como uma técnica eficiente
para triagem sorologica, por apresemtar boa especificidade, como constatada neste
experimento, uma vez que os verdadeiros soros negativos sdo facilmente detectados

(PARIMAL & VENUGOPALAN, 1999; LIMA, 1998; VERCAMMENT et al., 1998).



40

O método de S-ELISA apresenta algumas vantagens em relago aos outros testes
sorol6gicos, como por exemplo a velocidade com que sdo realizadas as técnicas, facilidade
de automagéo e, principalmente, auséncia de subjetividade (BAXTER-JONES et al., 1989).
Entretanto, 0 uso de equipamentos especiais e a exigéncia de mio-de-obra especializada
limitam- no ao uso laboratorial.

Por meio dos dados coletados neste estudo, valida-se o teste de S-ELISA para
detecgdo dos anticorpos anti- BRSV, bem como o teste de dot-ELISA como alternativa para
0 uso em laboratério € no campo, pelo fato de que os resultados sdo interpretados
visualmente, nfio requerendo mfo-de-obra especializada ¢ nem equipamentos caros, como
espectrofotdmetro para a realizagio das leituras, o que vem de encontro com a opinifio de
PAPPAS er al.(1984; 1986), que afirmaram ainda, que esta ultima técnica € muito
promissora no diagndstico de infecgbes de origem bacteriana e viral.

Portanto, dos testes aqui adaptados e padronizados, o S-ELISA foi reconhecido
como um bom teste, que se adapta bem para este tipo de virus sendo mais indicado para uso
em laboratério como alternativa ao teste de SN, principalmente em monitoramento
sorolégico e, o dot-ELISA como inovador para a detecgfio de anticorpos anti-BRSV e como
alternativa de diagnéstico 4 campo sendo, também, de grande valia no trabalho com

populagdes amostrais maiores .
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4. CONCLUSOES

4.1. Nas 423 amostras de soros bovinos analisadas provenientes de diversas propriedades
de diferentes estados brasileiros, foi detectada a presenca de anticorpos anti- BRSV
sendo 289 (68%) amostras positivas para o teste de SN; 303 (71,3%) para o teste de

dot-ELISA e 307 (72,5%) parao S-ELISA.

4.2. Os valores de sensibilidade ¢ especificidade encontrados para os testes de S-ELISA e
dot-ELISA adaptados neste trabalho n3o apresentaram diferengas significativas,
verificou-se também uma boa concordéncia entre os testes padronizados com o teste

de SN;

43. Os testes aqui adaptados e padronizados demonstraram ser, portanto, provas
sorologicas adequadas para serem utilizados no diagnéstico e triagem sorolégica do
BRSYV, em especial devido ao baixo custo e a sua praticidade, viabilizando seu uso em

laboratérios com pouca infra-estrutura, condizente com a realidade nacional.
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