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Bovine herpesviruses 1 (BoHV-1) and 5 (BoHV-5) are antigenic and genetically related
viruses associated with different clinical syndromes in cattle, including respiratory,
reproductive, neurological disease and abortion. Epidemiological studies indicate the
widespread distribution of both viruses among Brazilian cattle. Serological diagnosis, that
allows the identification of latently infected animals, represents an important tool for individual
and herd monitoring. The present article describes the standardization of a monoclonal
antibody (MAb)-based immunoenzymatic test (ELISA) for detection of antibodies to BoHV-
1 and/or BoHV-5. The initial steps involved the determination of the most suitable MADb,
the appropriate dilutions of viral antigen and serum samples, and the cut-off value of the
assay. After standardization, the ELISA was validated by testing 506 cattle serum samples
previously tested for neutralizing antibodies to BoHV-1 and BoHV-5 by virus neutralizing
assay (VN). Comparing to the VN for BoHV-1 antibodies, the ELISA presented sensitivity
and specificity of 96.6% and 98.3%, respectively. Positive and negative predictive values
were 97.6%, the concordance between the tests was 97.6% and the coefficient of correlation
k (kappa) was 0.95, demonstrating an excellent correlation. Comparing to the VN for BoHV-
5 antibodies, the ELISA presented 94.3% of sensitivity, 97.9% of specificity, 97.1% of
positive predictive value, 95.9% negative predictive value, concordance of 96.4% and
kappa coefficient of 0.92. These results demonstrate that the ELISA presents suitable
specificity and sensitivity to be used for individual and herd serological diagnosis of BoHV-
1 and BoHV-5, thus, representing an alternative for VN assays and imported ELISA kits.
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RESUMO.- Os herpesvirus bovino tipos 1 (BoHV-1) e 5
(BoHV-5) sao agentes virais genética e antigenicamente
relacionados, associados com diversas manifestagdes cli-
nicas em bovinos, incluindo doenca respiratdria, genital,
neuroldgica e abortos. Estudos epidemioldgicos indicam
gue esses virus estdo amplamente disseminados no reba-
nho bovino brasileiro. O diagndstico sorolégico, que permi-
te identificar animais portadores da infeccao latente, se
constitui em importante ferramenta para monitoramento
individual e de rebanho. O presente artigo relata a padroni-
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zacao de um teste imunoenzimatico do tipo ELISA, com
base em anticorpo monoclonal (AcM), para a detecgéo de
anticorpos séricos que reagem contra BoHV-1 e/ou BoHV-
5. Inicialmente, determinou-se 0 AcM mais adequado para
a sensibilizacdo das placas, as diluicées apropriadas do
antigeno e dos soros-teste e o ponto de corte do ensaio.
Apds a padronizagdo, o ensaio foi validado testando-se
506 amostras de soro bovino, previamente testadas para
anticorpos neutralizantes contra BoHV-1 e/ou BoHV-5 pela
técnica de soroneutralizacédo (SN). Comparando-se com
os resultados da SN frente a BoHV-1, o teste de ELISA
apresentou sensibilidade e especificidade de 96,6% e
98,3%, respectivamente. Os valores preditivos positivo e
negativo foram de 97,6%, a concordancia foi de 97,6% e o
indice de correlacdo kappa entre os testes foi de 0,95, o
que indica uma excelente concordancia. Comparando-se
com os resultados da SN frente o BoHV-5, o ELISA apre-
sentou 94,3% de sensibilidade; 97,9% de especificidade;
97,1% de valor preditivo positivo e 95,9% de valor preditivo
negativo. Para BoHV-5, a concordancia entre os testes foi
de 96,4% e o indice de correlagédo foi de 0,92, também
excelente. Esses resultados demonstram que o teste pa-
dronizado apresenta sensibilidade e especificidade ade-
quados para o diagnéstico sorolégico das infec¢des por
BoHV-1 e BoHV-5 em nivel individual e de rebanho. Dessa
forma, o ensaio pode se constituir em alternativa para o
teste de SN e para os kits de ELISA importados.

TERMOS DE INDEXACAO: ELISA, sorologia, herpesvirus bo-
vino, BoHV-1, BoHV-5, diagndstico.

