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ARTIGOS / ARTICLES

Desenvolvimento e avaliacdo de um ensaio imunoenzimatico para o

7

MEDICINA VETERINARIA

diagnostico sorologico da infeccao pelo herpesvirus bovino 1

Development and evaluation of an enzyme-linked immunosorbent assay

for the serological diagnosis of the bovine herpesvirus 1 infection

Melissa C. Ferreira'; Kerlei C. Médici?; Alice F. Alfieri’; Amauri A. Alfieri**

Resumo

Um ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto utilizando antigeno ndo purificado foi desenvolvido para o
diagndstico sorologico da infec¢do pelo herpesvirus bovino 1 (BoHV-1). Nos experimentos de
padronizacdo varias substancias bloqueadoras de reagdes inespecificas foram avaliadas em diferentes
concentragdes ¢ associagdes. Os melhores resultados foram obtidos utilizando-se leite em pd desnatado
(5%) como solugdo de bloqueio e o tampao de diluigdo dos soros/conjugado acrescido de células
MDBK (10%), soro de eqiiino (10%) e leite em po6 desnatado (1%). O sistema foi avaliado frente a uma
colec@o de soros bovinos positivos (n=60) e negativos (n=62) para o BoHV-1 por meio da técnica de
soro-neutralizagdo (SN). O ELISA indireto padronizado nesse estudo, quando comparado com a SN,
apresentou 98,3% de sensibilidade ¢ 96,8% de especificidade (kappa: 0,93), valores que possibilitam a
sua implantagdo na rotina laboratorial para o diagndstico sorolégico da infec¢do pelo BoHV-1. O
desenvolvimento de um sistema de ELISA indireto utilizando antigeno nao purificado facilita a elaboragado
da técnica, reduz o custo de producéo e possibilita a sua aplicagdo em inquéritos soroepidemioldgicos
da infeccdo pelo BoHV-1 em rebanhos bovinos.

Palavras-chaves: Bovino, herpesvirus bovino 1, sorologia, ELISA indireto

Abstract

An indirect enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using non-purified antigen was developed for
serological diagnosis of the bovine herpesvirus 1 (BoHV-1) infection. Some blocking substances to
prevent nonspecific reactions were evaluated in different concentrations and combinations. The best
results were obtained using 5% skim milk powder as blocking solution and the serum/conjugated buffer
added with 10% MDBK cells, 10% equine serum, 1% skim milk powder. The system was evaluated with
a collection of positives (n=60) and negatives (n=62) bovine serum previously analyzed by
seroneutralization (SN) technique for the BoHV-1 antibodies. The indirect ELISA standardized showed
98.3% of sensitivity and 95.2% of specificity (kappa: 0.93) when compared with the SN technique. These
results would allow its implantation in the laboratorial routine for the serological diagnosis of the BoHV-
1 infection. The use of non-purified antigen in ELISA facilitate the elaboration, reduces the production
cost and makes possible the application of these technique in seroepidemiological study of the BoHV-1
infection in cattle herds.

Key words: Cattle, bovine herpesvirus 1, serology, Indirect ELISA
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Introducio

O herpesvirus bovino 1 (bovine herpesvirus 1 —
BoHV-1-), membro da familia Herpesviridae, é
considerado um dos principais patégenos de bovinos,
responsavel por grandes prejuizos econdmicos a
exploracao pecuaria (KIRKBRIDE, 1985;
ROIZMAN et al., 1992). A infec¢do pelo BoHV-1,
na dependéncia da idade do animal, da via de infec¢ao
e da estirpe viral, pode causar sinais clinicos distintos,
destacando-se os problemas do trato respiratorio
superior (rinotraqueite infecciosa bovina—IBR-), do
trato genital (vulvovaginite e balanopostite pustular
infecciosa —[PV/IPB-), conjuntivite, ¢ distarbios
reprodutivos como infertilidade, mortalidades
embrionaria e fetal, natimortalidade ¢ mortalidade
neonatal (GIBBS; RWEYEMANN, 1977; KAHRS,
1977, FENNER, 1987; WYLER; ENGELS;
SCHWYZR, 1989; ALFIERI; ALFIERI; MEDICI,
1998; STRAUB, 1991; OKANO et al., 2003;
TAKIUCHI et al., 2005).

