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ENSAIO IMUNOENZIMATICO COMERCIAL NO DIAGNOSTICO
SOROLOGICO DAS INFECCOES POR
HERPESVIRUS BOVINO 1®

A COMMERCIAL ENZYME IMMUNE ASSAY IN SERODIAGNOSIS
OF BOVINE HERPESVIRUS 1 INFECTIONS
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- NOTA -

RESUMO

Avaliou-se o desempenho de um ensaio imunoenzi-
maticq obtido de fonte comercial, na identificagdo de anticorpos
contra herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1), induzidos tanto por
infeccdo natural quanto por vacinagdo, em 1000 amostras de
soros sangiiineos de bovinos. A andlise comparativa dos resulta-
dos obtidos no sistema avaliado e na técnica padrao de soroneu-
tralizagdo mostrou uma concordancia de 97,05% (K=0,94) entre
as duas metodologias de diagnéstico soroldgico.

Palavras-chave: herpesvirus bovino tipol, sorologia, soroneu-
tralizagdo, ensaio imunoenzimatico.

SUMMARY

The performance of a commercial immune assay in
the identification anbody of natural infection or vaccination
against bovine herpesvirus type 1 (BHV-1) in 1000 samples of
bovine serum was evaluated. The comparative analysis from the
result of the evaluated system and standard serum neutralization
technique showed a rate of agreement of 97.05% (K=0.94)
between the two serologic diagnotic methods.
serum

Key words: bovine herpesvirus type 1, serology,

neutralization, enzyme immune assay.

As infeccdes por herpesvirus bovino tipo
1 (BHV-1), dentro do complexo rinotraqueite infec-
ciosa bovina (IBR) e vulvovaginite / balanopostite

! Apoio financeiro: CNPq, CPG/UEL.

pustular infecciosa (IPV/IPB) podem determinar
diferentes sinais clinicos na espécie bovina e apre-
sentam como conseqiiéncia grandes prejuizos eco-
ndémicos as pecuarias de corte e leite (KAHRS,
1977). Na dependéncia do subtipo viral envolvido,
particularmente, nas primo-infec¢cdes, essa virose
pode manifestar-se de forma respiratéria, ocular,
septicémica e/ou reprodutiva (BHV-1-1BR-like);
genital (BHV-1.2, BHV-1.2%; -IPV/IPB-like-) e
nervosa (BHV-5) (PAULIet al., 1981; SCHUDEL

et al., 1986; ROIZMANN et al., 1992 e 1995;
MAGYAR et al., 1993). Essa gama de formas de
apresentacao clinica, também compativeis com in-
feccbes causadas por outros microrganismos, prati-
camente inviabiliza o diagnéstico clinico dessa viro-
se.

O diagnostico etiologico definitivo da in-
fecc@o pode ser realizado com o isolamento viral ou
a deteccdo de antigenos e/ou genoma de BHV-1 em
material biolégico. Entretanto, essas metodologias
apresentam fatores limitantes, tais como colheita,
conservagéo e transporte da amostra e mesmo a
disponibilidade de laboratérios de diagndstico que
realizem essas técnicas rotineiramente (CANANT,
1984). Como alternativa, freqiientemente, utiliza-se
a sorologia (PRITCHARD, 1985). Essa metodologia
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fornece importantes informagbes epidemiolégicas segundo metodologia descrita por BRITSCH (1978).
sobre a presenca e/ou auséncia da infeccdo nosPara a manutencao das células MDBK foi utilizado
plantéis estudados, bem como, possibilita a quantifi- o meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s
cacéo da freqiiéncia de animais sororreagentes den-Mediunt.
tro de um rebanho e/ou regido. A maioria dos labo- Para a deteccdo de anticorpos séricos
ratérios de diagnostico utilizam nos levantamentos contra o BHV-1 por ELISA, foi empregado um
soroepidemioldgicos a técnica de soroneutralizac@o sistema comercial (HerdChél. Todos os procedi-
(SN). Essa metodologia, por apresentar grande espe-mentos para a realizacdo da técnica foram conduzi-
cificidade e mesmo sensibilidade é considerada a dos de acordo com o manual técnico e protocolo
técnica de referéncia para o diagnoéstico sorolégico idealizados pelo fabricante. A densidade dptica (DO)
das infeccBes por BHV-1. Entretanto, a SN apre- de cada amostra, correspondente a absorbancia em
senta alguns inconvenientes na sua realizagéo, poiscomprimento de onda entre 620 e 650nm, foi obtida
depende de cultivo celular (WYLER al.,1990). em espectrofotdmetro de leitura automéatica
Com o objetivo de facilitar a realizagdo de  (Emax1°2). Para a interpretacdo dos resultados, utili-
levantamentos epidemiologicos, uma série de méto- zou-se umsoftware que, apés a validagédo do siste-

dos soroldgicos alternativos foram desenvolvidos ma, classifica cada amostra como positiva, negativa
(COLLINS et al., 1984). Porém, devido a sua maior oy suspeita (HerdCheR.

