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ABSTRACT

A liquid-phase enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) was developed for the detection of Vesicular Stomatites
(Vs) Indiana-3 virus antibodies insera of naturally infected
cattle, horses and swine. The viral glycoprotein was used as

antigen.

The reliability and repeatability of the ELISA was
determined by testing 533 animals sera, wich originated from
areas free of VS and 305 animals sera from areas where
outbreaks occur. ELISA and virus neutralization (VN)results
were correlated (x2:714,3)- ELISA shows similar sensibility and
high specificity than VN, and no significant statistical

difference was found betwen the replications of the test.

The ELISA test allows the testing of a larger number
of sera In a shorter period of time and at less cost than the
VN test. It can also be used in diagnostic laboratories In VS-
free areas for the support of epidemiological surveillance

programs.



RESUMO

A prova de ELISA competicdo em fase liquida foi

adaptada para a identificacdo de anticorpos antivirus da

Etomatite Vsicular (EV) sorotipo Indiana-3.
A glicoproteina viral foi usada como antigeno.

A validade e repetibilidade da prova foi determinada
pelo estudo de 533 soros de animais oriundos de regides livres
de doenca e 305 soros de animais oriundos de regides de surtos

de EV.

os resultados obtidos na ELISA tiveram elevada
correlacao com aqueles da virusneutralizacdo (VN) (x2:714,3),
com sensibilidade similar e maior especificidade, e nao se

observou diferencas significativas nas repeticdes da prova.

A prova de ELISA possibilita estudar um grande numero
de amostras, em periodo de tempo e custo menores que a VN, além
do que, a utilizacdo do antigeno ndo infeccioso faz possivel
seu uso em regides livres da doenca, em apoio aos programas de

vigilancia epidemiologica.
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1. INTRODUCAO

Na América Latina e nos paises do Caribe existem
cerca de 700 milhBes de hectares de uso agricola. Destes,
aproximadamente 540 milhfes sao constituidos por pastagens
naturais as quais suportam o mais Importante rebanho pecuario
do mundo, em termos absolutos e relativos. Apds as aves, 0S
bovinos e suinos despontam como as principais, espécies
produzidas. Dos rebanhos bovinos, 80% (220 milhdes) encontra-se

na América do Sul.

Embora todo este efetivo nos pertenca, nossos paises
enfrentam uma caréncia de proteinas de origem animal. Nossa
producdo de carne e leite é extremamente menor que a de outros
paises desenvolvidos (E.U.A. e Canadd), e este fato repercute
diretamente sobre a qualidade de vida de nossas populacdes e

sobre a expectativa de vida ao nascer (CASAS et al., 1983).

Essa baixa produtividade é explicada em parte pelo
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pouco investimento de recursos na melhoria das pastagens, pela
necessidade de utilizacdo de suplementos alimentares em NoOsSsos
rebanhos e principalmente pelas precarias praticas de manejo
dos rebanhos, em particular no controle das enfermidades
transmissiveis. Esta falta cronica de cuidados sanitarios,
ocasiona perdas econbmicas equivalentes a 35% do potencial de
producdo de nossos rebanhos, sendo que nos paises desenvolvidos

esta perda alcanca aproximadamente 7% (CASAS et al., 1983).

Entre as enfermidades transmissiveis que afetam os
rebanhos encontra-se a Estomatite Vesicular (EV), incluida na
lista "A" da Oficina Internacional de Epizootias, junto a
outras doencas vesiculares. Estas doencas tem grande poder de
difusdo, sendo capazes de extender-se além das fronteiras
nacionais, cujas consequéncias socio-econdmicas e sanitarias
podem ser graves e cuja incidéncia no comércio internacional de

animais e produtos pecuarios animais € importante.

A EV é uma doenca viral que afeta varias espécies
animails, domésticas e silvestres. O virus da EV (VEV) tem uma
ampla gama de hospedeiros, vertebrados e invertebrados, na
natureza, incluindo o proprio homem, no qual produz um estado
gripal. Dentre as espécies domésticas de importancia econdmica,
a Ev afeta principalmente equinos, bovinos e suinos, produzindo
lesGes vesiculares na boca, patas e uUbere (HANSON, 1952;

PATTERSON et al ., 1958; TESH, 1975).
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A presenca da EV em determinadas regifes é um fator
limitante para o intercambio comercial. Atualmente o movimento
de animais entre as diferentes regides, resultante de
importacdes-exportacdes, é realizado com analise prévia dos
soros para detectar a presenca de anticorpos ant virus da EV,

entre outras.

Para essa finalidade, as provas soroldégicas
utilizadas sao a fixacdo de complemento (BOULANGER & BANNISTER,
1960) e a virus neutralizacdo em células (FERREIRA, et al.,

1979).

A prova de fTixacdo de complemento tem demonstrado
baixa especificidade, comprovando-se reacOes cruzadas entre

sorotipos, além de problemas de pro e anticomplementariedade.

A prova de virus-neutralizacdo em células requer o
uso do antigeno infeccioso o que torna inconveniente a sua

realizacdo em regides livres da doenca.

Ambas as provas sdo demoradas, obtendo-se o0sS
resultados apés um minimo de 20 hs para a fixacado de

complemento e de 48 hs para a virus-neutralizacao.

O Centro Panamericano de Febre Aftosa (PANAFTOSA)

localizado no estado do Rio de Janeiro, Brasil, € o organismo
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da OMS que possui o laboratoério de referéncia em diagndstico de

doencas vesiculares para América do Sul.

O PANAFTOSA possui uma colecdo das cepas de virus de
EV i1soladas em diferentes regides do continente americano,
assim como soros das diferentes espécies animais pertencentes

as regides de surtos da doenca.

Visando-se dotar os programas de saude animal com um
instrumento de diagndéstico rapido e seguro, pelo qual
possibilita-se uma melhoria na vigilancia epidemioldgica desta
virose, fToi desenvolvida a presente pesquisa. Nesta, utilizou-
se como referéncia a colecdo de soros positivos para o VEV, do

PANAFTOSA.

Este trabalho objetiva:

1. Estudar a validade e repetibilidade da prova de ELISA
competicdo em fase liquida, assim como a sua correlacdo com a
virusneutralizacdo, visando identificar anticorpos anti-VEV
Indiana 3 (sorotipo este que, até o presente somente, foi
isolado, de animais domésticos, no Brasil);

2. Propde-se ainda a utilizacdo de um antigeno néao

infeccioso (glicoproteina) para a realizacdo da prova estudada.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estomatite Vesicular (EV)

A EV é uma doenca viral que afeta principalmente
equinos, bovinos e suinos, embora tenha-se observado que VEV
infecta naturalmente uma ampla gama de espécies animais,
incluindo o homem (TESH, 1975). Atualmente a EV esta restrita

ao continente americano (O.1.E., 1990; PANAFTOSA, 1990) (fig.
1e2).

2.1.1. Historico

Um surto de enfermidade vesicular, na Europa, foi
descrito por veterinarios franceses, durante a primeira Guerra
Mundial em cavalos do exército que haviam sido importados dos
E.U.A. e do Canada (JACOULET, 1915). Esta foil a primeira

referéncia de enfermidade vesicular em equinos. A partir desse
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foco, a doenca disseminou-se a outros pailses europeus e

africanos, regides nas quais nao persistiu (HANSON, 1982).

Nos E.U.A., COTTON (1926) estabeleceu etiologia
viral da doenca, e i1solou pela primeira vez o VEV a partir de
lesbOes vesiculares de bovinos e equinos do estado de Indiana.
A cepa isolada foi denominada Indiana. No ano seguinte, 0 mesmo
pesquisador (COTTON, 1927), identificou uma nova cepa viral,
que causa idéntica sintomatologia, porém €& antigenicamente
diferente a cepa Indiana. Esta nova cepa isolada de animais
oriundos do estado de New Jersey (E.U.A.), foi denominada New

Jersey.

Segundo ARBELAEZ et al. (1987), a primeira descricao
da doenca na América do Sul, foi feita na Coldémbia, em 1929, no

Departamento de Huila, afetando bovinos, equinos e suinos.

Posteriormente, em 1939, a EV fol detectada em
equinos da Provincia de Buenos Aires em La Plata, Argentina,
(BAUDOU, 1939) e na Venezuela, em 1941, acometendo bovinos,
equinos e suinos (BASTERRECHEA-ELORRIETA, 1943).

Em 1961, em Trinidad, América Central, JONKERS et al.
(1964) 1i1solaram uma outra cepa que denominaram Cocal. O
isolamento foi a partir de acaros do género G gantol ael aps.

Esta cepa mostrou relacdo com o virus Indiana, porém ndo com o



-
foram obtidos em Belém, Para (Brasil), também a partir de

G gantol ael aps (apud FEDERER et,al., 1967).



iy 1 ~ Distribuilgac da Estomatite Yesicolar ne wondoe (/77



i - NJ e Ind. 1
# - Ind. 2

=: - Ind. 3

Fig. 2 - Distribuigao do YEY no continente americano.
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Uma cepa 1déntica a cepa Cocal, for i1solada em 1963
a partir de amostras colhidas, de equinos, na localidade de
Salto, Provincia de Buenos Aires (Argentina) (GARCIA PIRAZZI et

al., 1966). Esta cepa foil denominada cepa Salto.

No Brasil, o histérico da EV comeca no ano 1964, com
um surto de enfermidade vesicular em equideos, no Estado de
Alagoas, onde foi isolada uma cepa que recebeu a denominacdo de
Alagoas (ANDRADE, 1974; ANDRADE et al., 1980). Este foi o

primeiro isolamento do virus em animais domésticos, no Brasil.

FEDERER et al. (1967) estudaram as relacbes entre os
diferentes VEV, utilizando as provas de fixacdo de complemento
e de virus neutralizacdo em camundongo. Neste mesmo trabalho,
propos-se a classificacdo do sorotipo Indiana em trés subtipos:
Indiana-1, para a amostra classica isolada nos E.U.A.; Indiana-
2, para as amostras Cocal (Trinidad) e Salto (Argentina),
Indiana-3 para a amostra Alagoas (Brasil). As relacdes
soroldgicas cruzadas entre as diferentes cepas do sorotipo

Indiana, foram também observadas por NOZAWA (1976).

Ainda no Brasil, o VEV foi detectado em Vvarios outros
Estados, acometendo diversas espécies animais de importéncia
econdmica. A continuacao apresenta-se um detalhe cronoldégico

dos surtos de EV no Brasil.
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No Estado de Sdo Paulo, identificou-se o VEV em

amostras de epitélio equino, do Municipio de Rancharia
(PUSTIGLIONE NETTO et al., 1967) e do Municipio de Ribeirao
Preto (ARITA e ARITA, 1983). Em ambos os casos, 0 virus isolado
foi classificado como Indiana-2. A mesma cepa foi também
responsavel pela infeccdo de equinos no Estado do Rio Grande do

Sul (PRADO et al., 1979).