O BoHV-1 encontra-se amplamente disseminado
em rebanhos bovinos de todo o mundo, excetuando-
se apenas alguns paises da Europa ocidental que
implantaram programas de erradicacdo dessa virose
(ACKERMANN al., 1990). Estudos
soroepidemiologicos, realizados em varias regides
geograficas, tém demonstrado a grande disseminagao
do BoHV-1 nos rebanhos bovinos brasileiros, tanto
com aptidao para a produgdao de carne quanto de
leite, com freqiiéncia de anticorpos (Ac) variando
entre 42,1 a 91,2%, (MUELLER et al., 1981;
RAVAZZOLO; PIZZOL; MOOIJEN, 1989; VIDOR
et al., 1995; RICHTZENHAIN et al., 1999;
MEDICI; ALFIERI; ALFIERI, 2000,; TAKIUCHI;
ALFIERI; ALFIERI, 2001).

et

O diagndstico da infec¢ao pelo BoHV-1 pode ser
realizado por meio de métodos que identificam o
agente etioldgico, a partir de material bioldgico obtido
de animais com sinais clinicos da infec¢do ou de fetos
abortados, como o isolamento viral em cultivo celular,
a imunofluorescéncia e a imunoperoxidase diretas e
a reacao em cadeia da polimerase (WYLER;

ENGELS; SCHWYZR, 1989; TAKIUCHI et al.,
2003;2005).

A deteccdo de anticorpos para o BoHV-1 em
soros bovinos, apesar de nao representar uma
ferramenta de diagnostico etiolégico em animais com
sinais clinicos, ¢ uma estratégia fundamental para
demonstrar a presenga do virus no rebanho, e
também para quantificar o numero de animais
infectados. A sorologia para o BoHV-1 também ¢
importante para o monitoramento da infeccdo em
rebanhos bovinos tanto para a defini¢do de
estratégias de controle e profilaxia, como a vacinacao,
quanto para a erradicacdo da infecgdo. As técnicas
mais utilizadas com essa finalidade sdo a soro-
neutralizagdo (SN) e o ensaio imunoenzimatico
(ELISA) indireto. A SN ¢ considerada a técnica
padrdao porém, ¢ laboriosa, demorada e requer
condigdes laboratoriais que possibilitem a manutengdo
de linhagens celulares (MEDICI; ALFIERI;
ALFIERI, 2000a).

Devido a facilidade na elaboracdo da técnica c a
possibilidade da analise simultanea de grande niimero
de amostras, a técnica de ELISA é a mais
rotineiramente utilizada para a detec¢ao de anticorpos
para o BoHV-1 em soros bovinos (WYLER;
ENGELS; SCHWYZR, 1989). No Brasil, para a
realizagdo de sorologia para o BoHV-1 por ELISA
indireto sdo disponiveis apenas kits comerciais
importados, o que aumenta consideravelmente o custo
do diagnéstico (MEDICI; ALFIERI; ALFIERI,
2000a; CORTEZ et al., 2001).

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e
avaliar um sistema de ELISA indireto para a detec¢ao
de anticorpos para o BoHV-1 em soros bovinos,
utilizando a técnica de SN como padrao de referéncia.

Material e Métodos
Células e Virus

A estirpe Los Angeles (LA) do BoHV-1 foi
amplificada em células MDBK (Madin Darby
bovine kidney) mantidas em meio Dulbecco
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modificado (DMEM, Gibco BRL, EUA)
suplementado com 7% de soro fetal bovino (SFB —
Gibco BRL, EUA) livre de micoplasmas e virus, 55
mg/mL de gentamicina (Sigma® Co., EUA) e 2,5 mg/
mL de anfotericina B (Sigma® Co., EUA). Para a
producdao do BoHV-1 em cultivo celular a
concentracdo do SFB presente no meio de cultura
celular DMEM foi reduzida para 1%. O titulo viral
presente na suspensdo foi calculado em dose
infecciosa 50% para cultura de tecidos (50% tissue
culture infective doses —TCID, ). O BoHV-1 foi
utilizado tanto para a realizacdo da técnica de SN quanto
para a producdo de antigeno para a técnica de ELISA
indireto. A linhagem de células MDBK utilizada para a
producdo do antigeno BoHV-1 foi monitorada pela
técnica da RT-PCR e encontrava-se livre do virus da
diarréia viral bovina (dados nao mostrados),
contaminante freqiiente de linhagens celulares mantidas
em meio de cultura suplementado com SFB.