sensibilidade, padronizacdo de reagentes, facilidade Todos os soros, testados na diluicdo de

de execucéo e por permitir a analise de amostragensj:25, foram inicialmente avaliados pelo sistema de
significativamente maiores, em intervalos menores triagem disponivel n&it. As amostras consideradas
de tempo, os ensaios imunoenzimaticos (ELISA) suspeitas na triagem, e também aquelas em que ndo
destacam-se como ferramenta indispensavel em se obteve coincidéncia de resultados entre a SN e o
levantamentos epidemioldgicos e mesmo no diag- ELISA, foram submetidas ao sistema de verificacdo
nostico sorolégico das infeccdes por BHV-1 o kit. Esse sistema, utilizado para identificagdo de
(KRAMPS et al.,1994; PERRIMet al., 1996). reacdes inespecificas como as induzidas por anticor-
Este trabalho teve como objetivos a avali- pos contra antigenos celulares, constitui-se basica-
acao do desempenho de um sistema de ELISA co- mente no reteste pareado das amostras e comparacéo
mercial, na deteccéo de anticorpos antiBHV-1, e a das DO obtidas nas cavidades adsorvidas com anti-
comparagdo dos resultados obtidos com a técnica degenos de BHV-1 com as de antigenos celulares.
SN. Foram utilizadas 1000 amostras de soros san- Também nessa Situagéoy a interpretagéo dos resulta-

_gul'neos, colhidas no periodo de junho de 1995 a dos foi conduzida com a utilizagio doftware
junho de 1996 em rebanhos bovinos de corte e leite fornecido pelo fabricante.

de vérios muniCipiOS do Estado do Parana, Brasil, () grau de concordancia entre as duas
estocados até o processamento 4G18la amostra- metodologias de diagnéstico sorolégico foi analisa-
gem, foram incluidas 68 amostras de soros proveni- do através do sistema SAS (Statistic Analysis Sys-
entes de um rebanho de bovinos leiteiros livre de tem), utilizando o indice Kappa (GART & BUCK,
IBR. Também fizeram parte da amostragem 158 1966).
soros de animais adultos, de trés rebanhos leiteiros, A tabela 1 apresenta a distribuicdo dos re-
colhidos entre 30 a 45 dias apos a segunda dose dasultados obtidos na anéalise comparativa de 983 soros
vacinagdo contra IBR. Em todos os testes, foram bovinos através das técnicas de SN e ELISA, nas
incluidos soros controles, previamente identificados quais evidencia-se um indice de 97,05% de concor-
como negativos e/ou positivos para o BHV-1, utili- dancia entre as metodologias avaliadas no diagnoésti-
zados na rotina soroldgica do laboratério. No total, co sorolégico das infec¢cdes por BHV-1. Tomando-
foram empregados 10 soros controles representadosse como referéncia a técnica de SN, a andlise dos
por: i) controle negativo: cinco amostras de soros de resultados obtidos na técnica de ELISA revelou uma
bezerros, provenientes de propriedade livre de IBR; sensibilidade de 100% e especificidade de 94,88%.
ii) controle positivo: cinco amostras de soros de Devido ao efeito toxico observado nos
bezerros, inoculados experimentalmente com o pro- controles de soro na técnica de SN, ndo foi possivel
totipo Los Angeles (LA) de BHV-1 para produgdo a realizagdo da analise comparativa dos resultados
de soro hiperimune. em 17 (1,7%) amostras. Dessas, seis amostras foram
A microtécnica de SN foi realizada com positivas e onze negativas no sistema de triagem do
células MDBK (Madin Darby bovine kidney) e 100 teste de ELISA. Apesar de serem toxicas em cultivo
TCID 50% (REED & MUENCH, 1938) do protétipo  celular ndo foi necessario, em nenhuma das 17
viral LA de BHV-1, com incubagdo virus/soro por amostras, a utilizagdo do sistema de verificagédo do
uma hora, a 3C, em atmosfera de 5% de £O teste de ELISA uma vez que as densidades Opticas,
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Tabela 1 - Distribuicdo dos resultados da sorologia para herpesvirus ba de ELISA, caracterizando a ndo ocorréncia de

vino tipo 1, obtidos através das técnicas de Soroneutralizacgasy|tados falso-positivo na amostragem estuda-
e Ensaio Imunoenzimético (ELISAomercial @ da

Das 158 amostras de soros colhidas de
ELISA (HerdCheK) SORONEUTRALIZACAO TOTAL animais recentemente vacinados contra BHV-1,
as duas técnicas apresentaram resultados seme-
lhantes em 150 (94,9%) amostras. Dessas, 145
(91,77%) foram sororeagentes e 5 (3,16%) néo
reagentes. Porém, 8 (5,06%) amostras foram

