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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

TESTES DE ELISA E VIRUS-NEUTRALIZACAO NA DETECCAO
DE ANTICORPOS CONTRA O VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVI NA
NO SORO E LEITE
AUTOR: DIEGO ARTEMIO FRANCO STURZA
ORIENTADOR: EDUARDO FURTADO FLORES
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 02 de junHz0dé

O sucesso nas estratégias de controle e erradidacéirus da diarréia viral bovina
(BVDV), passa pela identificacdo e eliminacéo doisnais persistentemente infectados (Pl).
Como esses animais excretam continuamente o @nievaléncia e os titulos de anticorpos
nos rebanhos que os possuem séo geralmente altdss® amostras de tanques coletivos de
leite sdo frequentemente utilizadas na triagemeth@rthos. No presente trabalho, amostras
coletivas de leite e amostras de soro foram sudaseth duas técnicas soroldgicas, a fim de
estabelecer a mais adequada para esta finalidade.t&, 767 amostras coletivas de leite e
701 amostras de soro bovino foram testadas comituELKSA indireto (teste padréo) e pela
técnica de virus-neutralizacdo (VNT). Devido aosite$ toxicos do leite sobre o cultivo
celular, a VNT foi adaptada, o que consistiu no entm do volume final na etapa de
incubacdo com os cultivos celulares. No teste i, iloram positivas 177 e 139 amostras, no
ELISA e na VNT, respectivamente. Com isso, a VNapdda apresentou uma sensibilidade
(Se) de 76,8% e uma especificidade (Sp) de 99,5%ndxe Kappa (k) foi de 0,82,
demonstrando uma 6tima concordancia entre as égagcas. A analise do coeficiente de
correlacéo entre os valores de absorbancia no E(THA e os titulos de anticorpos na VNT
nas amostras positivas, demonstrou uma correlagéenada positiva (r = 0,57) com p<0,05.
No teste do soro, foram positivas 442 e 602 amosteaELISA (teste padrdo) e na VNT,
respectivamente. Observou-se uma (Se) de 92,7%pk d& 27,1%, com (k) de 0,23,
demonstrando uma fraca concordancia entre as doagds. O coeficiente de correlacao
entre OD e os titulos de anticorpos demonstrou con@lacdo moderada positiva=10,54)
com p<0,05. Observaram-se nos testes do leiteserdo varias amostras com titulos altos na
VNT apresentando ODs baixas a medianas. Por oatto, Ivarias amostras com titulos
neutralizantes baixos apresentaram ODs altas. B8aseas resultados, e partindo do
pressuposto que a presenca de animais Pl refleter$itulos neutralizantes geralmente0,
conclui-se que a VNT € mais adequada para a reabzde triagem em amostras coletivas de
leite quando objetiva-se detectar rebanhos cons ditalos de anticorpos neutralizantes,
possiveis portadores de animais PI.

Palavras-chave:Animais persistentemente infectados. BVDV. Diagicost
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The success of control/eradication programs ofirtoviral diarrhea virus (BVDV)
infection necessarily includes the identificatiamdaelimination of persistently infected (PI)
animals. Since these animals continuously shedyvthe prevalence and titers of antibodies
in herds with Pl animals are often high. Henceklbilk and serum samples were subjected
to two serological tests in order to establishrtiast appropriate for herd screening. For this,
767 samples of bulk milk and 701 serum samples aeatyzed by a commercial ELISA kit
and by virus-neutralization test (VNT). The toxiteets of milk for cell cultures on VNT was
abolished by increasing the final volume of medidmmning the incubation. Among the tested
milk samples, 177 and 139 were positive in VNT &1dSA, respectively. Thus, the VNT
showed a sensitivity (Se) of 76.8% and a spegfficdp) of 99.5%. The Kappa index (k) was
0.82, demonstrating an excellent agreement betweeitwvo techniques. The analysis of the
correlation coefficient between the absorbanceesln ELISA (OD) and antibody titers in
positive samples in VNT showed a moderate posyti¢it= 0.57) with p<0.05. In serum
samples, 442 and 602 were positive in ELISA and Yi¢§pectively. This resulted in a VNT
sensitivity (Se) of 92.7% and specificity (Sp) of. B, with (k) of 0.23, reflecting a weak
agreement between the two techniques. The coorlabefficient between OD and antibody
titers showed a moderate positivityXr0.54) with p<0.05. Testing of both milk and serum
revealed a considerable number of samples with ¥ightiters and low ODs. On the other
side, many samples with low VN titers showed highsGn the ELISA. Based on the above
mentioned results, and assuming that the presdreeamimals usually results in VN tite¥s
80, we conclude that the VNT is more appropriatedaduct herd screening in bulk milk
when the objective is to detect herds with highré&itof neutralizing antibodies, potentially
harboring Pl animals.