INTRODUCAO

Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) é um patdgeno de distri-
buicao mundial, com excegao de alguns paises europeus
que erradicaram a infec¢do (Ackermann & Engels 2006). A
infeccéo de bovinos pelo BoHV-1 esta associada com do-
enca respiratéria (rinotraqueite infecciosa, IBR), genital
(vulvovaginite/balanopostite pustular, IPV/IPB), infeccao
sistémica de neonatos e abortos (Kahrs 2001). Esporadica-
mente, o BoHV-1 também tem sido isolado de casos de
doenca neuroldgica (Silva et al. 2007). Herpesvirus bovino
tipo 5 (BoHV-5) é o agente da meningo-encefalite herpética
bovina, doenca que possui grande importancia no Brasil e
na Argentina, onde dezenas de surtos sdo relatados a cada
ano (Salvador et al. 1998, Rissi et al. 2007, Silva et al. 2007).
BoHV-1 e BoHV-5 sao membros do género Varicellovirus,
subfamilia Alphaherpesvirinae, familia Herpesviridae
(Roizmann et al. 1992) e sao estreitamente relacionados
entre si em aspectos genéticos/moleculares, biolégicos e
antigénicos (Bratanich et al. 1991, Delhon et al. 2003). Esta
similaridade antigénica impossibilita a diferenciacdo entre
esses virus por testes sorologicos de rotina (Bratanich et
al. 1991, Teixeira et al. 1998, Vogel et al. 2002). Assim, em
populagdes bovinas onde os dois virus circulam, os testes
soroldgicos nao permitem distinguir a resposta soroldgica
contra cada um deles e, como consequéncia, nao é possi-
vel estimar-se a prevaléncia de cada agente (Del Médico
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Zajac et al. 2006). Tanto BoHV-1 quanto BoHV-5 estabele-
cem infecc¢des latentes nos seus hospedeiros, cuja reativa-
¢ao periddica seguida de transmissao a animais suscepti-
veis representa o principal meio de perpetuacao desses vi-
rus nos rebanhos (Rock 1994, Vogel et al. 2003). Varios
relatos tém demonstrado que as infecgbes por BoHV-1 e
BoHV-5 estao amplamente disseminadas no rebanho bovi-
no brasileiro (Salvador et al. 1998, Rissi et al. 2007, Silva et
al. 2007, Holz et al. 2009).

O controle e erradicacéo da infeccao pelos herpesvirus
bovino baseiam-se na identificacdo e remogéo dos ani-
mais soropositivos (portadores da infecgéo latente), asso-
ciados ou nao ao uso de vacinas (Van Oirschot 1999,
Ackermann & Engels 20086). O teste soroldgico de referén-
cia para o diagndstico da infecg@o por esses virus € a
soroneutralizacao (SN) (OIE). A técnica de SN apresenta
boa especificidade e sensibilidade, além de ser o teste
soroldgico cujo principio melhor se assemelha a neutrali-
zacgao de virus por anticorpos que ocorre in vivo (Flores
2007). A necessidade de estrutura laboratorial para a ma-
nutencao de cultivos celulares, a demora na obtengéo dos
resultados (até 96h) e a impossibilidade de automacéao, no
entanto, se constituem em importantes restricdes ao uso
da SN na rotina de muitos laboratérios, sobretudo para o
teste de um grande numero de amostras (Flores 2007).
Testes imunoenzimaticos do tipo ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay) também sao internacionalmente
aceitos e muito utilizados no diagndstico soroldgico da in-
feccao pelo BoHV-1 e apresentam como grande vantagem
a possibilidade de automacéao €, assim, a viabilidade para
diagndstico em nivel populacional (Nylin et al. 2000, Flo-
res 2007). No entanto, os testes de ELISA anti-BoHV-1
disponiveis no Brasil sdo importados, e a sua utilizacdo
depende dos tramites inerentes a importagéo de produtos
bioldgicos, além do alto custo que, por vezes, inviabiliza o
seu uso na rotina diagnostica.