Amostras de soros sangiiineos

Como soros sangiiineos de referéncia, negativo e
positivo, foram utilizados dois pools de soros,
constituidos por até 10 amostras cada pool. A
auséncia ou a presenca de anticorpos para o BoHV-
1, tanto nas amostras individuais quanto nos pools,
foi avaliada pela SN e também por um sistema de
ELISA indireto comercial (Bovine Rhinotracheitis
virus antibody test kit, HerdChek"”, IDEXX
Laboratories, Inc. EUA). Para a validagdo do ELISA
indireto, desenvolvido nesse trabalho, foram
selecionadas 122 amostras de soro, previamente
avaliadas em triplicata pela SN, sendo 60 amostras
positivas e 62 amostras negativas, colhidas de animais
adultos provenientes de rebanhos bovinos, com
aptiddo para a produgdo de carne ou de leite, da
Regido Norte do Estado do Parana.

Técnica de Soro-neutralizacdo

A titulagao dos anticorpos para o BoHV-1 foi
realizada de acordo com a microtécnica de SN

descrita por Bitsch (1978). Apos prévia inativacao a
56°C/30 min, diluigdes seriadas em base 2 (1:2 a 1:64)
dos soros, realizadas em meio DMEM, foram
distribuidas em triplicata em microplacas de 96
cavidades contendo 100 TCID,, por cavidade da
estirpe LA do BoHV-1. Apos incubagdo por 1 h a
37°C uma suspensido contendo 4 x 10* células
MDBK/cavidade, em meio DMEM, foi adicionada
e as placas incubadas a 37°C em atmosfera de 5%
de CO, por trés dias. Foram considerados positivos
os soros que nas dilui¢des >1:4 inibiram 100% do
efeito citopatico (ECP) do BoHV-1.

Produg¢do de antigeno-BoHV-1 para ELISA

Monocamadas de células MDBK inoculadas com
a estirpe LA do BoHV-1 (100 TCID, ) foram
incubadas a 37°C por 72 h. Com aproximadamente
80% de ECP as células, ainda aderidas, foram
removidas e a mistura células/meio de cultura celular
foi centrifugada a 5.000 x g por 30 min a 4°C. As
duas fracdes resultantes, o sobrenadante (fragdo A)
e o sedimento celular (fragdo B), foram processadas
individualmente.

A fragdo A foi concentrada por precipitagdo com
polietilenoglicol (PEG) 6000 (Sigma® Co., EUA) de
acordo com o método descrito por Gould et al. (1985).
Sob agitacao suave e constante, em banho de gelo,
lentamente foram acrescentados NaCl e PEG at¢ a
concentracdo final de 2,3% e 7%, respectivamente.
Apo6s a completa dissolugdo do PEG a mistura foi
mantida sob agitacao a 4°C por um periodo minimo
de 3 h ou maximo de uma noite e, entdo, centrifugada
a15.000x g a4°C por 20 min. O sedimento, resultante
da centrifugacao, foi reconstituido em 1 a 5% do
volume original com TES (10 mM Tris-HCI; 2 mM
EDTA; 150 mM NaCl), sonicado a 60 mA por trés
periodos de 15 s em banho de gelo, acrescido Tween
20 (Sigma® Co., EUA) até atingir a concentragdo
final de 2%, homogeneizado por 2 h a temperatura
ambiente, e clarificado por centrifuga¢doa 5.000 x g
por 15 min a 4°C.
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A fragdo B (sedimento celular), originada da
primeira centrifugacao, foi reconstituida em 10 mL
de tampao TES, submetida a trés ciclos rapidos de
congelamento / descongelamento e centrifugada a
15.000 x g por 20 min a 4°C. O sobrenadante foi
concentrado com NaCl e PEG e centrifugado como
descrito anteriormente. O sedimento foi ressuspenso
em PBST 2% (9,3 mM Na HPO,; 1,5 mM
NaH,PO,; 150 mM NaCl, 2% Tween 20),
homogeneizado por 2 h a temperatura ambiente, com
posterior sonicacao (3 ciclos de 15 s a 60 mA) e
centrifugacdo, como descrito anteriormente.