Em 1972, no Estado de Minas Gerais, foi feita a
notificacdo de doenca vesicular, atingindo equinos (CONTEIRO,
1972), porém o primeiro isolamento de virus, naquele Estado,
identificado como sorotipo Indiana-3, foi feito em bovinos em

1977 (ROCHA ARAUJO et al., 1977).

Em 1984, novamente i1dentifica-se o sorotipo Indiana-
3. Desta vez, a partir de amostras colhidas de bovinos do
Estado do Ceara (ARITA et al., 1985); e de bovinos, equinos e

suinos do Estado de Minas Gerais (DEAK et al., 1987).

Nos Estados do Piaui e Sergipe, também em 1984,
bovinos, equinos, suinos, ovinos e caprinos foram acometidos
por uma doenca vesicular, constando identificacdo do sorotipo
Indiana, nas amostras provenientes do Estado de Sergipe, nos
registros do Servico de Defesa Sanitaria Animal (SDSA/MA,

1991) .
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No ano de 1985, novamente o sorotipo Indiana-3

acometeu bovinos, equinos e suinos do Estado de Minas Gerails.
o mesmo virus foi identificado também em amostras de animais

com doenca vesicular no Estado do Piaui (SDSA/MA, 1991).

No Municipio de Rezende, Rio de Janeiro, em 1986,
Varios equinos e bovinos foram acometidos de doenca vesicular
e, do material colhido, for i1solado VEV, identificado como

Indiana-3 Agulhas Negras (ALONSO FERNANDEZ e SOMAHL, 1986,

informacao verbal) .

No mesmo ano o sorotipo Indiana-3 foir isolado de
amostras de epitélio de animais dos Estados do Ceara, Minas

Gerais e Sao Paulo (SDSA/MA, 1991).

Mais recentemente (1988 e 1991) o sorotipo Indiana-3
foi isolado novamente de bovinos do Estado do Ceara, sendo este
estado o ultimo com ocorréncia de EV registrado pelo Servico de

Defesa Sanitaria Animal no Brasil (SDSA/MA, 1991).

Em quase trinta anos a doenca disseminou-se, no
Brasil desde a regido Nordeste até o Sudeste do pais,
acometendo trés espécies domésticas (equinos, bovinos e suinos)

de grande importancia econdmica (Tabela 1).



Tabela 1: Histdrico da Estomatite Vesicular nc Brasil
DATA ESTADC TIPO*
1964 Alagoas IND-3
1967 S3¢ Paulo IND=-2
1972 Minas Gerais IND=3**
1977 Minas Gerais IND-3
1978 R.Grande do Sul IND-2%%
1979 Sao Paule IND=-2
1280 Distrito Federal IND™
1980 Minas Gerais IND™
1980 R.Grande do Sul IND”
1981 Minas Gerais IND-3
1984 Ceara IND-3
1984 Minas Gerais IND-3
1984 Sergipe IND*
1985 Minas Gerals IND-3
1985 Piaui IND~-3 g
1986 Ceard IND~3
1986 Minas Gerais IND=-3
1986 Rio de Janeiro IND-3
1386 Sac Paulo TND-3
1988 Ceara IND-3
1991 %%x* Ceara IND-3

* De acordo com FEDERER e col. {(1%967).

* k

* k&

Diagndéstico realizade por identificacdo de anticorpos.

Até semana 28 (12/07/591).

Sem informacdc de subtipo.

13
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2.1.2. Etiologia

O VEV pertence a fTamilia Rhabdoviridae, género

vesi cul ovi rus (MATTHEWS, 1982) .

A familia Rhabdoviridae possui representantes que
infectam uma ampla gama de hospedeiros animais (vertebrados e

invertebrados) e vegetais (KNUDSON, 1973; EMERSON, 1985).

O VEV é o prototipo da familia e tem sido estudado em
detalhe. Possui a forma de um projétil (com uma extremidade
arredondada e outra achatada) ou baciliforme (ambas
extremidades arredondadas) (KNUDSON, 1973). Mede
aproximadamente 65 x 175 nanometros (nm), tendo um
nucleocapsideo de simetria helicoidal rodeado pelo envelope, do
qual emergem projecdes denominadas espiculas o acido nucleico
€ do tipo ARN de fita simples, com peso molecular (PM) de

aproximadamente 4-5 x 106 daltons (d) (EMERSON, 1985).

A analise por electroforese em gel de poliacrilamida

revela cinco proteinas estruturais sendo trés do
nucleocapsideo: "N, com PM de 50 - 62 x 103 d; "'NS" com PM de
40 - 50 x 103 d e L', com PM de 150 x 103 d. As duas proteinas
restantes encontram-se no envelope: "M" com PM de 20-30 x 103d

e "G com PM de 70-80 X 10°d (MATHEWS, 1982). Esta ultima,
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denominada glicoproteina, corresponde as espiculas. A

glicoproteina é especifica do subtipo e € a responsavel pela
inducdo da formacdo de anticorpos que neutralizam as particulas

virais integras (KELLEY et al., 1972; CARTWRIGHT e BROWN 1972).

Posteriormente, LEFRANCOIS e LYLES (1982) e WAGNER
(1984) mediante estudos dos determinantes antigénicos da
glicoproteina do VEV com anticorpos monoclonais, acharam 40-50%
de homologia entre os sorotipos New Jersey e Indiana, porém
comprovaram que os determinantes antigenicos responsaveis pela
inducdo da formacdo de anticorpos neutralizantes, séo

especificos do sorotipo.

O Comité Internacional de Taxonomia de Virus tem
classificado 4 membros dentro do género Vesiculovirus. Eles
sdo: 1) Estomatite vesicular; 2) Chandipura; 3) Isfahan e 4)
Piry. Por sua vez, o VEV é subdividido em 5 sorotipos: New
Jersey, Indiana, Cocal, Argentina e Brasil (Alagoas) (MATHEWS,

1982) .

Entretanto, FEDERER et al., (1967) estudaram as
relac0es antigenicas e 1munogénicas dos diferentes VEV
utilizando as provas de fixacao de complemento e
virusneutralizacao, observando reacdes soroldgicas cruzadas
entre as cepas Indiana, Cocal, Argentina e Brasil. Neste mesmo

trabalho foi proposto a divisao do sorotipo Indiana em trés
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subtipos: Indiana-1, para a amostra classica isolada nos

E.U.A_.; Indiana-2 para as amostras Cocal e Argentina, e
Indiana-3 para a amostra Brasil (Alagoas). Este critério de
classificacdo, com base nas relacGes imunoldgicas das amostras,
vem sendo utilizado desde a época por PANAFTOSA, e pelos
laboratorios oficiais de diagndstico das doencas vesiculares da

América do Sul.

2.1.3. Aspectos clinicos da doenca

A sintomatologia clinica da EV é indistinguivel
daquela das outras doencas vesiculares. O periodo de incubacao
da doenca, em bovinos, equinos e suinos varia entre 24 horas e

alguns dias.

A primeira manifestacdo clinica em bovinos e equinos
€é a sialorreia, porem em suinos observa-se inicialmente

laminite. Estes sinais, geralmente sdo acompanhados por febre.

Posteriormente aparecem papulas na mucosa oral,
glandula mamaria e rodete coronario. Estas papulas transformam-
se em vesiculas, as quais se rompem liberando um fluido aquoso,
claro, rico em virus; transformando-se mais tarde em ulceras
(CHOW e MC NUTT, 1953; RIBELIN, 1958; SEIBOLD e SHARP, 1960;
YUILL, 1981; HANSON, 1982).
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Durante o periodo febril e vesicular, os animais

apresentam prostacdo e anorexia. Posteriormente a febre
diminui, podendo aparecer um segundo pico febril. As lesdes
tendem a curar em 8-14 dias, podendo aparecer mastite, como uma
das sequelas das lesdes na glandula mamaria (MASON, 1978;
YUILL, 1981).

Em alguns casos a doenca pode apresentar-se sob forma
subclinica (ndo vesicular), com um quadro de debilitacdo geral

(HANSON, 1981, YUILL, 1981).

Os animals recuperados da doenca desenvolvem

anticorpos para o subtipo viral infectante.

2.1.4_. Aspectos epidemioldgicos da doenca

Atualmente, a EV esta restrita aos E.U.A. e México,
e a varios paises na América Central e na América do Sul
(ASTUDILLO et al., 1984; BARRETO, 1984; MC DANIEL, 1984; MASON,

1984). A Fig. 1 mostra a distribuicdo geografica da doenca.

A distribuicdo do subtipo viral usado na presente
pesquisa, assim como as datas dos seus isolamentos estéao

relacionados na Fig. 2 e Tabela 1 respectivamente.
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Dentre as principais caracteristicas epidemioldgicas
da EV, destaca-se que: 1) os focos iniciam-se subita e
simultaneamente, durante épocas quentes e chuvosas, em
propriedades bastante separadas entre si. 2) Aproximadamente
entre 10-15% dos animais desenvolvem sinais clinicos, embora
tem-se observado rebanhos com taxas de ataque de até 100%. Os

animais adultos sédo os mais afetados (MASON, 1978).

Nas regifes endémicas observa-se que a topografia,
geralmente, éde terreno plano, com aguas paradas, vegetacao
frondosa e umidade elevada (MASON, 1978); a doenca tem uma
Incidéncia sazonal (desaparece no Inverno); e existe ocorréncia
de infeccdes em animais silvestres, em humanos e em suinos
(JOHNSON, 1969; MASON, 1978; YUILL, 1981; BRANDAO, 1989). As
regides de ocorréncia epidémica estdo associadas a presenca de
correntes naturais de agua, arbustos e arvores (MASON, 1978,
KOTAIT, 1990); e as espécies suceptiveis encontram-se em geral

livres de anticorpos (MASON, 1978).

A transmissao do virus por contato direto é dificil
em bovinos e equinos, mas pode ocorrer em suinos (HANSON,
1982). Feridas na mucosa oral podem servir como porta de
entrada ao VEV (HANSON, 1982, ARBELAEZ et al., 1987). A
infeccdo no homem, tendo como fonte de infeccéo animais doentes
€ provavelmente por contaminacdo com aerossois infecciosos,

através das vias nasofaringeana, conjuntiva ocular ou
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escoriacbes na pele (JOHNSON, 1969; TESH e JOHNSON, 1975;
MASON, 1978; YUILL, 1981).