As restricdes ao uso da SN na rotina laboratorial, so-
bretudo para o teste de grande nimero de amostras, tém
motivado iniciativas para avaliar o desempenho de kits de
ELISA importados e também para desenvolver testes na-
cionais. Médici et al. (2000) compararam a sensibilidade e
especificidade de um ELISA comercial, tendo como pa-
dréo a técnica de SN, verificando 100% de sensibilidade e
94,8% de especificidade do ensaio imunoenzimatico.
Teixeira et al. (2001) descreveram a padroniza¢ao de um
ELISA monoclonal para o BoHV-1, cuja sensibilidade e
especificidade em relacdo a SN foram de 94,7% e 89,4%,
respectivamente. Ferrera et al. (2005) padronizaram um
teste de ELISA indireto para o BoHV-1, utilizando antigeno
néo purificado para a sensibilizagcdo das placas, obtendo
sensibilidade de 98,3% e especificidade de 95,3% quando
comparado ao teste de SN. Estes testes nacionais, ape-
sar de apresentarem sensibilidade e especificidade geral-
mente satisfatérias, envolvem etapas que dificultam a pro-
ducao dos kits em grande escala. Ndo obstante a descri-
¢cao desses testes, a grande maioria dos laboratérios de
diagnéstico veterinario no pais prossegue utilizando a SN
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ou, ocasionalmente, kits de ELISA importados para o di-
agnostico soroldgico do BoHV-1. Além disso, nenhum des-
tes trabalhos investigou a validade dos testes desenvolvi-
dos para o diagnéstico soroldgico da infeccao por BoHV-5.
Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo
desenvolver e padronizar um teste de ELISA, com base
em anticorpos monoclonais (AcMs), para a detecgcéao de
anticorpos contra BoHV-1 e/ou BoHV-5. Priorizou-se a uti-
lizagao de metodologia e reagentes acessiveis e de baixo
custo para, assim, abrir a possibilidade de o teste ser in-
corporado a rotina de laboratdrios de diagndstico.

MATERIAL E METODOS

A padronizacgao e validacdo do teste incluiram as seguintes
etapas: (1) Determinacédo do AcM adequado para sensibilizar
as placas; (2) Producao do antigeno; (3) Determinacao das
diluicdes do antigeno e dos soros-teste; (4) Determinagdo do
ponto de corte; (5) Validagao do ELISA testando-se amostras
de soro previamente testadas pela SN; (6) Calculo da sensibi-
lidade, especificidade, valores preditivos positivo (VPP) e ne-
gativo (VPN) e concordancia do teste de ELISA em compara-
cao com a SN.

Determinacao do AcM para a sensibilizacao das placas.
Foram avaliados trés AcMs produzidos no Setor de Virologia
da UFSM contra antigenos de BoHV-5 (2F9, 4E4, 3D6), mas
que reagem também com antigenos do BoHV-1 (Oldoni et al.
2004). Para tal, placas de poliestireno de 96 cavidades® foram
incubadas a 4°C durante 18h com dilui¢des de 1:500 a 1:32.000
de fluido ascitico de cada AcM em solugéo de carbonato/bicar-
bonato de sédio 50mM, pH9,6 (100uL/cavidade). A seguir foi
realizada uma lavagem com solu¢do de PBS Tween 0,05% pH
7,2 e 1% de soro equino. Incubaram-se entao as placas (300uL/
cavidade) a 37°C por 2h com solugéo de bloqueio (PBS pH 7,2 +
5% de soro equino). O anticorpo anti-lgG de camundongo, con-
jugado com a enzima horseradish peroxidase® (HRP) (100uL/
cavidade, diluido 1:8.000 em solucdo de lavagem) foi adicio-
nado e incubado por 1h a 37°C, seguido de 3 lavagens e adi-
cao do substrato cromégeno tetramethylbenzidine TMB”
(100pL/cavidade). Apds 15min, a leitura das placas foi realiza-
da em espectrofotdmetro a 650nm (KPL 2005). O AcM que apre-
sentou o valor de DO (densidade ética) mais adequado (4E4)
foi utilizado nas demais etapas de padronizacédo do teste.

Producao do antigeno. Uma suspensao de proteinas solu-
veis de células de linhagem de rim bovino CRIB (Flores & Donis
1995) inoculadas com a cepa Cooper do BoHV-1 foi utilizada co-
mo antigeno. As células foram cultivadas em meio essencial mi-
nimo (MEM) adicionado de 2% de soro fetal bovino, 10.000UI/L
de penicilina, 0,2g/L de estreptomicina e 2,5mg/L de fungizona.
Frascos de 75cm? contendo tapetes celulares confluentes fo-
ram inoculados com titulo viral de 1075 doses infectantes para