Os produtos das fragoes A e B foram mesclados,
homogeneizados e estocados a —70°C em aliquotas
de 1 mL, que foram utilizadas como antigeno-BoHV-
1 na técnica de ELISA.

Determina¢do da concentragdo de proteina

A concentragdo de proteina obtida no antigeno-
BoHV-1 foi determinada pelo método de Bradford
(1976), sendo o antigeno ressuspenso em tampao TES
até atingir o valor de 63,96 mg de proteina/mL.

Otimizacdo do ELISA indireto

As melhores diluigdes do antigeno, do soro e do
conjugado a serem utilizadas no ELISA indireto foram
determinadas por meio de um sistema de titulag@o
cruzada empregando soros negativos e positivos para
anticorpos anti-BoHV-1. Foram selecionadas, pela
analise da densidade optica (DO), as dilui¢des que
proporcionaram maior evidéncia da distingdo entre
0s soros positivos e negativos. Para a elaboragdo
das solugdes de bloqueio de reacdes inespecificas e
diluente do soro foram avaliados varios constituintes
(PBST, leite em po6 desnatado, soro fetal bovino, soro
de bovino adulto negativo para anticorpos anti-BoHV-
1, células MDBK, soro normal de coelho, soro de
eqiiino adulto, soro albumina bovina e meio de cultivo
celular com ou sem soro fetal bovino) em diferentes
concentragdes e associacoes, sendo selecionados

aqueles que proporcionaram menor ruido quando
testados frente ao soro negativo.

ELISA indireto

Microplacas de poliestireno com 96 cavidades
(Nunc-Immuno Plate, MaxiSorpl], Dinamarca)
foram adsorvidas com 70 pg/cavidade do antigeno-
BoHV-1 em 120 mL de tampao carbonato/
bicarbonato pH 9,6 (15 mM Na,CO,; 35 mM
NaHCO,) e incubadas por 18 h a 4°C em camara
umida. Apds esse periodo as placas foram
imediatamente utilizadas ou armazenadas a —20°C
para uso posterior. Anteriormente a utilizagdo as
placas foram lavadas seis vezes com PBST 0,05%
pH 7,6 (9 mM Na, HPO,; 1 mM NaH,PO,; 150 mM
NaCl; 0,05% Tween 20). Em seguida, foram
adicionados 150 pL de solugdo bloqueadora
constituida por 5% (p/v) de leite em po desnatado
(Molico®, Nestlé, BR) diluido em PBST 0,05%.
Apo6s 60 min de incubagdo a 37°C em camara umida
as placas foram lavadas trés vezes em solugdo PBST
0,05%. Na seqiiéncia, foram adicionados a cada
quatro cavidades (4 repeti¢des), 100 pL/cavidade de
cada soro a ser testado, na diluicdo 1:25 em PBST
0,05% acrescido de células MDBK (10%), de soro
estéril de eqiiino adulto (10%) e de leite em po
desnatado (1%). Ap6s incubagdo por 90 min a 37°C,
as placas foram novamente lavadas por trés vezes
em PBST 0,05%. Foram adicionados, em cada
cavidade da placa, 100 pL da dilui¢ao 1:20.000 de
imunoglobulina de coelho anti-IgG bovina conjugada
com peroxidase (Sigma® Co., EUA) em PBST 0,05%
acrescido de 1% de soro albumina bovina (InLab®,
BR), seguindo-se a incubacao por 30 min a37°C em
camara umida. Apos esse periodo as placas foram
novamente lavadas por cinco vezes em PBST 0,05%
e adicionados 100 pL/cavidade de tampao acido
citrico/fosfato pH 5,0 (100 mM H,C H,O,; 200 mM
Na,HPO,) acrescido de 0,005% orthophenylene
diamine (Sigma® Co, EUA) e 0,03% de H,0, como
substrato. As placas foram entdo incubadas a
temperatura ambiente por 15 min em camara escura
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e, apos esse periodo, as reagdes foram interrompidas
pela adigdo de 25 plL/cavidade de uma solugdo
contendo 3 N HCI. Em cada placa foram incluidos,
também em quadruplicata, controles positivo e
negativo (soros sangiiineos), e controles do conjugado
e do substrato. A DO, em absorbancia, de cada
reagdo foi mensurada em espectrofotometro para
microplacas (Emax®, IDEXX Laboratories, Inc.,
EUA) em filtro de 490 nm.