Trés aspectos epizootiolégicos da EV sugerem que se
trata de uma enfermidade transmitida por vetores: 1) a
incidéncia sazonal; 2) a limitacdo ecoldgica; e 3) a rapidez e
forma de disseminagdo (HANSON, 1952). TESH et al. (1971)
descreveram a replicacdo do VEV em mosquitos e a sua
transmissdo via transovariana, o que poderia explicar como o
virus se perpetua na natureza. Os insetos parecem ter um
importante papel como vetores e reservatorios do VEV na
natureza. O VEV Indiana jafoi isolado de Qul ex sp. (JONKERS et
al.,1964); de Aedes sp. (SUDIA et al., 1967); de Phl ebot onus
sp- (SHELOKOV et al., 1962; JOHNSON et al., 1969); de
Drosophila nelanogaster, de Lutzonya trapidoi (YU LL, 1981);

de G gantol ael aps (JONKERS et al ., 1964).

Também os animais silvestres, principalmente as
espécies arbdreas (macacos, preguicas, morcegos, porcos
espinhos, ratos) e semiarbdoreos (mamiferos formigueiros,
marsupiais, quati) sadoreservatorios do VEV, desenvolvendo
altos titulos de anticorpos anti-VEV, em comparacdo com os
titulos observados em animais terrestres (veados, porcos
selvagens) (JOHNSON, et al., 1969; MASON, 1978). Todos estes
animais encontram-se em grande variedade de habitats

ecologicos, e geralmente sem contacto regular com os animais
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domésticos e o homem. E 6bvio, que o VEV mantém-se nas regides

selvaticas, em forma independente do ciclo de infeccdo dos

animais domésticos.

Entretanto, JOHNSON et al. (1969) admitiram a
hipotese de que o virus Indiana, seria basicamente um virus de
plantas. Neste caso, segundo Os pesquisadores, O virus teria um
envelope duplo o que o faria nado 1iInfeccioso para o0s
vertebrados. Porém, alguns insetos, principalmente
Phl ebot onus , seriam capazes de infectar-se sugando as plantas.
O virus se replicaria no inseto, perdendo um envelope,

adquirindo assim infecciosidade para os vertebrados.

Os pesquisadores sugerem que se estabeleceria, desta
maneira, um ciclo planta-inseto-vertebrado, e que este ultimo
poderia se iInfectar ndo somente por picadas de iInseto, mas
também pelo iIngestdo de insetos infectados junto com as

plantas.

2.1.5. Diagnéstico

odiagnostico clinico da EV, pode ser confundido,
dependendo da espécie acometida, com o0 de outras doencas
vesiculares, tais como a Febre Aftosa, a Doenca Vesicular dos

Suinos e o Exantema Vesicular. Por este motivo, o diagndstico
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laboratorial, com a identificacdo do virus em amostras do

liquido vesicular ou epitélio, lesionado, é imprescindivel

(CARBREY, 1984).

Para tal identificacdo, utilizam-se as provas de
fixacdo de complemento (BROOKSBY, 1948; FEDERER et al., 1967),
de virus neutralizacdo em camundongos (FEDERER et al., 1967) ou
em células (FERREIRA et al., 1979) de ELISA (FERRIS e
DONALDSON, 1988; ALONSO et al., 1991), e a prova de
imunofiuorescéncia com anticorpos monoclonais (FERNANDEZ,

1988).

A exemplo do que acontece na natureza, o VEV, em
condicOes experimentails, iInfecta uma ampla gama de sistemas
bioldégicos, como ovos embrionados (SORENSEN, 1958); camundongos
(FEDERER et al., 1967; MASON, 1978), cobaias (ARBELAEZ e ROCHA,
1983) e diversas linhas de cultivos celulares animais e
vegetais (FERREIRA et al., 1979; YUILL, 1981; CARBREY, 1984).
Estes substratos bioldégicos sao utilizados para a replicacao

experimental do virus.

Quando a 1identificacdo do agente causal nédo ¢
possivel, é necessario entdo proceder ao diagnostico pela
identificacdo de anticorpos em amostras, pareadas, de soros. Um
aumento do titulo de anticorpos, da ordem de 0,6 log, é

considerado indicativo de enfermidade recente.
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Em geral, a presenca de anticorpos no soro pode ser
evidenciada pela refratariedade do animal a uma reinfeccéo,
pela capacidade do soro do animal convalescente de neutralizar
0 antigeno "in vivo™ ou "in vitro”, e de fixar o complemento em
presenca do antigeno ou de formar linhas de precipitacdo quando

reage com o antigeno.

A refratariedade do animal a uma infeccdo é de curta
duracdao na EV. SORENSEN et al. (1958) infectaram
experimentalmente bovinos com o VEV e os reinfectaram apds 30
dias, comprovando o desenvolvimento de lesfOes vesiculares
tipicas da doenca. Porém, esses animais evidenciam altos
titulos de anticorpos neutralizantes, por inoculacdo das

misturas soro-virus em ovos embrionados.

Outros substratos bioldgicos, tais como camundongos
adultos (KARSTAD e HANSON, 1958; FEDERER et al., 1967),
camundongos lactantes (CASTANEDA et al., 1964) e cultura de
células (CASTANEDA et al., 1964; FEDERER et al., 1967; FERREIRA
et al., 1979) foram utilizadas para as provas de neutralizacéo,

demonstrando todos eles sensibilidade a replicacdo do VEV.

A utilizacdo de culturas de células, demonstrou ser
mais econdmica do que outros substratos utilizados para a
realizacdo da prova de neutralizacdo (CASTANEDA et al., 1964),

sendo adotada como prova de rotina em varios laboratérios de



23
diagnostico (CARBREY, 1984; ALONSO, 1986). Porém, tem-se

observado reacbes, nado especificas, quando estudados soros de
bovinos e de suinos sadios, provenientes de regifes livres de
EV, sem suspeita clinica nem epidemiolégica da doenca (KING,
1983; WILKS et al., 1984; ALONSO, 1988 informacéo verbal;
ALLENDE, dados nao publicados).

GELETA e HOLBROOK, (1961), realizaram comparacdes
entre as técnicas de neutralizacédo e fixacdo do complemento
direta, para i1dentificacdo de anticorpos de EV. Os autores
observaram que os anticorpos Tixadores de complemento
alcancaram nivel maximo em duas semanas poés-inoculacéo,
declinando gradualmente até desaparecer, aproximadamente aos
110 dias pés-inoculacdo. Relatam também, a presenca de reacdes
cruzadas entre os sorotipos New Jersey e Indiana.

Entretanto, no mesmo estudo, os anticorpos neutralizantes foram
detectados durante todo o periodo de duracdo do experimento (48

meses), em titulos altos, mas flutuando irregularmente.

A prova de Tfixacdo de complemento foi também
utilizada por outros pesquisadores, sofrendo modificacdes nos
tempos e temperaturas de incubacdo (BOULANGER e BANNISTER,
1960), ou passando de tubos a microplacas (CARBREY, 1984), na
tentativa de melhorar os resultados obtidos. Porém, além das
reacdes cruzadas, ja descritas por GELETA e HOLBROOK (1961),

ocorrem fenbmenos de proé, e anti-complementariedade quando
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trabalhados soros de suinos e bovinos (KANG e PREVEC, 1970;

SONDAHL, informacéo verbal, 1985).

A prova de imunodifusdo em gel de agar também tem
sido utilizada para a deteccao de anticorpos EV (NIETO e
SEGRE, 1958; MYERS e HANSON, 1962; ALONSO et al., 1979; CENTENO
e OBIAGA, 1979). Esta prova, que identifica anticorpos
precipitantes, demonstrou ter pouca sensibilidade e observam-se
fortes reacgdes cruzadas entre os sorotipos New Jersey e
Indiana. Para evitar estas reacdes nao desejadas, WILKS, et al.
(1984) desenvolveram uma prova de i1munoeletroosmoforese,
utilizando como antigeno a glicoproteina purificada do VEV. A
prova era capaz de detectar anticorpos em soros de animais
convalescentes de EV, mas a sua sensibilidade mostrou-se menor

que aquela encontrada na virusneutralizacao.

Em 1985, VERNON e WEBB, desenvolveram uma prova de
ELISA indireta para detectar anticorpos Ig M em soros de
animais experimentalmente infectados com o sorotipo New Jersey
do VEV. A prova foil capaz de detectar infeccdes recentes.
Porém, apo6s 64 dias de iniciada a infeccdo, os titulos de Ig M
cairam, nado sendo possivel detectar estagios avancados de

convalescéncia.

No ano seguinte, WORKMAN et al ., (1986) desenvolveram

uma prova de ELISA para detectar anticorpos, em geral, de EV em
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soros de bovinos experimentalmente infectados com os sorotipos
New Jersey e Indiana do VEV. Os autores encontraram reacdes
cruzadas entre ambos sorotipos. Isto era devido, possivelmente,
ao fato de que o virus é fixado na placa com um tampdo
fortemente basico que alteraria a estrutura viral, expondo as

proteinas internas (N, NS e L).

Para evitar esse tipo de reacdes, foil que autores que
trabalham com o virus da febre aftosa, preferiram usar a prova
de ELISA de competicdo em fase liquida para a identificacdo de
seus epitopos (Mc CULLOGH et al., 1985) e de anticorpos

antipolimerase do mesmo virus (ALONSO et al., 1990).