Keywords: Animals persistently infected. BVDV. Diagnostic.
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1 INTRODUCAO

O virus da diarréia viral bovina (BVDV) € um memlato génerdestivirus familia
Flaviviridae. Este virus possui envelope, diametro de 40 arb@ nontém como genoma uma
molécula de RNA linear fita simples, de polaridgadsitiva, com aproximadamente 12,5kb
(DONIS, 1995). Os isolados do BVDV sao agrupadogeis genoétipos, BVDV-1 e BVDV-

2, que sao genética e antigenicamente distintddRRTH et al., 1994; PELLERIN et al.,
1994). Nos dois gendtipos, sdo encontrados isola@lositopaticos (NCP) — que representam
a grande maioria das amostras circulantes — eatibms (CP), que sdo normalmente de casos
de doenca das mucosas (DUBOVI, 1992). A segregagdobidtipos esta baseada nas
diferencas observadas em cultivo celular. EnquantBVDV (CP) induz vacuolizag&o
citoplasmatica e morte celular, o BVDV (NCP) infeess células sem causar efeitos aparentes
(FULTON et al., 2005). O biotipo NCP é a fontegparCP, o qual surge por mutacdes e/ou

recombinacdes no gene da proteina ndo-estrutu28 KFEDPATH et al., 2006).

Do ponto de vista clinico, a infec¢cdo pelo BVD\Vca@paz de produzir um amplo
espectro de manifestacdes, desde infeccdes inagsrgne ocorrem na maioria dos casos, até
a altamente fatal, doenca das mucosas (BOLIN, 1988)Juem-se nesse quadro clinico,
manifestacdes respiratorias, doenca gastroentéecagrragica, lesées cutaneas, entre outras
(BAKER, 1995). Em rebanhos onde o BVDV é endémitmiadamente as perdas decorrem
principalmente das formas respiratoria e reprodutik doenca reprodutiva € devido a
infeccdo direta do feto e suas manifestacbes dependo bidtipo do virus, status
imunoldgico da fémea e do estadio da gestacdo algarreu a infeccdo (BROCK, 1995).

Durante a gestacdo, a infeccdo de fémeas sororegabm o bidtipo NCP pode
cursar com reabsorcdo embrionaria, abortamentomifinacées, malformacdes fetais e o
nascimento de bezerros fracos (BAKER, 1995). Cetaenquaisquer dessas manifestacoes

causam perdas econdbmicas importantes. Contudojax mmplicancia causada pelo BVDV



sobre a reproducéo, resulta da infeccdo entre M@badias de gestacdo, com a producédo de
animais imunotolerantes e persistentemente infestéél). Os animais Pl ao nascimento sao
positivos para virus e nao possuem anticorpos algatintes em niveis detectaveis
(ARENHART et al., 2008). Com a ingestédo de colgsamticorpos neutralizantes podem ser
detectados 30 dias ap6s 0 nascimento, porém, @ssnjvadativamente reduzem até os
animais Pl se tornarem soronegativos (ARENHART |gt2809). Podem ser clinicamente
normais, contudo, apresentam viremia continua eweisnimédios a altos, excretando
continuamente o virus em maiores titulos, prinonggite nas secrecfes nasais e oculares
(BROWNLIE, 1990; BAKER, 1995; ARENHART et al., 2009