5 High binding 96 Well EIA/RIA Plate®, Corning Incorporated,
Chelmsford Street 900, Lowell, MA, USA.

6 Anti mouse IgG peroxidase conjugate®, Sigma Chemicals CO,
Spruce Street 3050, St Louis, MO, USA.

7 Tetramethylbenzidine®, Sigma Chemicals CO, Spruce Street 3050,
St Louis, MO, USA.

8 Anti bovine IgG alkaline phosphatase conjugate®, Sigma Chemicals
CO, Spruce Street 3050, St Louis, MO, USA.

9 P-Nitrophenyl phosphate tablets®, Sigma Chemicals CO, Spruce
Street 3050, St Louis, MO, USA.

50% dos cultivos celulares (DICC, ) e quando o efeito citopatico
(ECP) atingiu cerca de 90% das células, o conteudo total dos
frascos foi coletado. A infectividade viral foi inativada com so-
lucdo de BEI (2-bromoetilamina) seguindo protocolo adapta-
do de Silva et al. (2004). Apds neutralizacdo da BEI com
tiossulfato de sédio 1M pH 7,5 (0,32ml para 100ml de antigeno),
a solugao foi centrifugada durante 10min a 2000 x g e o sobre-
nadante foi coletado e utilizado como antigeno. O antigeno
negativo foi produzido da mesma forma, utilizando-se células
CRIB néao infectadas.

Determinacao das diluicoes do antigeno e dos soros-
teste. Para determinar-se a concentragdo mais adequada do
antigeno, diluicdes na base 2 (1:5 a 1:40) em solugéo de lava-
gem (100uL/cavidade) foram adicionadas as cavidades previ-
amente bloqueadas e sensibilizadas com o AcM e incubadas
por 1h a 37°C, seguido de trés lavagens. As amostras-teste
(soros bovinos positivos e negativos para BoHV-1 e BoHV-5
pela SN) diluidas 1:20 e 1:40 foram adicionadas (100uL/cavi-
dade) as cavidades previamente incubadas com as diferentes
diluicbes do antigeno, seguido de incubacédo de 1h a 37°C e
de trés lavagens. A seguir, as placas foram incubadas por 1h a
37°C com um anticorpo anti-IgG bovina (diluido 1:60.000) con-
jugado com a enzima fosfatase alcalina®. Apds cinco lavagens
com solugao de Tris 0,01M, pH 9,6 adicionou-se o substrato
nitrofenilfosfato (pNPP?®) na concentragdo de 1mg/mL. A leitura
foi realizada em espectrofotdmetro a 405nm a intervalos de
10, 15, 20 e 30min apds a adigcdo do substrato, utilizando-se
EDTA 5% para interromper a reacdo. Nesta etapa determi-
nou-se a diluicdo do antigeno e das amostras-teste, além do
tempo 6timo para a leitura (KPL 2005).

Determinacao do ponto de corte. Para o célculo do ponto
de corte, foram utilizadas 11 amostras de soro de animais pro-
venientes de rebanhos livres do BoHV-1 e 5. Essas amostras
foram testadas pelo ELISA de acordo com as condigcdes
estabelecidas nas etapas anteriores. Resumidamente, as pla-
cas de poliestireno foram incubadas com o AcM 4E4 (100uL/
cavidade diluido 1:16.000) a 4°C em camara umida por 18h,
seguido de blogueio durante 2h a 37°C. A metade das cavida-
des das placas foi adicionada de antigeno positivo (diluido
1:5, 100pl/cavidade) e o restante adicionado com o antigeno
negativo, seguido de incubacéo a 37°C por 1h; trés lavagens e
incubacdo com as amostra-teste (100uL/cavidade, diluidas
1:20). Assim, cada amostra de soro foi testada em duplicata,
com antigeno positivo e negativo. A seguir, foram realizadas
trés lavagens seguidas da incubagdo com o anticorpo secun-
dario anti-lgG bovina conjugado com a enzima fosfatase alca-
lina por 1h a 37°C. As placas foram lavadas e adicionadas do
cromogeno pNPP. Apds 15min realizou-se a leitura da DO a
405nm. O valor da DO obtido de cada amostra nas cavidades
pré-incubadas com o antigeno negativo foi subtraido do valor
de DO obtido nas cavidades pré-incubadas com o antigeno
positivo. O ponto de corte estabelecido foi a média das DOs
das amostras padrao, negativas (apds a subtragdo do valor da
DO das cavidades incubadas com o antigeno negativo), acres-
cida de trés vezes o valor de desvio-padrao, o que confere um
nivel de confianca de 99% (Frey et al. 1998).