Desta maneira, considerando-se os trabalhos dos
autores citados, ALLENDE et al., (1991) desenvolveram uma prova
de ELISA de competicdo em fase Iliquida, para identificar
anticorpos VEV, sorotipos New Jersey e Indiana 1. A prova era
sensivel e especifica, ndo observando-se reacfes cruzadas entre
os diferentes sorotipos. Nesse trabalho, propbe-se a utilizacéo
da glicoproteina do VEV (MARTINS et al., 1991) como antigeno,
J& que ela é especifica do sorotipo e, é ainda, responsavel
pela inducdo da producdo de anticorpos neutralizantes (KELLEY

et al., 1972).
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A prova de ELISA desenvolvida por ALLENDE et al.
(1991) é a prova estudada na presente pesquisa, para

identificar anticorpos anti VEV-Indiana-3.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Antigenos

3.1.1. Virus

A cepa VEV-Indiana 3, Br/86, isolada de amostras de
epitélio bovino do municipio de Rezende (RJ) ano de 1986;
replicou-se em células BHK-21 clone 13. Assim, quando
desenvolveu-se aproximadamente 80% de efeito citopatico, as
suspensdes virulentas foram submetidas aos processos de
congelamento e descongelamento. Posteriormente fToram
clarificadas, retirando-se o0s debris celulares, por
centrifugacao, a 1000xg, durante dez minutos. O sobrenadante,
entdo obtido, apdés a clarificacdo foi fracionado em ampolas de
vidro de 1ml e conservado em nitrogénio Iiquido a -170°C. O
antigeno assim obtido (Ag VN) foi utilizado na realizacdo das
provas de virusneutralizacdo. Também foram utilizados para
algumas provas de VN as cepas VEV-New Jersey e VEV-Indiana 1,

pertencentes ao cepario do PANAFTOSA.
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3.1.2. Antigeno glicoproteina (Ag GI)

O Ag Gl foi obtido conforme o procedimento descrito
por MARTINS et al. (1991), resumidamente, suspensdes da Ag VN
foram centrifugadas a 75000xg por 1 hora. O sedimento obtido
fol resuspendido ao 5% do volume original em tampdo TEN e
misturado ao detergente nédo i6nico OGP. Apdés 1 hora de
incubacao a 25°C, foi centrifugado por 2 horas a 85000xg. O
sobrenadante contendo a glicoproteina foi dialisado 36 horas a
4°C e conservado a 4°C com 0,05% de NaNg em fraccdes de 1 ml.
A glicoproteina foi utilizada na realizacdo das provas de
ELISA. Também foram utilizadas para algumas provas de ELISA, as

glicoproteinas dos VEV-NJ e VEV-Indiana-1.

3.1.3. Antigeno para producdo de anti-soro de captura

A cepa de VEV-Indiana 3 relacionada em 3.1.1, foi
replicada em monocamadas de células IBRS-2. Quando desenvolveu-
se aproximadamente 80% de efeito citopatico, as suspensdes
virulentas foram submetidas aos processos de congelamento e de
descongelamento. Posteriormente foram clarificadas por
centrifugacdo, a 1000xg, durante dez minutos, retirando-se
assim os debris celulares. O sobrenadante obtido apdés a
clarificacdo, contendo o antigeno, foi concentrado por ultra-
centrifugacdo a 75000xg, (ultracentrifuga Sorvall-0TD75B, rotor
AH 629) durante 60 minutos. O sedimento entédo obtido, foi

resuspendido a 5% do volume original, em tampdo salina fosfato
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(PBS), e utilizado como antigeno (Ag IBRS-2) na preparacao do

soro hiperimune de coelho.

3.2. Soros

3.2.1. Anti-soro de captura

Dois coelhos adultos foram inoculados por via
intramuscular profunda, com 1,0 ml do Ag IBRS-2 emulsificado,
volume a volume, com adjuvante incompleto de Freund. Quatro
semanas apos a primeira 1inoculacdo, os coelhos Tforam

reinoculados com o mesmo antigeno e a mesma dose, e pela mesma

via.

ApOs sete dias da reinoculacdo, fez-se a terceira

inoculacéo, pela mesma via, a mesma dose, porém com o Ag IBRS-

2, sem adjuvante.

Uma semana ap0s a terceira inoculacdo, via puncao
cardiaca, obteve-se sangue suficiente para a obtencdo de soro
hiperimune. Uma vez separado o soro, este foi inativado em
banho maria, a 56°C, por trinta minutos, filtrado em membrana

de o,20um e conservado em frascos de vidro, em volume de 1ml,
a -20°C.
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3.2.2. Anti-soros detectores

Foram utilizados dois anti-soros detectores, um

preparado em cobaia e o outro em camundongo.

3.2.2.1. Anti-soro detector de cobaia - For utilizado
como anti-soro detector o soro hiperimune de cobaia, homologo
ao virus relacionado em 3.1.1, que foi obtido na soroteca do
Laboratério de Referencia em Diagnostico, de PANAFTOSA,

preparado segundo técnica descrita por ALONSO (1983).

3.2.2.2. Anti-soro detector de camundongo - Foi
produzido por trés inoculacdes via intramuscular profunda, com
o Ag VN, em camundongos adultos, seguindo-se o mesmo esquema
descrito em 3.2.1. Nos camundongos utilizou-se a dose de 0,2 ml

em cada 1noculacao.

3.2.3. Soros padroes

3.2.3.1. Positivos - Foi selecionado um soro de
equino convalescente da infeccdo natural com o virus
relacionado em 3.1.1. Este soro foi utilizado como controle
positivo nas provas de VN e ELISA. Também foram selecionados

soros de bovinos i1noculados com VEV-New Jersey e com VEV-

Indiana-1.
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3.2.3.2. Negativo - Utilizou-se soro fetal bovino

(SIGMA) como controle negativo, das provas de VN e ELISA.

3.2.3.3. Cobaias - Vinte cobaias adultas, de
aproximadamente 500 g, de peso corporal, foram inoculadas via
intradermo-plantar, com o VEV-Indiana-3, Br/86, previamente

adaptado a essa espécie.

Amostras de sangue foram colhidas antes da
inoculacdo, e nos dias 3, 5, 7, 14, 21, 28 e 90 apos
inoculacdo. Uma vez obtido os soros, estes foram inativados em
banho maria a 56°C, por 30 minutos, e distribuidos em frascos

de vidro, contendo 1ml, conservados a -20°C.

3.2.4. Soros para Pesquisa de Anticorpos

Foram colhidas 533 amostras de soro de animais
provenientes de regides livres de EV, considerados como
verdadeiros negativos. De areas endémicas, com atividade do
virus da EV Indiana-3, foram colhidas 305 amostras de soro,
considerados como verdadeiros positivos, havendo dentre eles
amostras provenientes de animais a partir dos quais havia sido

isolado o virus.

Adotou-se este critério, para classificar os soros em

positivos e negativos dada a impossibilidade de inocular
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animais suscetiveis com o virus da EV, por razbes de seguranca

bioldgica.

3.2.4.1. Soros de regides livres do VEV-Indiana-3
Este grupo de soros estava Tformado por
1) 294 soros bovinos, e 56 soros suinos provenientes
do Chile (Servicio Agricola Ganadero, SAG, Chile);
2) 102 soros de bovinos provenientes do Uruguail
(Direccidon de Lucha contra la Fiebre Aftosa - DILFA,
MGAP , Uruguaib);

3) 25 soros de bovino provenientes da Italia
(PANAFTOSA) e

4) 56 soros de equinos provenientes da Argentina

(PANAFTOSA) .

Todos os soros foram inativados em banho-maria a 56°C

por trinta minutos e conservados em frascos de vidro a -20°C.

3.2.4.2. Soros de regides de atividade do VEV
Indiana-3

Este grupo de soros colhidos em diferentes datas, no
Brasil, pertencem a colecdo de soros de PANAFTOSA, e estava
formado pelas seguintes amostras:

1) 65 soros de equinos e 19 soros de bovinos, muitos

deles, com lesbes vesiculares, dos Estados do Rio de

Janeiro, Minas Gerais, Alagoas, Serqipe e Piaui. Das
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amostras epiteliais colhidas destes animais foi

diagnosticado VEV-Indiana 3.

2) 221 sSoros de suinos, clinicamente sadios,

colhidas em matadouros do Estado do Para, e

estudados previamente, por virusneutralizacéo, para
identificacdo de anticorpos de EV  (BRANDAO, 1989).
Estes soros  também  foram inativados e conservados
a -20°C como descrito em 3.2.4.1.



3.3. Solugdes

3.3.1.

3.3.2.

3.3.4.
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Tampac salina fosfato (PBS)DPH 7.4

Nacl 8,0 «

K CL Q,"

Na,HPO,12H.Q 2,9 g

K H,PO, 0,2 g

H,0 destilada 100G 1

Tampdo de diluigao

PBS 100 ¢

Tween 20 0,05 -1

Soro normal coelho 2,0 ml

Ovoalbumina 1,0 ml

(ICN. Biomedicals,

Inc., Costa Meso, CA,

USA)

Scro normal das espécies

animais em estudo 2,0 nl (de cada
uma)

Solucdo salina fisioldgica pH 7.4

Nacl 8,5 g

H.0 destilada 1000 ml

Solucaoc de lavagem

Solugdoc salina fisioclégica 500 ol

Tween 20 0,25 ml
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3.3.5. Tampao carbonatc-bicarbonato 0,05 M pH 9.6

Na,CO; (0.015 M) 0,8 g
Na HCO, (0.035 M) 1,47 g
H,0 destilada 500 ml

2.3.6. Substratoe de peroxidase
C-phenilendiamina (0OPD) 10 mg
Tampdo Acildo 25 ml

Diluir imediatamente antes de usar.

3.3.7. Tampao acido para diluir OPD
Cy Hy 07 . H0 (0.1 M) 6,5 ml
Na, HPO;, (0.2 M) 7,0 ml

H,0, (30 vol.)
diluide 1:1150 11,5 ml

3.4, Prova de virus neutralizagdo (VN)

A pesquisa de anticorpos neutralizantes nos soros,

foi realizada pela técnica descrita por FERREIRA et al. (1979}.

0 titulo neutralizante de um sore fol definido pela
reciproca da diluigdc desse soro, expresso em logaritmo de base
10, gue protegla 50% da nonocanada de células da linhagem IB-

RS-2, clone 17, frente a 10°**DICCq4/0,1 ml de virus.
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3.4.1. Células

Células IB-RS-2, clone 17, cultivadas em monocamada,
em frascos de Roux, foram tratadas com tampdo carkonato de
sédio pH 7,7 contendo 1% de tripsina, e diluidos em mneio Eagle
acrescido de 10% de soro fetal bovino. A suspe~ -io contendo
300.000 células por mililitro, fol depositada nas cavidades de
placas para microtécnica (Falcon 3040) na quantidade de 1o0ul
por cavidade. Imediatamente apds, as placas foram cobertas com
tampa de vidro ou de pldstico e incubadas a 37°C er estufa com

atmosfera umida, contendo 5% de CO,, durante 24 horas.

3.4.2. Virus

Foram utilizadas como antigeno as cepas VEV-Indiana

3 Br/86, descrita em 3.1.1., VEV-Indiana 1 Costa Rica/72 e VEV-

New Jersey Costa Rica/66.

As suspensdes estoque de virus tinham todas elas, um

titulo superior a 10%'DICC,,/ml.

3.4.3. Soros

Apds inativacgdo, o©s soros foram submetidos a
diluigdes base 4 em melo Eagle, sem soro, a partir de 1:2 até

1:2048.