Determinag¢do do valor de R (Relagdo)

Para minimizar as variagdes entre os resultados
(DO) obtidos em cada microplaca, a DO de cada
soro teste foi expressa como valor de R (Relag?o)
que ¢ calculado com base na DO dos controles
negativo e positivo. O calculo foi realizado de acordo
Biondi et al (1996) por meio da seguinte formula:

R = (média das DOs de cada soro teste) - (média da DO do pool negativo)

(média da DO do pool positivo) - (média da DO do pool negativo)
Ponto de corte

O ponto de corte foi calculado a partir do maior valor
de R encontrado nos soros negativos (#=10) analisados
separadamente, acrescido de trés desvios padrao.

Validacdo do teste

As determinacdes de sensibilidade e de
especificidade, dos valores preditivo positivo e
negativo e da concordancia do ELISA indireto foram
realizadas de acordo com a metodologia descrita por
Coggon, Rose e Barker (1983). Para a andlise
estatistica foi também aplicado o modelo probabilistico
para comparacao de testes diagndsticos (GART;
BUCK, 1966), e o indice de concordancia Kappa
que foi avaliado por meio do método proposto por
Cohen (1960) utilizando a tabela de interpretagdo de
Landis e Koch (1977).

Resultados

As médias das DOs do pool de soros negativos
e positivos foram, respectivamente, 0.093 e 0.524.

Os soros negativos, individualmente, apresentaram
como menor ¢ maior DO, respectivamente, 0.080
(R=-0.030) ¢ 0.176 (R= 0.193). O desvio padrao
dos valores de R dos soros negativos foi de 0.072.
Os soros (n=122) utilizados para a validacao do
sistema que apresentaram valor de R >0.409 foram
considerados positivos. Com a utilizacdo desse
parametro, 59 (95,2%) dos 62 soros negativos e
59 (98,3%) dos 60 soros positivos, previamente
avaliados pela SN, tiveram os resultados
confirmados no ELISA indireto.

A tabela 1 apresenta as comparac¢des dos
resultados positivos e negativos obtidos pelas técnicas
de SN e ELISA indireto nos 122 soros bovinos
incluidos nesse estudo, utilizando como ponto de corte
trés desvios padrdo, bem como as analises de
validac¢do do ELISA indireto.

Tabela 1. Comparagao dos resultados obtidos nas técnicas
de soro-neutralizagdo e ELISA indireto para a detec¢do de
anticorpos para o herpesvirus bovino 1 em soros bovinos
e analises de validagdo do teste®.

