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em soro de codorna
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Com o crescimento do numero de criagdes
comerciais de codornas, ¢ presumivel que haja
aumento na ocorréncia de condigdes que
promovem transtornos sanitarios, com um maior
numero de eventuais aves portadoras de agentes
infectocontagiosos. Desta forma, o risco de
ocorréncia de doenca nas regides de maior
concentragdo de aves. A monitoragao de plantéis
avicolas para o risco de doenca de Newcastle
(DN) ¢ uma exigéncia do Programa Nacional de
Sanidade Avicola.

Dados de literatura confirmam a susceptibilidade
das codornas a diversos agentes
infectocontagiosos, entre eles o NDV
(Alexander, 2003). O diagnostico de situagdo, a
vigilancia e a triagem soroldgica para DN na
coturnicultura, ndo tém sido implantados por
falta de um ensaio com sensibilidade e
automagdo. Ha deficiéncia de publicagdes sobre
a epidemiologia da ND, além de outras doengas,
em codornas japonesas. Fatos relativamente
freqlientes na avicultura industrial s@o as falhas
de medidas de biosseguranga, como a
proximidade entre galpdes de galinhas e de
codornas, muitas vezes de idades e procedéncias
multiplas, situacdo esta que pode estar reciclando
varios patogenos.

O teste de inibicdo da hemaglutinacdo (IH) ¢
considerado teste padrdo (Miers et al., 1994) na
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deteccdo de anticorpos anti-NDV. Porém, o
ELISA ¢ o teste sorologico mais utilizado em
avicultura para outras etiologias por sua
sensibilidade, especificidade e rapidez (Santos e
Silva, 2000). A inexisténcia de um teste de
ELISA especifico para codorna tem motivado os
laboratdrios de diagnostico a utilizarem os kits
para ensaio exclusivo com soro de galinha.
Considerando-se que o diagndstico soroldogico
em codornas tem sido efetuado com
procedimentos técnicos descritos para galinhas,
sem a devida validagdo e que ndo ha na
atualidade um  ELISA  especificamente
desenvolvido para codornas, o objetivo deste
trabalho foi padronizar um ELISA indireto para a
deteccdo de IgG especificas para NDV, em
codornas japonesas (Coturnix japonica).

Para a purificacdo de IgG do soro de codornas
(Bhanushali et al., 1994), foram coletados 10ml de
soro de codorna diluido a 1:5 em tampdo acetato,
com acréscimo de dacido caprilico até a
concentragdo de 25ul/ml de soro, mantido sob
agitagdo overnight a 4°C. O sobrenadante foi
removido, clarificado por centrifugacio a
10.000xg/30min/4°C', filtrado em membrana
0,45um’ e misturado com PBS pH 7,2 na propor¢io
1:10. Ao sobrenadante adicionou-se solugdo
saturada e tamponada de sulfato de amoénio, gota a
gota, em banho de gelo, sob homogeneizacdo
constante até concentracdo final de 36% de
saturacdo. A fragdo insoliivel foi precipitada por
centrifugacdo (10.000xg/30min/4°C) e o pellet foi
ressuspenso com PBS pH 7,2 estéril (1:100 do
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volume de soro original) e dialisado. Os extratos
com IgG foram armazenados a 4°C sem
conservantes biologicos. A dosagem de proteina de
cada amostra foi feita pelo método de Lowry,
segundo o manual do fabricante®. Para a verificagio
da pureza das amostras de IgG, foi feita eletroforese
em PAGE (Alfenas, 1998). A producdo de IgG de
camundongo anti-IgG de codorna foi obtida em
fémeas de camundongos Balb/c, com seis semanas
de idade, inoculadas com 100pg de IgG purificada
(Harlow e Lane, 1988).

O western blot foi empregado para a
determinagdo da especificidade do anticorpo
secundario anti-IgG de codorna produzido nos
camundongos. A IgG de camundongo anti-IgG
de codorna foi usada na diluigdo 1:500, conforme
titulagdo em ELISA com IgG de galinha e
detectada com anti-IgG de camundongo
conjugada com fosfatase alcalina’, tampio AP
(Tris HCI pH 9,5, NaCl, MgCl,), NBT* ¢ BCIP®
(Makkay et al., 1999).

Os soros positivos foram produzidos em 30
codornas vacinadas por via ocular com vacina
viva comercial de NDV (aproximadamente
10°°DIEsy/ave) e inoculadas 20 dias apds com
vacina inativada em emulsdo oleosa com
adjuvante completo de Freund. Os soros foram
coletados 21 dias apds a segunda aplicagdo. Os
30 soros negativos foram coletados de codornas
de duas semanas de idade ndo vacinadas,
oriundas de matrizes também ndo vacinadas e
mantidas em ambiente separado até a coleta. Os
soros coletados foram testados por IH (Beard,
1980). Os titulos dos soros foram determinados
em média geométrica (GMT).