3.4.4. Mistura soro-virus

A 0,5ml de cada, diluigdo de soro, foi adicionado
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0,5ml de uma suspensdo de virus contendo 10*'DICC./ml, diluido
em melo Eagle, sem soro. A mistura sore-virus, incubou-se na

estufa, a 37°C durante 1 hora.

3.4.5. Inoculagdao das microplacas

No momento da inoculacde das microplacas, o meio de
crescimento das células feil eliminado invertendo-se as placas
e secando-as ccm auxilic de papel absorvente. Imediatamente,
1001l de cada diluigdc da mistura scro-virus fol depositada em
sels cavidades, reservando-se as duas cavidades inferiores de
cada coluna para o controle de toxicidade da diluigdo de soro

respectiva (fig. 3)

SORO N2 1 SCRO Ne 2
1 2 3 4 S & 7 8 9 1o 11 12
1: 1:1 1:6 1:25 1:102 1:409 1: 1:1 1:6 1:25 1:102 1:1096
4 6 4 6 ) =] 6 4
CON TRO LE CON TRO LE
TOX CID DE SCRO TOoX CID DE SQRO
I A I A

Flgura 23: Dlstribulgdao das amestras sore/virus e dos controles de
toxicidade dos scros na microplaca, para prova de

virusneutralizagao
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Posteriormente, as placas foram cobertas com tampas de
vidro ou de plastico e incubadas a 37°C em estufa com atmosfera
umida, contendo 5% de CO,, durante 48 horas. Em cada prova
incluiram-se soros de referéncia positivo e negativo era o virus

da prova e um controle das doses do virus.

3.4.6. Leiltura e interpretacdo da prova

A leitura das microplacas, realizou-se apos 48 horas de
incubacdo. O conteldo delas foi despejado em um recipiente contendo
uma solucdo aquosa de &cido acético a 0,5% e acido citrico a 1%.
Logo a seguir, as placas foram submersas, por 20 minutos em solucao
aquosa contendo 5% de formol e 0,1% de cristal violeta. Apés esta
fase, foram enxaguadas em agua corrente e a leitura realizada

visualmente.

As cavidades com monocamadas de células com auséncia de
efeito citopatico foram consideradas intactas. A prova foi julgada
valida quando os controles de células, toxicidade dos soros, virus,

Soros positivo e negativo mostravam reacdes normais.

O titulo neutralizante foi calculado a partir das
cavidades com células protegidas, segundo o método de Spearman e
Karber. Titulos superiores a 1,3 foram considerados positivos,

conforme ALONSO (1986).



3.5. Prova de ELISA Sandwich Indireta (ELISA-SI)

Os reagentes utilizados na prova de ELISA de competicéo
em fase liquida, foram previamente titulados, para conhecer seus
titulos Otimos de uso, utilizando a prova de ELISA-SI (VOLLER et
al., 1976). Esta consiste basicamente de: 1. anti-soro de captura
(soro hiperimune de coelho); 2. antigeno (glicoproteina); 3.
anticorpo detector (soro hiperimune de cobaia ou camundongo); 4.
conjugado (Ig G de cabra anti Ig G de cobaia e Ig G de cabra anti-
Ig G de camundongo, acopladas a enzima peroxidase), e 5. substrato

(OPD) (figura 4).

3.5.1. Titulacao do anti-soro de captura e do antigeno
(Titulacédo em bloco)

3.5.1.1. Adsorcédo do anti-soro de captura o soro

hiperimune de coelho relacionado em 3.2.1 foir utilizado como anti-

soro de captura. Sua titulacdo foir feirta adsorvendo o anti-soro

diluido em tampdo carbonato-bicarbonato (3.3.5) em microplacas com

96 cavidades (DYNATECH IMMULON, Dynatech Laboratories, Inc.

Alexandrino, VA, USA).

Realizou-se 12 diluicgdes, base 2, a partir de 1:100 (Fig-
5), e colocou-se um volume de 100mi/cavidade, utilizando 8
cavidades para cada diluicdo. O processo de adsorcao foi incubado

por 18 horas a 4°C.
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Posteriormente, retirou-se o conteudo, invertendo-se a
placa e lavouse duas vezes com solucdo salina Tfisiologica

secando-a com compressdo leve sobre papel absorvente.



~
\

\ )

~”
\\ - SUBSTRATO
/‘

>—< L > conmucano

DETECTOR

. ANTIGENO
| CAPTURA

Fig. 4 - Esquema da prova ELISA sandwich indireta
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—» diluigdes anti-soro captura

1 2 3 4 5 ] 7. 8 9 10 i 12
A 1:100 13 it 1: 1 1: 11 1: 1: 1: 1: 1

1:50 | 200 400 | 800 1600 | 3200 | 4400 12800 25400 51200 107830 | 204800

B 1:100

c 1:200

o 11400

w
Ag E 1:800

F 1:1600 :

G 1:3200

H 1:6400

Figura 5: T:*tulagcac em blcco do anti-soro de captura e do

arzigeno por ELISA SI.

Imediatamente apos essas operacdes, as cavidades da
placa foram preenchidas com 100ul de ovoalbumina & 1% em PBS,
utilizado cc estabilizador dos anticorpos e blogueador de
espagces liv =2s. Apos 1 hora a 25°C, as lavagens referidas na

etapa anteri1or foram repetidas.



Imediatamente apos essas operacdes, as cavidades da placa
foram preenchidas comioogl de ovo albumina a 1% em PBS, utilizado
como estabilizador dos anticorpos e bloqueador de espacos livres.

Apdés 1 hora a 25°C, as lavagens referidas na etapa anterior foram

repetidas.

3.5.1.2. Antigeno - O anti-soro de captura foi
contraposto (titulacdo em bloco) as diluicdes do antigeno
glicoproteina, preparados no tampao descrito em 3.3.2 e

distribuidos como esquematizado na figura 5.0 volume adicionado

foil desoul/cavidade.

A reacao foir incubada a 37°C, durante 1 hora, em agitacao
circular lenta (DSG-TITERTEK/4, Flow Laboratories). O reagente em
excesso for eliminado por 3 lavagens sucessivas com a solucéao
descrita no item 3.3.4. Nas seguintes etapas da prova, apos as
IncubacOes, os excessos de reagentes, sempre foram eliminados da

forma descrita nesta etapa.

O tampao utilizado para diluir o antigeno glicoproteina,
foir o mesmo utilizado nas diluicdes do anti-soro detector e do

conjugado.

3.5.1.3. Anti-soro detector - O anti-soro detector, cuja

finalidade é revelar o antigeno captado na reacdo, foi o coro
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hiperimune de cobaia relacionado em 3.2.2. Ap6s diluido, ele foi
incubado durante 30 minutos a 37°C antes do uso. Este detector foi
adicionado a todas as cavidades da placa em volume de soul,e
incubado a 37°C em agitacao lenta, eliminando-se posteriormente o

regente em excesso. Imediatamente, adicionou-se 0 conjugado.

3.5.1.4. Conjugado - O conjugado (lg G de cabra anti Ig
G de cobaia (SIGMA) acoplado a enzima peroxidase) foi diluido na
sua dose de reatividade otima, e incubado a 37°C durante 30 minutos
prévio a ser colocado na placa. Posteriormente, adicionou-se as 96
cavidades da placa em volume de 50ul e a reacdo | incubada
durante 30 minutos a 37°C em agitacao lenta, apds o que elimininou-

Seé 0 regente em excesso.

3.5.1.5. substrato - A ortofenilendiamina (OPD), que se
constituiu no cromégeno da reacédo, foi diluida em tampdo acido como
descrito em 3.3.6 e 3.3.7, e adicionada em volume de so0ula&s%®H
cavidades da placa. A prova foi Incubada a 25°C durante 15 minutos,
protegida da luz. Decorrido esse prazo, a reacédo foi detida pela
adicdo de s0ul de acido sulfurico 3N, em todas as cavidades da

placa.

3.5.1.6. Leitura - A lertura da prova, por densidade
Optica, foi feita em um espectrofotébmetro para ELISA (TITERTEK

Multiskan MK11, Flow Laboratories) com filtro de 492nm.



Escolhemos como diluicdes de reatividade 6timas aquelas
diluicdes do anti-soro de captura e, do antigeno glicoproteina que
forneceram valores de absorvancia préximos a 2.0 (leitura maxima do

aparelho).

3.5.2. Titulacao dos anti-soros detectores
Uma vez escolhidas as diluicbes de reatividade 6tima do
anti-soro de captura e do antigeno, como descrito em 3.5.1,

procedemos a titulacdo dos soros detectores.

A técnica utilizada foi tanbém SI, desta vez o anti-soro
de captura adsorveu-se em duas placas, na diluicdo escolhida em
3.5.1. o tampéo utilizado, assim como o blogueio com ovo albumina

foram i1guails aos descritos em 3.5.1.

O antigeno glicoproteina, na diluicdo de reatividade
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otima, foi adicionado em toda a placa, em volume de 50ul/cavidade,

Posteriormente, incubou-se, lavou-se e secou-se como descrito em

3.5.1.

Em continuacdo, os anti-soros detectores (cobaia e
camundongo), foram diluidos, um em cada placa, a partir de 1:100 em
base 2,até 1:204.800. Cada diluicdo do anti-soro detector foi
adicionado a uma coluna da placa (8 cavidades) em volume de
50ul/cavidade. O periodo de incubacdo foi de 30 minutos a 37°C em

agitacao lenta, apds o que continuamos as etapas restantes da prova



como descrito em 3.5.1, utilizando-se o conjugado anti-camundongo
com 0 detector de camundongo, e cponjugado anti-cobaia com o

detector de cobaia.

A leitura da prova foi feita da mesma forma que em 3.5.1,
escolhendo como 6timas, aquelas diluicbes dos anti-soros detectores

que forneceram valores de absorvancia proximos a 2.0.

3.6. Prova de ELISA sandwich indireta de competicdo em fase liquida

A técnica Sandwich indireta de ELISA de competicdo em
fase li1quida, esquematizada na Figura 6, foi utilizada por ALLENDE
et al. (1991) para identificacdo de anticorpos anti VEV sorotipos

New Jersey e Indiana 1.
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FASE LIQUIDA

.A

SORO NEGATIVO SORO POSITIVO
ANTIGENO
22 o XX
DETECTOR
ANTIGENO
CAPTURA ¥ ;

'\_ CONJUGADO
DETECTOR
ANTIGENO :
) oy

- SUBSTRATO
CONJUGADO
DETECTOR
ANTIGENO

CAPTURA ¥ ;

‘\
,,;,
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Fig. * - Esquema da prova ELISA competigao em fase liquida



Na presente pesquisa, aplica-se essa técnica para
identificar anticorpos anti VEV-Indiana 3. Foram estudados na ELISA

todos os soros, das regides livres e de atividade do VEV-Indiana 3,

relacionados em 3.2.4._

3.6.1. Anti-soro de captura

Os suportes (microplacas de 96 camadas DYNATECH IMMULON)
foram adsorvidos, como descrito em 3.5.1, com o anti-soro de
captura na sua diluicdo de reatividade Otima, e posteriormente

bloqueou-se os espacos livres com ovoalbumina 1% em PBS.