ELISA SORO-NEUTRALIZACAO TOTAL
Positivo Negativo
Positivo 59 (a) 3 (b) 62 (atb)
Negativo 1 (c) 59 (d) 60 (c+d)
TOTAL 60 (a+c) 62 (b+d) 122 (atb+c+d)

‘Intervalo de confianga (IC): 95%

Sensibilidade relativa: (a) / (a+c) x 100 =59/60 x100=
98,3% (1C=93,4299,9)

Especificidade relativa: (d) / (b+d) x 100 = 59/62 x
100=95,2% (1C=94,4 2 97,6)

Valor preditivo positivo: (a) / (a+b) x 100 = 59/62 x
100=95,2%

Valor preditivo negativo: (d) / (c+d) x 100 =59/60 x
100=98,3%

Concordancia: (a+d) / (atb+c+d) x 100=118/122 x
100=196,7% (1C=95,5a97,1)

Kappa = Po* — Pe*/ 100 — Pe = 0,93

3 Precisdo observada
4 Precisdo esperada
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A Figura 1 apresenta os valores de R encontrados A Figura 2 apresenta a correlagdo entre as DOs
no ELISA indireto, de todos os 122 soros bovinos  obtidas no ELISA indireto e os titulos de anticorpos
utilizados para validagao dessa técnica, distribuidos  neutralizantes detectados na SN.
de acordo com o resultado (positivo ou negativo)
encontrado na técnica de SN.
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Figura 1. Distribuicao dos valores de Relagdo (R) encontrados no ELISA indireto para detec¢do de anticorpos para o
herpesvirus bovino 1 em soros bovinos negativos (n=62) e positivos (n=60) pela técnica de soro-neutralizagio.
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Figura 2. Correlagao entre o valor da densidade optica (DO) em ELISA indireto e o titulo na soro-neutralizagao na
deteccdo de anticorpos para o herpesvirus bovino 1 em soros sangiiineos bovinos (#=122) utilizados na valida¢do da
técnica de ELISA indireto. Coeficiente de correlagdo “r”” (1=0,93).
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Discussao

Diferentes sistemas de ELISA para o diagndstico
sorologico da infec¢ao pelo BoHV-1 em bovinos s@o
descritos na literatura. A grande maioria dos sistemas
utiliza em fase so6lida o BoHV-1 purificado
(PAREDES et al., 1999). Por ser um virus
envelopado, os processos de purificagdo do BoHV-
1 sdo laboriosos, envolvem ultracentrifugacao e, na
dependéncia do método utilizado, pode ocasionar
perda significativa no rendimento, aumentando o
custo de produgdo. O emprego de antigeno bruto,
ndo purificado, com freqiiéncia, ocasiona grande
numero de reagdes inespecificas inviabilizando o
diagnostico. O presente trabalho descreve o
desenvolvimento e a avaliagdo de um sistema de
ELISA indireto, que utiliza antigeno ndo purificado,
de facil padronizagao e baixo custo de produgao.

O antigeno utilizado foi produzido a partir de
preparagdes simples e rapidas, empregando-se
apenas a concentracao por meio de métodos quimicos,
que sdo facilmente realizados em laboratérios
convencionais de virologia que disponham de cultivo
celular. Nos trabalhos iniciais de padronizagdo, a
principal dificuldade encontrada foi com relagao as
reagOes inespecificas, observadas em amostras de
soros bovinos utilizados como controles negativos para
o BoHV-1 e que apresentavam resultados falso-
positivos. Para solucionar esse problema varias
substancias, classicamente utilizadas em sistema de
ELISA como bloqueadoras de reagdes inespecificas,
foram avaliadas em diferentes concentracdes e
combinagdes, tanto para a elaborac¢do do tampao de
bloqueio, quanto dos diluentes do soro e do
conjugado. Os melhores resultados foram obtidos
utilizando-se leite em p6 desnatado como solucdo
de bloqueio e o tampao de dilui¢do dos soros/
conjugado constituido por PBST 0,05% acrescido
de células MDBK (10%), soro de eqiiino adulto
(10%) e leite em po6 desnatado (1%).

A inclusdo de células MDBK no tampao de
dilui¢do do soro foi fundamental para a reducao do
sinal de fundo e, conseqiientemente, reduzir o nimero

de reagdes falso-positivas. A utilizagao de vacinas
produzidas em cultivo celular, como por exemplo
contra a Febre Aftosa, pode ser uma das provaveis
hipoteses que poderiam justificar as inespecificidades
encontradas inicialmente, e que foram reduzidas com
a inclusdo de células MDBK no tampao de dilui¢ao
do soro. Como o antigeno adsorvido a placa, produzido
em cultivo celular, ndo foi purificado, provaveis
anticorpos contra constituintes celulares poderiam
ligar-se as proteinas celulares presentes no antigeno
gerando reagdes falso-positivas. A disponibilidade de
proteinas celulares no tampao de dilui¢do do soro
provavelmente antecipou a ligagdo dos anticorpos anti-
proteinas celulares presentes no diluente do soro ndo
disponibilizando-os para aderir-se a placa.