O ELISA indireto para a detec¢do de IgG de
codorna contra o0 NDV, com o uso de anticorpo
secundario produzido (IgG de camundongo anti-
IgG de codorna) e conjugado IgG de cabra anti-
IgG de camundongo foi padronizado por
titulagio em bloco. As microplacas de ELISA®
foram sensibilizadas com 100ul de diluigdes
duplicadas seriadas do NDV em tampao
carbonato—bicarbonato pH 9,6 e incubadas por
2h a 37°C. O bloqueio foi feito com 50ul de
tampdo de bloqueio (leite em pd desnatado 3%
em PBS) incubado por 1h a 37°C. As dilui¢bes
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dos soros positivos e negativos de codorna para
NDV foram 1:50 e 1:100. Diluigdes seriadas, a
partir de 1:1000, do anticorpo secundario
produzido em camundongo anti-IgG de codorna
e, na etapa seguinte, do conjugado — IgG de
cabra anti-IgG de camundongo conjugado com
fosfatase alcalina3, a 1:500, 1:1.000, 1:5.000,
1:10.000 e 1:30.000, foram incubadas por 1h a
37°C. Apds a lavagem, o substrato pNPP a
Img/ml, em tampdo de dietanolamina com
MgCl, pH §°, foi adicionado (50ul) e as
microplacas incubadas por 30min a 37°C. A
leitura das densidades Opticas foi em
espectrofotometro com filtro de 405nm. Entre
cada etapa as microplacas foram lavadas trés
vezes com PBS Tween 0,05% (Sahle et al,
2002). Como critério para a selecdo das
concentragoes  ideais, as diluigdes que
apresentaram a maior diferenga em densidade
optica (DO) entre os soros positivos e negativos
foram escolhidas. Para evitar a varia¢do
intermicroplacas dos resultados, cada valor de
absorvancia foi multiplicado por um fator de
correcdo (f = 1/média das leituras dos soros
controle positivo) determinado para cada
microplaca (Folgueras, 1998). A analise
estatistica dos resultados foi feita pelo método
Two-graph receiver operating characteristic
(TG-ROC) (Greiner, 1995). Houve maior pureza
para IgG purificada do soro de codornas que IgG
purificada a partir da gema de ovos de codornas.
Essa  avaliagio  foi  determinada  pela
demonstragdo em eletroforese, de banda
equivalente apenas a IgG no soro, mas com
bandas contaminantes na gema (Fig. 1).
Demonstrou-se, por western blotting a resposta
humoral especifica para IgG de codorna no soro
dos camundongos (Fig. 1).
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Figura 1. Western blotting. 1gG purificada do soro (1 e
2) e IgG purificada da gema de ovos (3 e 4) de
codornas  japonesas, reveladas com IgG de
camundongo anti-IgG de codorna e coradas com NBT
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e BCIP. Notar o maior nimero de bandas e menor
pureza do extrato de IgG de gema.

No IH, os titulos, expressos em GMT, foram
315,17 e <2, nas codornas vacinadas e nao
vacinadas, respectivamente, semelhante aos
resultados observados por Alexander (2003) em
galinhas. Os soros de codornas vacinadas
(positivos) e nao vacinadas (negativos) por IH,
foram mais bem avaliados em ELISA quando
diluidos a 1:50 e utilizando-se 30pg/ml de NDV
na fase sdlida. O anticorpo secundario e o
conjugado (IgG de cabra anti-IgG de

camundongo) foram melhor discriminantes
quando diluidos a 1:5000. Os resultados do
ELISA e a média geométrica dos titulos
encontrados no IH para os soros positivos e
negativos sdo apresentados na Tab. 1. Com os
valores de absorvancia de cada soro corrigidos
pelo fator de corregdo (f), foi estabelecido o
ponto de corte do ELISA por meio do TG-ROC e
analise de sensibilidade e especificidade para a
melhor discriminacdo entre positivos e negativos.

Tabela 1. Inibi¢do da hemaglutinagdo (IH) e ELISA para IgG de codorna em soros de codornas vacinadas

ou ndo para NDV
Codornas IH (+) IH (-) ELISA’
Vacinadas' 30 0 0,808
Nio vacinadas 0 30 0,288

"Wacinagdo ocular (30ul) com La Sota 10>°DIE50/ave e inocula¢do intramuscular com 0,1ml da mesma vacina em

emulsdo oleosa com adjuvante completo de Freund.
?Absorvéncia média.

Houve correlagdo entre os dois testes, e o ELISA
pode ser recomendado, para utilizagdo em
codornas japonesas, apds inoculagdo com NDV
vacinal. N&o ha resultados descritos para
codornas na literatura, embora em galinhas
resultados semelhantes foram descritos (Das et
al. 1997; Bozorghmehrifard e Mayahi, 2000). A
correlagdo entre os testes valida o ELISA, que
oferece a vantagem de maior sensibilidade,
padronizagdo e operacionalidade. A maior
sensibilidade ¢é especialmente importante na
deteccdo da resposta imune precoce, cujos
resultados possibilitam a monitoracdo mais

desenvolvimento de reagente especifico para IgG
de codorna mostrou-se uma solugdo eficiente,
uma vez que ndo existe um conjugado anti-IgG
de codorna comercial, e decisivo para a
padronizagdo do ELISA especifico para codorna.
Os resultados de especificidade e sensibilidade
do ELISA foram equivalentes em comparacao
com o teste-ouro (IH). O ELISA indireto para
anticorpos da classe IgG de codorna especificos
para NDV pode ser recomendado como técnica
de triagem e diagnéstico da DN em codornas.
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eficiente ~ dos  plantéis  industriais. O doenca de Newcastle

ABSTRACT

An indirect ELISA for the detection of japanese quail IgG specific to Newcastle disease virus (NDV) was
developed. The secondary anti-quail IgG was produced in Balb/c mice, by inoculating Freund's complete
adjuvant emulsified japanese quail-IgG extract. The purification of I1gG was achieved using the caprilic acid
method. The ELISA was compared to the haemagglutination-inhibition (HI) test for antibodies to NDV. ELISA
cut-off point was established through TG-ROC analysis. Total correlation was observed between the ELISA
and the HI, being the ELISA efficient in the identification of positive and negative sera, with high sensitivity
and specificity (100%,). These results validate the use of the indirect ELISA as an alternative for the detection
of NDV-specific IgG in japanese quail sera, with the advantage of high sensitivity and automation.

Keywords: japanse quail, ELISA, IgG, newcastle disease
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