REAGENTES NAO REAGENTES

REAGENTES 416 29 445 consideradas SN negativas / ELISA positivas,
NAO REAGENTES 0 538 538 mesmo apods a realizagdo do sistema de verifica-
TOTAL 416 567 983

¢do. Por ser tratar de amostras provenientes de
animais vacinados, esse resultado sugere que a
(#) Indice Kappa: K=0,94. técnica de ELISA avaliada é sensivel o suficiente
para detectar anticorpos vacinais, mesmo em
titulos basais, uma vez que, todas as oito amos-
tras, apesar de terem sido interpretadas como negati-
vas em SN, foram reagentes na dilui¢do de 1:2.
A observacédo de que 100% das amostras
reagentes em SN também foram positivas em

tanto das amostras positivas quanto das negativas,
apresentaram valores fora da faixa de duvidas do
sistema.

Nos procedimentos de tabulacé@o geral dos
dados, foram identificadas 9 (0,9%) amostras nas ] ~ N
quais os resultados inicialmente n&o apresentaram ELISA, caracteriza a nao ocorrencia de resultadqs
concordancia com os obtidos na maioria das outras 'aIS0-N€gativo no sistema avaliado. Resultados di-

amostras analisadas. Sete amostras reagentes por SNETgentes entre as metodologias de diagndstico utili-
em diluigdes> 1:16 foram negativas no sistema de zadas neste estudo foram encontrados em 2,95% das

triagem da técnica de ELISA. Ao reteste, as sete 983 amostras analisadas_. Vinte e nove soros, neg_ati-
amostras foram positivas, tanto no sistema de tria- VoS por SN' foram considerados positivos pelo sis-
gem quanto no de verificacdo, com DO entre 0,635 e {€Ma de triagem do ELISA. Esses resuitados foram
1,068. Conclui-se que houve uma falha técnica, 'atificados apos a reanalise destes soros, tanto por
como erro de pipetagem ou falha na homogeneiza- SN quanto pelo sistema de verificagdo da técnica de
¢do da amostra durante a realizacdo do primeiro ELISA. _

teste de ELISA. Outras duas amostras, consideradas Deve-se ressaltar ainda que, 11 (37,9%)
ndo reagentes a SN, apresentaram DO de 0,737 gdas 29 amostras com _resultados conf!lta_mtes foram
0,815. Ao reteste do ELISA, também realizado nos SOrorreagentes na técnica de SN na diluicdo de 1:2.
sistemas de triagem e de verificacio, ambas as Porém, em uma andlise global, esses soros foram
amostras apresentaram B00,150. Uma provavel ~ considerados negativos, uma vez que, devido a pa-
explicacdo para o primeiro resultado do ELISA é a dronizacéo da técnica de SN, somente séo conside-
possibilidade de ter havido contaminagio dos orifi- rados positivos os soros que inibem 100% do efeito
cios da placa durante as etapas de lavagem, considecitopatico nas diluicées: 1:4. Outras 8 (27,6%)
rando que todas as etapas desse procedimento foramamostras, que ndo apresentaram coincidéncia de
realizadas manualmente e ndo em sistemas automa-resultados entre as técnicas avaliadas, referem-se a
tizados que evitam esse problema. soros colhidos de animais vacinados, ja discutidos

A coincidéncia de resultados, negativos e anteriormente.
positivos, observada em 97,05% (954/983) das Outro aspecto que deve ser analisado é
amostras analisadas demonstra a alta especificidadeque as 29 amostras ELISA positivas/ SN negativas
do sistema de ELISA avaliado. O indice Kappa eram provenientes de 16 diferentes propriedades
mostrou que houve uma concordancia quase perfeita rurais onde o indice médio de soroconversdo para
(K=0,94) entre os resultados apresentados pelos doisBHV-1 era superior a 47%, evidenciando a grande
testes, tendo 95% de confiabilidade. difusdo dessa virose nesses plantéis.

Todos os controles, negativos (5 amos- Considerando: i) a facilidade e rapidez de
tras) e positivos (5 amostras), apresentaram o0s re- execucao; ii) a possibilidade de automacéo dos da-
sultados esperados em ambos os sistemas de dia-dos e resultados, com o uso de swmftware especi-
gnéstico utilizados. Ainda com relacdo as amostras fico; iii) a viabilidade de padronizacéo de resultados
incluidas na avalicdo como controles, nenhum dos entre laboratérios de diagndstico; iv) e principal-
68 soros bovinos provenientes de propriedade livie mente, os resultados obtidos neste estudo comparati-
de IBR reagiu no procedimento de triagem da técni- vo, 0 ensaio imunoenzimatico avaliado apresenta-se
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como uma alternativa viadvel para a realizagdo de
diagnostico sorolégico e levantamentos epidemiold-
gicos das infec¢des por BHV-1, bem como, para
monitoramento de plantéis livres da infec¢éo e anali-
ses do perfil soroldgico pés-vacinal (IBR) em reba-
nhos bovinos.
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