Validacao do teste. O teste ELISA foi validado pelo teste de
506 amostras de soro bovino pertencentes ao banco de soro do
Setor de Virologia da UFSM. As amostras foram testadas tam-
bém por SN, frente a BoHV-1 e BoHV-5. A técnica de SN foi
realizada de acordo com protocolos-padréo, testando-se as
amostras de soro diluidas 1:2 em duplicata frente a 100 DICC,,
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das cepas Cooper (BoHV-1) e SV-507/99 (BoHV-5). Apds incu-
bagéo da mistura soro + virus por 2h a 37°C, adicionou-se uma
suspensao de células CRIB e incubaram-se as placas a 37°C
em estufa de CO,,. A leitura foi realizada ap6s 72h de incuba-
¢ao. Amostras negativas e positivas para anticorpos contra o
BoHV-1 e 5 foram utilizadas como controles. Considerando-se
os resultados da SN (para os respectivos virus) como referén-
cia, foram calculadas a especificidade, sensibilidade, valores
preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) do ELISA e o indice
de concordancia entre as duas técnicas (Toma & Vaillancourt
Jean-Pierre 1999).

RESULTADOS

Como primeira etapa de padronizacao do teste foram tes-
tados trés AcMs para a sensibilizagao das placas. O AcM
que apresentou 0os maiores valores de DO foi 0 4E4 (Fig.1),
sendo entao utilizado nas etapas seguintes. A diferenca
de DO observada entre os AcMs pode ser atribuida a vari-
os fatores, incluindo concentracdes diferentes das
imunoglobulinas nos fluidos asciticos e diferentes niveis
de pureza, uma vez que foram utilizados fluidos asciticos
nao purificados. Outro fator que pode estar envolvido com
as diferentes DOs de cada AcM é a possivel diferenca de
afinidade quimica dos anticorpos com a superficie da pla-
ca (KPL 2005). A diluicao selecionada para uso foi de
1:16.000, diluicao imediatamente superior ao platd de rea-
cao (KPL 2005).

Média da densidade optica (XDO) das diluigGes dos AcMs testados

0.5
04
Q 03
o
02 1 ——AcM-2F9
0,1 + AcM-4E4
04 —i—AcM-3D6
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el a A i & Ny 2 &
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Diluigio serial dos anticorpos monoclonais

Fig.1. Média da densidade dptica (XDO) das diluicdes dos AcMs
testados (2F9, 4E4, 3D6) para a sensibilizagao das placas
de ELISA.

ApOds a selecdo do AcM, testaram-se as diluicdes do
antigeno e das amostra-teste, utilizando-se varias combi-
nagdes entre essas variaveis (Fig.2). Verificou-se uma
pequena variagao entre os resultados, mas os valores mais
elevados da DO para amostras positivas foram obtidos
com a combinacao da diluicao de 1:5 do antigeno com a
diluicdo de 1:20 das amostras teste. Nessa combinacao
ndo verificaram-se reacdes inespecificas em niveis mais
elevados do que as observadas em diluicdes maiores.

Apds a padronizagao das etapas mencionadas partiu-
se para a validacao do teste. Para tal, 506 amostras de
soro bovino foram testadas pela SN frente ao BoHV-1 e
frente a BoHV-5, e pelo ELISA, comparando-se entao os
resultados (Quadros 1-2).

Quando os resultados do ELISA foram comparados com
a SN realizada frente ao BoHV-1 cepa Cooper (Quadro 1)
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Fig.2. Média da densidade 6ptica (XDO) de amostras de soro
positivas (A) e negativas (B) para anticorpos contra os

herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e/ou tipo 5 (BoHV-5),
diluidas 1:20 e 1:40 frente a diferentes diluicdes do antigeno.
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Quadro 1. Resultados dos testes de ELISA e
soroneutralizacao (SN) para anticorpos contra o BoHV-1
em amostras de soro bovino

ELISA SN BHV-1 Total
Positivo (%) Negativo (%)

Positivo (%) 2042 (40,3) 5b (0,98) 2092tb (41,3)

Negativo (%) 7¢ (1,38) 2909 (57,3) 297¢+d (58,7)

Total 211 @+ (417) 295b+d (58,3) 506a+b+c+d (100)

Sensibilidade relativa: (a) / (a+c) x 100=204/211x100=96,6%.

Especificidade relativa: (d) / (b+d) x 100=290/295x100=98,3%.

Valor preditivo positivo: (a) / (a+b) x 100=204/209x100=97,6%.

Valor preditivo negativo: (d) / (c+d) x 100=290/297x100=97,6%.

Concordancia: (a+d) / (a+b+c+d) x 100=494/506x100=97,6%.