As placas com o anti-soro de captura adsorvido (fases
solidas) foram preparadas em grande quantidade e mantidas, cobertas
com fita adesiva, a -20°C. Diariamente foram retiradas as placas
necessarias e levadas gradativamente a temperatura de 37°C,

mantendo-as por 20 minutos, a 4°C, 20 minutos, a 25°C e 20 minutos,
a 37°C.

3.6.2. Fase liquida
A fase liquida consistiu-se de diluicbes do soro problema
confrontados ao antigeno glicoproteina, em diluicdo pré-

determinada, preparados numa microplaca auxiliar.

O tampéo utilizado para as diluicdes dos soros, do

antigeno, do detector e do conjugado foi o descrito no item 3.3.2.
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Cada diluicio de soro foi feita em duplicata (ocupando

duas celunas}, comecando por scoro puro, em base 5, até 1:3125.
Obtivemos, desta maneira, seis diluigdes por cada soro e utilizou-
se duas cavidades por cada diluigdo. Assim, fci possivel estudar em

cada placa S soros (Fig. 7)

Soros: NE 1 N2 2 NE 3 N2 4 NE S Pos. Neg.
1 r
| | |
1 Z 3 [ S = 7 8 G 10 M 12 |
A2 1:2 1:2 | 1:2 | 1:2 1:2 1:2 1:2 1:2 1:2 1:20 1:2
B 1:10 1:100 1:10
c 1:50 1:500 1:50
o 1:250 1:2500 1:250 1
E 1:1250 1:12%00 | 1:125C
F 1:46250 1:62500 | 1:6250 :
G - CON TRO LE DE ANTL GENO -
H - BRAN co -

Figura 7: Distribuigao dos soros, em diluicdo final, e dos

controles, na placa de ELISA SI competicac fase

liguida.



50

Separadamente, preparou-se a diluicdo do antigeno

gliocoproteina, e adicionou-se, volume a volume a cada diluicdo do

soro, obtendo-se as diluicfes finais dos soros mostradas na figura
7.

Incluiu-se em cada placa os seguintes controles:

diluicdes dos soros padrdes positivo e negativo, controle de

antigeno e um branco.

A reacdo é incubada 1 hora a 37°C.

3.6.3. Transferéncia

Da fase liquida, sopl foram transferidos para a fase
solida, sendo o sistema incubado a 37°C por 30 minutos em agitacéo
lenta. Os reagentes em excesso de todas as etapas foram eliminados

por trés lavagens sucessivas com a solucdo descrita em 3.3.4.



3.6.4. Anti-soro detector

Os soros hiperimunes de cobaia ou de camundongo, usados
como detectores, foram diluidos na dose de reatividade Otima
respectivamente, e incubados a 37°C durante 30 minutos antes de

serem adicionados a placa.

Quando se pesquisaram anticorpos em soros de suinos e
cobaias, utilizou-se o detector de camundongo. Nas outras espeécies

empregou-se o anti-soro detector de cobaia.

Todas as cavidades da placa foram preenchidas com 50 ul do
anti-soro detector, e apds um periodo de incubacdo de 30 minutos a

37°C em agitacdo lenta, eliminou-se o reagente em excesso.

3.6.5. Conjugado
As diluicbes dos conjugados correspondentes a cada
detector foram incubadas a 37°C durante 30 minutos antes de serem

usadas na prova.

O conjugado foi adicionado em volume de 50 ul em todas as
cavidades da placa. Concluida a incubacédo de 30 minutos a 37°C em
agitacdo lenta, eliminou-se 0 excesso de reagente e adicionou-se O

substrato.
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3.6.6. Substrato

A OPD, diluida em tampao, acido (item 3.3.6 e 3.3.7),
adicionou-se em volume de 50 ul as 96 cavidades das placas. A reacédo
foil incubada a 25°C durante 15 minutos, protegida da luz. Decorrido

esse prazo a reacao foi detida pela adicdo de 50% de acido

sulfdrico 3N.

3.6.7. Leitura e iInterpretacao da prova

A leltura da prova se fez num espectrofotometro para
ELISA (Titertek Multiskan MI1) com filtro 492nm. Considerou-se como
valor 100% de densidade optica a média das leituras obtidas nas 12

cavidades correspondentes ao controle de antigeno (linha G, figura

7)

A partir desse valor, calcularam-se os titulos dos soros,
que correspondem a reciproca da diluicdo, expressa em log 10, que

forneceu um 50% do valor obtido no controle do antigeno.

3.7. Analise estatistica

A partir dos dados obtidos nas diferentes etapas do
trabalho foram calculadas a sensibilidade (S), especificidade (E)
das provas, W e ELISA, bem como os respectivos valores preditivos

dos resultados positivos (VPR+) e negativos (VPR-).

Complementarmente, determinou-se o valor Global das provas. A estes
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valores for aplicado o teste de duas proporgdes, com aproximacao
normal, para verificar a existéncia ou nado de diferencas
significantes entre eles. Adotou-se, como nivel de rejeicao, alfa
igual a 0,05 e o valor critico de "Z" de alfa igual a 1.96 (BERQUO
et al, 1980).

Para o calculo da concordancia entre ambas as provas foi
utilizado o Coeficiente de Correlacao Intragrupal *Kappa'* de acordo

com JENICEK & CLEROUX (1983).

Utilizou-se, também, o Coeficiente de Associacao de Yule
para determinar o grau de associacdo entre os resultados obtidos
pelas provas de VW e ELISA. 0 nivel de significancia da associacdo
foi calculada através do X2 (Qui-quadrado), estabelecendo-se como
hipotese de trabalho a existéncia de concordancia entre os métodos.
O nivel de rejeicdo da hipétese de nulidade foi estabelecido em 5%,

2

correspondendo o X~ alfa a 3,84, para 1 grau de liberdade (BERQUO

et al, 1980).

A repetibilidade da prova de ELISA foi avaliada por um
desenho estatistico de blocos casualizados, onde trés soros foram
estudados quatro vezes cada um, em dias diferentes, por cinco
operadores. O nivel de significancia das repeticdes foi calculado
através do teste F estabelecendo-se como hipétese de trabalho que
nao ha diferenca entre as repeticdes de um mesmo soro. O nivel de

rejeicdo da hipdétese de nulidade foi estabelecido em 5%
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correspondendo o F, a 3,06 para 4 e 15 graus de liberdade (MARKUS,

1973).
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4 .  RESULTADOS

0Os resultados obtidos da presente pesquisa sao
apresentados a seguir, e correspondem aos dados obtidos nas
provas de ELISA e virusneutralizacdo (VN) e a analise dos

mesmos.

4_.1. Titulacdo do anti-soro de captura, antigeno e anti-soro

detector por ELISA

As titulacdes em bloco do anti-soro de captura e 0
antigeno glicoproteina, forneceram como dilucdo Otima de uso

para a captura: 1/16000 e para o antigeno: 1/300.

O anti-soro detector de cobaia teve sua reatividade

6tima na diluicdo 1/10000 e o de camundongo na diluicdo 1/1000.

Tendo tais resultados prepararam-se as placas

sensibilizadas com a captura na sua diluicdo 6tima de uso, e
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utilizou-se o antigeno e os detectores nas diluigdes

correspondentes, para a realizagdo de tedo o experimento.

4.2. Titulag¢doc dos soros padrao

As figuras 8, 9, 10 e 11 e a tabela 2, mostram os

resultados das titulacdes dos soros padrdes, relacionados enm

3.2.2, frente ac antigeno VEV-Indiana-3 Br/86, pelas provas de

VN e ELISA.

Tabela 2: Titulos 50%, expressado em log 10, dos scros padrodes

estudados para o antigeno VEV-Indiana 3 Br/86.

SORO Elisa VN
Sorc fetal bovino <0.3 <0.6
Soro positivo VEV-NJ <0.2 1.5
Soro positivo VEV-Indl 0.64 2.25
Soro positivo VEV-Ind3 2.53 4,35

4.3. Titulagao dos soros para pesquisa de anti-corpos

0s resultados das titulagdes expressados em log 10,

dos soros relacicnados em 3.2.4, pelas provas de VN e ELISA,
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e a sua representagac gréfica nas figuras 12 e 13,

respectivamente. .
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Figura 8. Representacac grafica dos titulos neutralizantes dos soros
padroes frente ao antigeno VEV-Indiana 3 Br/86.
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Figura 9 Representacao grafica dos titulos de ELISA dos soros padrdes
frente ao antigeno glicoproteina VEV-Indiana 2 Br/86.
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Tabela 3: Distribui¢ae dos soros, provenientes de regides
livre e endémicas do.VEV, segundo os titules (log

10) pelas provas de ELISA e VN

Tit. log 10 Ne de soros

regiao livre rec:.o endémica

ELISA VN ELISA VN
0.0 — 0.3 357 163 2 0
0.3 — 0.6 111 115 1 1
0.6 — 0.9 65 160 2 2
0.9 — 1.2 0 52 a 4]
1.2 — 1.5 a 29 2 0
1.5 — 1.8 0 14 o 0
1.8 - 2. 0 0 16 0
2.1 — 2.4 Q 0 22 2
2.4 — 2.7 o 0 30 2
2.7 — 3.0 0 0 59 8
3.0 — 3.3 0 0 71 ' 3
3.3 — 3.6 0 0 48 11
3.6 — 3.9 0 0 17 2
3.9 — 4.2 0 0 28 274
Totais 533 533 305 305
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Fig. 12 - Representagéo grafica dos resultadus das titulagoes por virus-neutralizagao
dos soros de regides livres (\\\) e de atividade viral @ )
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dos soros das regides livres (\\\) e de atividade viral VEV-Ind.3 (8 ).
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4.4. Validade da prova de ELISA

4.4.1. Sensibilidade e especificidades

Pressupondo, com base nos dados epidemiolégicos, que
todos os soros provenlente de regides livres de EV, siao
verdadeiros negativos, e gque os soros provenientes de regides
com atividade viral do VEV-Indiana sdo verdadeiros positivos,
realizou-se o estudo da especificidade e sensibilidade da prova

de ELISA.