Os valores de sensibilidade, especificidade, preditivo
positivo, preditivo negativo e de concordancia do ELISA
indireto descrito nesse trabalho assemelham-se, ou
mesmo sao superiores, aos descritos em outros sistemas
de ELISA (BOLTON et al., 1981; KRAMPS et al.,
1993; HAZARI et al., 2002).

Dos 122 soros avaliados pelo ELISA indireto,
apenas quatro apresentaram resultados discordantes
da SN. Considerando que os sistemas de ELISA
indireto, classicamente, s3o mais sensiveis que a SN
e que dois desses quatro soros apresentaram valor
de R (0.492 ¢ 0.572) bem superior ao ponto de corte
(R=0.409) esses resultados podem também ser
interpretados como reagdes falso-negativo na SN.
Varia¢des no tempo de incubagio virus/soro (1h ou
24h) podem ocasionar, em alguns soros bovinos,
diferencas no titulo de anticorpos para o BoHV-1
determinados pela técnica de SN (MEDICI;
ALFIERI; ALFIERI, 2000a; HAZARI et al., 2002).

Um soro positivo com titulo de 4 na SN
apresentou valor de R=0.18 o que o caracteriza como
negativo no ELISA indireto. Entretanto, como o
sistema foi padronizado para ser utilizado como teste
de triagem em amostras de soros provenientes de
rebanhos, e ndo para a defini¢cdo de infecg¢ao ou nao-
infeccdo de um animal especifico, os poucos
resultados discordantes encontrados praticamente nao
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influenciam, ou interferem muito pouco, em uma
avaliagdo da presencga ou da auséncia da infec¢ao
em rebanhos, bem como da taxa de animais
SOTropositivos.

Para o diagnéstico sorologico da infec¢do pelo
BoHV-1, com freqiiéncia, sdo utilizadas as técnicas
de SN e kits comerciais de ELISA indireto. A SN,
apesar de constituir-se a técnica padrdo ouro para a
deteccao de anticorpos anti-BoHV-1 é uma técnica
laboriosa, demorada e que requer a manutencgao de
linhagens celulares para a sua realizagdo.
Adicionalmente, um percentual de amostras pode
apresentar resultados inconclusivos devido a
presen¢a de soros téxicos, contaminados e
hemolisados. A técnica de ELISA apresenta como
vantagem principal a rapidez na conclusdo dos
resultados e a possibilidade de automacdo que
padroniza os resultados finais. Entretanto, o alto custo
¢ a principal desvantagem dos kits comerciais, nos
quais somente o seu valor de aquisi¢do, nao
considerando os custos necessarios para a sua
implantacdo, pode ser superior a US$ 1.20 por
amostra. Esse alto custo pode, em muitas situagoes,
elaboragcdo de
soroepidemiologicos.

inviabilizar a inquéritos

A disponibilidade de um sistema de ELISA indireto
produzido pelo proprio laboratoério de diagnostico e
que apresente repetibilidade e altos percentuais de
sensibilidade e especificidade, reduz o custo das
analises possibilitando a sua utilizagdo tanto como
rotina de diagnoéstico sorologico quanto em estudos
epidemiologicos realizados em grandes amostragens.
O sistema de ELISA indireto descrito nesse estudo,
além de apresentar bons resultados nos calculos de
validagao da técnica, apresenta como vantagens
adicionais a facilidade de obteng¢@o de antigeno ndo
purificado e o baixo custo, que possibilitam a sua
implantacdo como técnica para o diagnostico
sorolégico da infecgdo pelo BoHV-1 em rebanhos
bovinos.
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