Kappa = precisdo observada (PO)- precisao esperada (PE)/1-
PE=0,456/0,477=0,95.

Quadro 2. Resultados dos testes de ELISA e
soroneutralizacao (SN) para anticorpos contra BoHV-5 em
amostras de soro bovino

ELISA SN BHV-5 Total
Positivo (%) Negativo (%)

Positivo (%) 2022 (39,9) 6P (1,1) 2082tb (41,1)

Negativo (%) 12¢ (3,3) 2869 (56,5) 298¢+d (58,9)

Total 214a+C (42.3)  292b+d (577)  5peatb+c+d (100)

Sensibilidade relativa: (a) / (a+c) x 100=202/214x100=94,3%.

Especificidade relativa: (d) / (b+d) x 100=286/292x100=97,9%.

Valor preditivo positivo: (a) / (a+b) x 100=202/208x100=97,1%.

Valor preditivo negativo: (d) / (c+d) x 100=286/298x100=95,9%.

Concordancia: (a+d) / (a+b+c+d) x 100=488/506x100=96,4%.

Kappa = precisdo observada (PO)- precisao esperada (PE)/1-
PE=0,451/0,487=0,92.
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verificou-se que 204 amostras (40,3%) apresentaram resul-
tados positivos nos dois testes; enquanto 290 amostras
(57,3%) foram negativas em ambos. No total, 494/506
(98,0%) resultados foram concordantes nos dois testes. Doze
amostras (2,4%) apresentaram resultados discordantes, sendo
cinco delas (0,98%) positivas apenas no ELISA; e sete posi-
tivas apenas na SN (1,4%). Ou seja, o ELISA falhou em
detectar 1,4% das amostras que possuiam anticorpos
neutralizantes (potencialmente falsos negativos) e detectou
como positivas menos de 1% (0,98%) de amostras negati-
vas na SN (potencialmente falsos positivos). Comparando-
se com os resultados da SN frente ao BoHV-1, o ELISA
apresentou sensibilidade de 96,6% e especificidade de 98,3%.
O VPP e VPN foram de 97,6%. A concordancia entre as
técnicas foi de 97,6% e indice de correlagao kappa foi de
0,95, o que demonstra um alto grau de exceléncia do teste
(Toma & Vaillancourt Jean-Pierre 1999).

Ao comparar-se os resultados do ELISA com a SN re-
alizada frente a BoHV-5, cepa SV-507/99 (Quadro 2), veri-
ficou-se que 202 amostras (39,9%) foram positivas nos
dois testes e 286 (56,5%) resultaram negativas em am-
bos. Os resultados dos dois testes concordaram em 96,4%
(488/506) das amostras. Verificou-se que 12 amostras
(2,4%) foram positivas apenas na SN e seis (1,2%) foram
positivas apenas no ELISA. Ou seja, o ELISA resultou
em 2,4% de supostos falsos negativos e em 1,2% de pos-
siveis falsos positivos em relacdo a SN. Na comparagao
com a SN para BoHV-5, o ELISA apresentou sensibilida-
de de 94,3%, especificidade de 97,9%, VPP de 97,1% e
VPN de 95,9%. O indice de correlacao de 0,92 observado
demonstra um alto grau de exceléncia do teste (Toma &
Vaillancourt Jean-Pierre 1999).

Dentre as 12 amostras que foram negativas no ELISA
e positivas na SN para BoHV-5, seis (50%) também foram
positivas para o BoHV-1 apenas na SN. Esses resultados
sugerem que estas amostras realmente s&o positivas para
anticorpos contra um destes virus, porém, provavelmente
apresentam titulos baixos de anticorpos, e devido ao ele-
vado ponto de corte ndo foram identificadas como positi-
vas no ELISA. O numero de amostras positivas para BoHV-
5 apenas no ELISA foi de seis (1,18% do total). Dentre
estas, trés (50%) foram também positivas apenas no
ELISA quando comparado com a SN para o BoHV-1. Como
a SN detecta apenas anticorpos com atividade neutrali-
zante, é possivel que estas amostras contivessem niveis
baixos de anticorpos com atividade neutralizante, indetec-
taveis na SN e apenas detectadas no ELISA.