Admitiu-se gue o nivel de anticorpos contra EV deve
ser menor no dgrupo de soros de regides livres da doenca do que
no grupo de soros de regides de atividade wviral. Para
classificar-se individuos, observa-se se eles situam-se acima
ou abaixo de um ponto critico da escala quantitativé do nivel
de anticorpos, elegendo-se um valor discriminante, de tal forma
gque seja nlnimizada a quantidade total de erros de
classificacdo: falso positivo para animais provenientes de
Areas livres da infeccdc e falsoc negativo prara cos infectados

nao detectados pelas provas soroldgicas.

Escolheu-se como valor limite positivo-negativo,
baseando-se na observacic dos resultados da figura 13, o valor
1.0 log 10, e construiu-se a tabela 4, obtendo-se os valores de
especificidade de 100% e sensibilidade de 99%. illa prova de VN,

utilizando-se o valor limife 1.2 lcg 10 (ALOMNSO, 19863, obteve-
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se os valcres de 95% e 98% para especificidade e sensibilidade,

respectivamente, (tabela 5).

A tabela 6 contém os valcres obticdos para a

determinagdo da validade das provas de ELISA e °

+

Tabela 4: Soros de regides livres e endémicas para VEV,

classificados pela prova de ELISA segundc o valor

discriminante.
Caract. Valor lcg 10 Total
Regiao >1.0 <1l.0
Endemica 302 3 305
Livre 0 533 533

Total 302 536 838
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Tabela 5: Soros de regides livres e endémicas para VEV

classificados pela prova de VN segundo o valor

discriminante.
Caract. Valor log 1. Total
Regido >1.3 <1.3
Endenica 300 5 305
Livre 28 505 533
Total 328 510 838

4.4.2. Valores preditivos dos resultados
Os valores preditivos dos resultados positivos (VPR+)
e negativo (VPR-}, assim como o valor global (VG) gue nos
indica a eficiéncia da prova, encontram-se, para ambas as

provas, na tabela 6.

Tabela 6: Valores obtidos para a determinacdo da validade dos

métedeos diagnésticos, ELISA e VN.

- -

Prova g E VER+" VPR-" ve'
ELISA 99,0 100,0 100,0 99, 4 59,6
VN 98,0 95,0 91,5 99,0 96,1

* - Percentagen
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O VPR+ da prova de ELISA fol significativamente maior
do que o da VN (Z = 5,14), enquanto que os VPR- de ambas as

provas se equivaleram entre eles {(Z = 0,72)

0 valor global do teste, guando da utilizacio da
prova de ELISA, fol superior ao da prova de VN, sendo suas

diferengas estatisticamente significantes (Z = 3,86).

4.5. Repetibilidade

Na tabela 7 sioc apresentados os valores obtidos nas
diferentes repetigdes, das titulagdes dos soros por ELISA,
constando na tabela 8 os respectivos resultados da analise de
varidncia. A hipdtese de nulidade, foi aceita em todos os casos

(F, < F;}) ao nivel de rej)eigdo de alfa = 0,05.
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Tabela 7: Valores expressos em log 10, obtidos nas repeticces
das titulagdes de 3 soros, por ELISA
Tratamentcs

A B C D E
3.63 3.26 3.286 3.55 3.38
Soro OBS. 3.57 3.26 3.26 3.508 3.43
neg 1 3.20 3.40 3.40 3.52 3.52
3.34 3.40 3.40 3.52 3.52
Totals 13.74 13.35 13.34 14.0s6 13.76
2.60 2.09 2.19 2.32 2.15
Soro 2.56 2.05 2.20 2.32 2.20
ne 2 OBS. 2.40 2.38 2.33 2.15 2.36
2.31 2.37 2.25 2.37 2.30
Totais 9.87 8.89 8.97 9.16 9.01
2.92 2.60 2.56 2.%0 2.73
‘Soro 0BS. 2.83 2.55 2.60 2.91 2.71
ne 3 2.66 2.80 2.78 2.71 2.75
2.74 2.76 2.74 2.57 2.74
Totais 11.15 10.71 10.68 11.09 10.93
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Tabela 8: Andlise de varidncia das titulagbes por ELISA de 3
soros repetidos vinte vezes cada unm

Causas da GL SQ QM F. F'

Variacdo

|
Soro|Tratamento 4 0,091 0,023 1,77 < 3,06
ne? 1|Erro Exp. 15 0,197 0,013

| Total 19 0,288

:
Soro|Tratamento 4 0,159 0,040 2,85 < 3,06
ne 2|Erro Exp. 15 0,216 0,014

| Total 19 0,375

%
Soro|Tratamento 4 0,045 0,011 0,846 < 3,06
ne 3|Erro Exp. 15 0,197 0,013

| Total 19 0,242

|

*alfa = 5%

4.6. Associag¢ac ELISA-VN

A aplicagao do teste de asscciagido, mediante o
calculo do Coeficiente de Yule, revelou elevadoc grau de
associagdo positiva (99,9%) entre as provas. O calculo do X2,
comprovou a existéncia de uma associagdo significante entre
ambas as provas (X’ = 714,3) ccrroborandc a concordancia dos

dois métodos.
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4.7. Concordidncia ELISA-VN

A concordéancia entre. os resultades obtidos pelas
provas de ELISA e VN., gquando estudadcos o0s soros de regides
livres e de atividade viral, foi estudada a partir da tabela 2,

pelo cdlculo do coeficiente de correlag¢do intragrupal Kapa (K)

(JENICEK e CLERCUX, 1983).

O coefiente K entre ambas as provas foli de 0,92,
indicande elevada conceorddncia entre os resultados obtidos por

ambas as provas.

Tabela 9- Distribuicao dos soros classificados segunde o valor

discriminante pelas provas de ELISA e VN

VN | >»1.3 <1.3 | Total
ELISA | ]
{ !
>1.0 | 300 2] 302
| |
<1.0 | 28 508 | 536

Total | 328 510 | 838




5. DISCUSSAO

Na presente pesquisa, estudou-se a validade e
repetibilidade da prova ELISA competicdo em fase liquida, para
a 1dentificacado de anticorpos anti VEV-Indiana 3; utilizando-se
como antigeno a glicoproteina viral. Posteriormente, foi
analisada a concordancia entre os resultados das titulacbtes dos

soros, obtidos pela prova de ELISA com aqueles da VN.

A discussdo que se segue, foi distribuida em topicos

especificos para um melhor entendimento do assunto em questdo.

5.1. Padronizacdo dos Reativos da Prova ELISA

Na América do Sul, mais de 80% da populacdo bovina é
vacinada anualmente, com vacinas antiaftosa. Estas vacinas séo
produzidas com antigenos replicados em células BHK-21 (ALONSO,
1989). Em consequéncia, esses bovinos produzem também,
anticorpos contra os antigenos das células BHK-21 (ANDERSON,

1984). Os suinos e ovinos vacinados com essas vacinas, mostram
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anticorpos que reagem com antigenos das células BHK-21 e também

com as proteinas do soro bovino. (ALONSO, informacdo verbal).

A prova de ELISA, por ser altamente sensivel, capta
facilmente este tipo de anticorpos que s&o em parte,

responsaveis pelas reacfes inespecificas da prova.

Para reduzir as reacdes anti BHK-21 e anti-proteinas
do soro bovino, na presente pesquisa, foi utilizado, como
captura, um soro hiperimune de coelho produzido com o VEV-
Indiana 3 Br/86 replicado em célula IB-RS-2. O soro detector de
cobaira, por sua vez, foil preparado com a mesma cepa viral

previamente adaptada a essa espécie.

O tipo de antigeno utilizado na prova, e seu grau de
purificacdo, também pode ser causa de reacbes nao desejadas.
Nesta pesquisa, trabalhamos com a glicoproteina viral, evitando
assim as proteinas M, N, NS e L, que foram provavelmente a
causa das reacOes inespecificas relatadas por WORKMAN et al.

(1986).

Unm outro aspecto importante fol a adsorcao de todos
0Ss reagentes da ELISA, prévio a serem usados na prova. Como
descrito por ALLENDE et al. (1991), foir acrescentado ao tampéo
de diluicdo, 2% de soro normal de coelho e 2% de soro normal de

cada uma das espécies em estudo. Além disto, cada reagente
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previamente diluido, fol incubado a 37°C por um periodo
aproximado de 30 minutos, antes do uso, de maneira a evitar
gradientes de temperatura na placa. Desta maneilra, conseguimos
eliminar as reacdes ndo especificas da prova de ELISA, obtendo
um minimo (ndo apreciavel visualmente) de cor de fundo, nas
placas; concordando com os resultados obtidos para os sorotipos

New Jersey e Indiana-1 por ALLENDE et al. (1991).

5.2. Estudos dos soros padroes

O comportamento dos soros padrdes (figuras 8 e 9)
mostra que a prova ELISA é especifica na identificacao de
anticorpos para o antigeno homologo, apreciando-se reacdes
cruzadas minimas (inferiores ao valor discriminante) entre os
sorotipos New Jersey e Indiana. Isto concorda com os estudos de
LEFRANCOIS e LYLES (1982 11) que descreveram, mediante o uso de
anticorpos monoclonais, a presenca de determinantes comuns a
ambos sorotipos na glicoproteina do VEV. WORKMAN et al. (1986)
obtiveram fortes reacbes cruzadas entre os sorotipos New Jersey
e Indiana ao tentar identificar anticorpos para o sorotipo New

Jersey, possivelmente devido a alteracbes na estrutura do virus

ao ser imobilizado em solucdes fortemente basicas.

Quando estudada a reacdo do soro padrao Indiana-1

frente ao antigeno Indiana3, observou-se que nas diluicdes
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menores do soro, obtinhamos valores de absorvancia baixas em

comparacao com as do soro padrao New Jersey.

Este resultado pode ser explicado pelos trabalhos de
FEDERER et al. (1967); CARTWRIGHT et al., (1972); NOZAWA (1976)
e ALONSO e SONDAHL (1985) que acharam estreita relacao
sorologica entre os subtipos do sorotipo Indiana. E possivel
que na estrutura das glicoproteinas, do sorotipo Indiana,
existam varios determinantes comuns, o que deveria ser objeto
de uma pesquisa com anticorpos monoclonais, similar a realizada
para comparar oS sorotipos New Jersey e Indiana-1 por

LEFRANCOIS e LYLES (1982).

Por sua vez, os soros padrdoes de cobairas 1noculadas
com VEV-Indiana 3 Br/86 foram estudados previamente a
inoculacdo e aos 3, 5, 7, 14, 21, 28 e 90 dias apos a
inoculacdo (dpi). A presenca de anticorpos foi pesquisada por
VN e ELISA (figuras 10 e 11). No 3° dpi, ambas técnicas
acusaram um aumento do titulo frente ao antigeno homdélogo
quando comparado com o titulo prévio a inoculacdo, obtendo-se

os titulos maximos para ambas as provas no 21 dpi.

A reacado destes soros padrdes com os antigenos
heterdlogos foi nula na VN para o VEV New Jersey. Para o VEV
Indiana-1 obteve-se um titulo neutralizante maximo de 1.5 aos

21 dpi. Entretanto, na prova ELISA esses soros alcancaram um
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titulo maximo de 0,99 no 28 dpi para o VEV New Jersey e de 2.2

no 21 dpi para o VEV Indiana-1. As reacdes observadas com os
antigenos heterdélogos podem ser explicados pela presenca de
determinantes comuns a ambos sorotipos (New Jersey e Indiana)
nas glicoproteinas, tal como foi documentado por EFRANCOIS e
LYLES (1982). O subtipo em estudo é o Indiana-3, pertencente ao
mesmo sorotipo que o Indiana-1, tendo ambos Vvarios
determinantes antigénicos comuns, o que explica os titulos

obtidos com o soro padrdo Indiana-1.

Esses resultados mostram que as duas provas séo
capazes de detectar, ao mesmo tempo, a presenca de anticorpos,
em animais experimentalmente infectados, sendo que a faixa de
titulos difere entre as duas provas, obtendo-se titulos
superiores com a VN do que na ELISA. Isto ultimo pode ser
devido a que as concentracdes de antigeno a ser neutralizado na

prova de VN sdo inferiores a aquelas da prova de ELISA.

5.3. Estudo dos soros para execucao das provas sorologicas
Unm total de 838 amostras de soros de animais foram

estudadas pelas provas de VN e ELISA para quantificar os

anticorpos anti EV.

Dada a 11mpossibilidade de 1i1nocular animais

suscetiveis com o virus da EV, por razbes de seguranca
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bioldgica, adotou-se o seguinte critério para classificar os
soros em positivos e negativos: 305 amostras de soros, colhidas
de animais oriundos de areas endémicas, com atividade do VEV
Indiana-3, havendo dentre eles amostras provenientes de animails
a partir dos quais havia sido i1solado o virus; fToram
considerados o grupo de soros positivos. O grupo negativo foi
formado por 533 amostras de soros de animais oriundos de
regides livres de EV, selecionando estas regides livres com

base nos dados publicados pela OIE (1990) e PANAFTOSA (1990).

Para evitar tendéncias de resultados, nos grupos de
soros, produzidas pela espécie animal, tipo de alimentacéo,
manejo sanitario e/ou presenca de outras doencas, eles foram
constituidos por soros de animais de diferentes espécies
(equinos, bovinos, suinos) e de diferentes regides: Argentina,
Chile, Italia, Uruguai (negativos) e no Brasil, diferentes
Estados: Alagoas, Minas Gerais, Para, Piaui, Rio de Janeiro,

Sergipe (positivos).

Na execucado das provas soroldgicas foi utilizada o

soro de uma unica colheita de sangue por animal.

A distribuicao dos resultados das titulacdes dos
soros por ambas as técnicas, representadas nas figuras 12 e 13,
mostram que tanto a VN como a ELISA, separam perfeitamente o

grupo de soros negativos do grupo de soros positivos. Nao
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observou-se area de superposicao de resultados. Isto pode ser
devido a que nossos soros positivos foram provenientes de
animais com sintomatologia clinica ou ja recuperado da doenca,
apresentando entdo um titulo elevado de anticorpos. Por razbes
de seguranca bioldgica, no Brasil, estdvamos impossibilitados
de realizar a inoculacido experimental de animais domésticos com
o VEV. Consequentemente, neste estudo ndo pudemos contar com
soros dos primeiros estagios da infeccdao, que seguramente
apresentariam titulos baixos de anticorpos, fazendo com que as

duas curvas (figuras 12 e 13) se aproximassem.

Na observacao dos resultados obtidos na execucado da
prova de ELISA, escolhemos como valor discriminante
positivo/negativo 1,0 log 10. Com as limitacdes do nosso
experimento (ndo contar com soros dos primeiros estagios da
infeccado), poderiamos cometer o erro, ao utilizar o valor 1,0
log 10 como valor discriminante, de classificar um soro fraco
positivo como negativo. Este ponto seria superado pela pratica
dos laboratérios de diagnéstico, que aconselha que todo
diagnostico realizado a partir de anticorpos é feito pela
analise de, no minimo, duas amostras colhidas com um intervalo
de 2-3 semanas. Neste periodo, se o animal é um fraco positivo
por estar nas etapas iniciails da infeccdo, encontraremos na 22
amostra altos titulos que seriam detectados sem duvidas pela

prova de ELISA.
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Esse valor discriminante escolhido podera, num
futuro, ser confirmado ou modificado, caso seja superadas as
limitacOes deste experimento. Entretanto, consideramos que para

0 objetivo deste trabalho, o valor determinado é satisfatorio.

Voltando a observacdo das figuras 12 e 13,
encontramos um pequeno numero de soros (3) pertencentes a
animais, oriundos de regides endémicas, do VEV Indiana-3, os
quais apresentaram valores de anticorpos que caitam dentro do
grupo de soros negativos. Isto pode ser explicado de duas
maneiras: 1) E conhecido o fato de que num surto de doenca nem
todos os animais do rebanho sdo iInfectados, podendo-se
encontrar sadios, sem presenca de anticorpos; ou 2) alguns
animais, mesmo estando infectados, ndo desenvolvem anticorpos,
por caracteristicas proprias do individuo. Devido a isto,
consideramos normails, dentro do esperado em reflexo ao que
acontece na natureza, os resultados obtidos por ambas as

provas.

5.4. Validade da prova de ELISA

A sensibilidade e especificidade da prova, observados
nesta pesquisa, concordam com os dados obtidos por ALLENDE et
al., (1991) para anticorpos dos sorotipos New Jersey e Indiana-
1 do VEV.



78
Esses valores indicam a "validade interna' da prova,
a qual esta relacionada a um método de referéncia (neste caso
animais livres de EV e animais de regides de surtos de EV), e
em funcdo da identificacdo e selecdo dos individuos estudados
para os fins de validacdo da prova. Estao indicando a
capacidade do teste de i1dentificar positivos e negativos; no
caso desta pesquisa, a validade interna da prova é elevada
(100% e 99%) para especificidade e sensibilidade,

respectivamente.

Os valores preditivos (VPR+ e VPR-) e o valor global
(VG) determinados neste estudo indicam que a prova de ELISA é
um método satisfatorio para identificacdo de anticorpos de EV.
Eles indicam a "validade externa" da prova, ou seja a aptidao
de descrever a situacao real, da patologia estudada, na

populacdo em geral, € a performance do teste nas condicbes de

amostragem dos individuos a estudar.

Finalmente ao estudar-se a concordancia entre as
provas de ELISA e VN, foir achado um coeficiente K de 0,92,
indicando elevada concordancia entre os resultados obtidos por

ambas provas, confirmando o documentado por ALLENDE et al.,
(1991).

A sensibilidade, especificidade e repetibilidade da

prova de ELISA, padronizada nas condicdes deste experimento,



79

somado a rapidez com que se processa a prova (4 horas), fazem
com que ela seja apropriada e preferida a VN para realizar
estudos soroldégicos em populacdes animais. A VN tem algumas
desvantagens: sensibilidade variavel das células utilizadas
(CASTANEDA, 1964; DINTER, 1989), presenca de inibidores virais

nao-especificos nos soros a estudar (DINTER, 1989), trabalha
com antigeno infeccioso, e tempo de 72 horas de processo. A
ELISA ndo apresenta essas desvantagens, e tem a grande vantagem
de iIncorporar na prova, um antigeno nao infeccioso que faz
possivel o uso da prova em laboratdérios de diagnéstico de
regides livres de EV, sem constituir risco de difusdo do virus.
Outra vantagem da ELISA, esta no referente aos custos da prova.
Uma analise primaria, parece indicar que a ELISA nao é mais
custosa do que a VN (SANCHEZ VIZCAINO, 1987). Para uma correta
realizacdo da prova immunoenzimatica é imprescindivel que o
laboratério possua espectrofotdmetro de placas, micropipetas e
as placas. Por sua vez para realizar a VN, o laboratério
necessita ter uma infraestrutura de producédo de cultura de
células, pessoal treinado no manusseio de antigenos
infecciosos, cabine de fluxo laminar e outras medidas de
seguranca bioldgica, estufa com atmésfera de COp . pipetas
autoclavaveis ou descartaveis e as placas. O tempo em que se
obtém os resultados, também influi no custo. Nas provas de
triagem é possivel analizar 28 soros/placas em ELISA e 12
soros/placa na VN, sendo que o processo total da prova é

concluido em 4 e 72 horas para ELISA e VN respectivamente.
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Pode-se ainda destacar que a prova de ELISA, permite
uma padronizacédo regional-internacional dos resultados. Os
reagentes a serem utilizados na prova podem ser produzidos,
controlados e titulados por um udnico laboratério, que
funcionaria como referéncia, e apds, serem distribuidos a todos
os laboratorios de diagnostico da regido. Desta maneira se
assegura que os resultados dos diagnosticos realizados em
diferentes laboratorios provém todos de um mesmo tipo de prova
e foram processados com os mesmos reativos. Assim € possivel

conseguir resultados uniformes e comparavelis.

Acreditamos que a prova de ELISA padronizada neste
trabalho significa um grande apoio aos programas de saude
animal do continente, num momento em que 0s paises tendem a
realizar convénios politico-econdmicos que incluem a eliminacéo
de barreiras alfandegarias e a abertura de fronteiras, o que
representa uma grande responsabilidade para as autoridades de

saude animal de cada pais.



6. CONCLUSOES

0s resultados obtides permitem as  seguintes

conclusodes:

1.

A prova de ELISA competigdo em fase liguida & valida
e tem repetibilidade para ser usada na identificacgéo

de anticorpos anti VEV-Indiana 3.

A sua correlacdo com a VN, guande estudados os
resultados das titulagdes dos soros per ambas as

provas, & elevada.

A utilizagdao do antigeno glicoproteina (ndo
infeccioso), permite a realizacdo do teste de ELISA

em laboratdrios de diagndstico de regides livres de

EV.
A determinacac de um valor discriminante
positivo/negativo, permite realizar provas de

triagem, estudando grande numero de sSOros em pouco
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tempo, em apoic aos programas de vigiléncia

epidemioldgica de doengas vesiculares.
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