DISCUSSAO

O presente artigo relata a padronizagéo e validagao de um
ELISA com base em AcM para a detecc¢ao de anticorpos
séricos que reagem com BoHV-1 e BoHV-5. O ensaio de-
senvolvido apresenta como principais propriedades: facili-
dade e simplicidade de padronizacédo e execucéo; custo
baixo; baixa frequéncia de falsos positivos e falsos nega-
tivos; aplicabilidade para a deteccéo de anticorpos que
reagem contra BoHV-1 e/ou BoHV-5. Essas propriedades

o credenciam a ser utilizado na rotina de diagndstico soro-
I6gico desses dois virus, podendo representar uma alter-
nativa para a SN e também em substituicéo a kits de ELISA
importados.

Testes imunoenzimaticos do tipo ELISA, em diversas
variacoes e configuracdes, sdo amplamente utilizados na
Europa e nos Estados Unidos para a identificagao de ani-
mais soropositivos para o BoHV-1, e também na vigilancia
em paises que erradicaram o agente (Wellenberg et al.
2001, Ackermann & Engels 2006). Um numero de artigos
relata a avaliacdo da sensibilidade e especificidade des-
tes testes, entre si, e em comparacao com a SN, conside-
rado o teste padrao (Bratanich et al. 1990, Kramps et al.
1993, Perrin et al. 1993). Em geral, testes de ELISA apre-
sentam sensibilidade levemente superior a SN, mas o in-
verso também tem sido relatado (Bratanich et al. 1990,
Kramps et al. 1993, Perrin et al. 1993, Kramps et al. 2004).

No Brasil, a utilizagdo do ELISA no diagndstico sorolo-
gico do BoHV-1 ainda é restrita devido a necessidade de
importacao dos kits, o que torna o seu custo elevado. No
pais ja foram padronizados alguns testes de ELISA para a
deteccdo de anticorpos contra o BoHV-1 (Teixeira et al.
2001, Ferrera et al. 2005). No entanto, esses testes nao
estao disponiveis comercialmente nem sao disponibiliza-
dos a outros laboratdrios. Além disso, os resultados des-
ses ensaios ndo foram validados para verificar se detec-
tam anticorpos que reagem com BoHV-5 na SN, virus que
também apresenta uma ampla disseminagao no rebanho
bovino do pais e que reage sorologicamente com o BoHV-
1 (Bratanich et al. 1991, Teixeira et al. 1998, Vogel et al.
2002). Dessa forma, a grande maioria dos laboratérios de
diagnéstico viroldgico no pais continua utilizando a SN
como teste sorolégico para esses virus, ndo obstante as
dificuldades e restricdes que o teste apresenta, sobretudo
a dificuldade de teste de um grande numero de amostras
(Flores 2007).

O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver um
teste pratico, de custo acessivel de facil produgao e exe-
cucdo. Além disso, priorizou-se a necessidade de detec-
tar-se amostras que reagissem contra BoHV-5 com
especificidade e sensibilidade semelhantes ao BoHV-1.
Pela dificuldade de obtencao de antigenos virais e AcMs
com alto grau de pureza, optou-se por desenvolver um
ELISA sanduiche, de acordo com recomendagdes técni-
cas (KPL 2005). Uma etapa da padronizacao do ensaio
envolveu o teste de amostras de soro frente a cavidades
sensibilizadas com proteinas de células infectadas
(antigeno positivo) e ndo-infectadas (antigenos negativo),
para obter-se o valor basal de reagdo com as proteinas
celulares. Dessa forma, excluiu-se do calculo o valor de
DO referente ao background de reagdes ndo-especificas.
Essa estratégia mostrou-se eficiente, pelo alto nivel de
concordancia observado entre o ELISA e a SN.

O teste de ELISA de bloqueio desenvolvido por Teixeira
et al. (2001) utilizou antigeno néo purificado para a
sensibilizacdo das placas, e nao realizou-se o bloqueio de
ligagcbes inespecificas. Isso provavelmente contribuiu para
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o numero consideravel de reacoes inespecificas, o que
reduziu a especificidade do teste para aproximadamente
89%. O valor de sensibilidade (94,7%) também ficou abai-
xo daquele obtido no presente trabalho (96,6% para o BoHV-
1). Este ensaio também nao foi comparado com a SN fren-
te a BoHV-5.

No trabalho de Ferrera et al. (2005), obtiveram-se valo-
res elevados de sensibilidade (98,3%) e especificidade
(95,2%) quando comparou-se com a SN frente ao BoHV-1,
com intervalo de confianca de 95%. A sensibilidade foi
levemente superior ao do presente trabalho (96,6%), po-
rém a especificidade foi inferior (98,3%). A maior especifi-
cidade no presente ELISA pode ser parcialmente devida a
subtragéo do background de reagéo das amostras frente a
antigeno negativo. Além disso, a metodologia utilizada
para a purificacdo do antigeno naquele trabalho foi bastan-
te complexa, envolvendo separacéo em fragdes e trata-
mento separado para cada fragcao. Esta complexidade difi-
culta a producao e execucao do teste em grande escala.
O ensaio desenvolvido por Ferrera et al. (2005) também
nao foi comparado com a SN frente a BoHV-5.

No presente trabalho, o ELISA padronizado apresentou
correlagéo de 97,6% com a SN para o BoHV-1 e de 96,4%
com a SN para BoHV-5. A diferenca de correlagéo com a
SN para os dois virus pode ser, em parte, devida a utiliza-
¢ao de antigenos da cepa Cooper (BoHV-1) no teste. Isso
poderia levar a deteccao de um nimero maior de animais
com anticorpos contra o BoHV-1. Animais previamente
infectados pelo BoHV-1 e que possuiam titulos neutrali-
zantes baixos, poderiam ser negativos na SN frente a
BoHV-5, mas seriam detectados no ELISA.

Dentre o total de 506 amostras, 485 (95,8%) tiveram
resultados iguais no ELISA e SN frente a BoHV-1 e BoHV-
5. Isso demonstra que mesmo com a utilizagdo de uma
cepa de BoHV-1 (Cooper) como antigeno, a semelhanca
antigénica entre BoHV-1 e BoHV-5 possibilita uma identifi-
cacdo, com alta sensibilidade, de animais soropositivos
para cada um e/ou para ambos agentes.

As pequenas diferencas antigénicas existentes entre
BoHV-1 e BoHV-5 podem resultar em titulos diferentes na
SN, que sao detectaveis quando amostras de soro de ani-
mais infectados por um destes virus sao testadas em pa-
ralelo frente aos dois (Holz et al. 2009). Por isso, as vezes
é possivel inferir a especificidade da atividade neutralizante
detectada no soro, com base na comparacao dos titulos
frente aos dois agentes (Teixeira et al. 1998, Vogel et al.
2002). No entanto, essa diferenciacdo nem sempre é pos-
sivel, e uma parcela consideravel de amostras com
anticorpos neutralizantes reage em dilui¢des iguais tanto
com o BoHV-1 quanto com BoHV-5 (Flores 2009). Como
o teste aqui desenvolvido produz resultados apenas quali-
tativos (positivo/negativo), ndo permite a diferenciagéo
entre os dois agentes. Ou seja, resultados positivos no
ELISA indicam a presenca de anticorpos contra um des-
tes virus (e que reagem também com o outro) ou, ocasio-
nalmente, contra os dois virus, em casos de coinfecc¢ao.

As pequenas diferencas de sensibilidade e especifici-
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dade observadas quando se compararam os resultados do
ELISA com a SN frente a BoHV-1 e BoHV-5 a priori, ndo
comprometem a utilizagdo do ensaio, pois mesmo a SN
quando realizada frente aos dois virus (e mesmo frente a
diferentes isolados do mesmo virus) apresenta um per-
centual significativamente maior de resultados discordan-
tes (Roehe et al. 1997, Holz et al. 2009).

Do ponto de vista epidemioldgico, a dificuldade de dis-
tingado soroldgica entre BoHV-1 e BoHV-5 impossibilita o
conhecimento acerca da prevaléncia e distribuicdo de cada
um destes agentes, sobretudo em rebanhos onde os dois
virus circulam, como é o caso do Brasil. Do ponto de vista
de controle, no entanto, a impossibilidade de diferencia-
¢ao soroldgica nao possui uma repercussao tao relevante,
pois as medidas de combate recomendadas para os dois
agentes sao semelhantes, devido as suas semelhancas
bioldgicas e epidemioldgicas (Flores 2007).

Dessa forma, o teste padronizado apresenta as propri-
edades desejaveis em um teste sorolégico e pode, assim,
ser utilizado em substituicao a SN e aos kits de ELISA
importados na rotina laboratorial. Dentre os usos potenci-
ais do teste destacam-se estudos soro-epidemioldgicos,
monitoramento de rebanhos e diagndstico individual. Even-
tualmente, este ensaio pode ser utilizado em programas
de combate as infecgdes por BoHV-1 e BoHV-5, seja em
nivel de rebanho ou em nivel regional ou nacional.
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