Apesar da alta mortalidade dos animais Pl (HOUE)3] e das estimativas de
prevaléncia alcancar um nivel de 1-2%, séo estimap® 60-90% de toda a populacéo
mundial de bovinos possuam anticorpos contra 0 BAB®UE, 1999). Também se observa
que, em rebanhos com a presenca dos animais RI%>d®s animais Sdo soropositivos e
apresentam altos titulos de anticorpos (HOUE, 199%) um estudo realizado na Inglaterra e
no Pais de Gales, o qual comparou sorologicamemie\aléncia de anticorpos contra o
BVDV, notou-se que esses permaneceram estaveigesofiados obtidos em pesquisas
realizadas ha 10 e 20 anos atras (PATON et al8)1%8s0 reflete a habilidade do virus de
permanecer endémico na auséncia de medidas deleosistémico, bem como, demonstra
que a viremia e excrec¢do viral continua em altbslos por animais Pl assegura a
disseminacéo rapida do virus a animais mantidosaato (ARENHART et al., 2009).

Por se constituirem na principal fonte de infecpaca os animais susceptiveis, 0s
animais Pl sdo os alvos dos programas de contreleaglicacédo da infeccdo pelo BVDV
(BITSCH & RONSHOLT, 1995). Contudo, devido a baipeevaléncia de animais Pl na
populacdo bovina, inicialmente é recomendavel séecer o status imunitario do rebanho e
as caracteristicas da resposta imunologica contfe@cdo pelo BVDV.

A soroconversdo em animais imunocompetentes oeatre uma a trés semanas apos
a infeccdo aguda, sendo os anticorpos classificadoslois grupos funcionais. Anticorpos
neutralizantes contra a glicoproteina E2 (gp53hcipal indutora da resposta imune, a qual é
responsavel pela adsorcdo e fusdo do virus naacéulanticorpos nao-neutralizantes
responsivos a proteina viral ndo-estrutural NSRi2%), a qual é essencial para a replicagédo
intracelular do virus (HOWARD, 1990; COLLETT, 199RROCK, 1995). Baseado nesses
principais sitios antigénicos da particula vira,provas sorolégicas foram desenvolvidas e,
com muito sucesso, estdo sendo empregadas na detidiagnostico laboratorial do BVDV
(HOUE, LINDBERG & MOENNING, 2006).
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Em vérios paises europeus, a deteccdo de anticerpotanques coletivos de leite
(NISKANEN, 1993) e a deteccdo de anticorpos em &na®sle soro individuais ou epool
de animais entre 9-18 meses (HOUE, 1992), utiliaanteste de virus-neutralizacédo (VNT) e
o teste ELISA indireto possibilitam a classificagiorebanhos em potencialmente infectados
e nédo-infectados (OIE, 2009). Os testes ELISA seatam populares no diagndstico do
BVDV, devido a algumas vantagens sobre a VNT, camiependem de cultivo celular; ndo
h& preocupacdo com contaminacao fungica ou batéeeaa leitura dos resultados é facil e
pode ser feita em poucas horas, a partir do sdeitee — por isso, podem ser aplicados
facilmente em estudos epidemiolégicos e em triagengrandes populagdes (NISKANEN et
al., 1989).

Contudo, quando a performance dos testes ELISketadé comparada com a VNT,
somente usando as particulas viricas purificadaBLd8A anti NS2-3, é possivel alcancar
resultados similares a VNT (MOENNIG et al., 199Também se observa que, a grande
maioria dos testes ELISA disponiveis no mercado caalitativos, o que teoricamente
impossibilita qualquer estratificacdo dos valoresadsorbancia. Entretanto, varias triagens de
rebanhos que utilizam leite de tanque coletivoao sdividual ou de pool, empregam como
Unico teste a técnica do ELISA (DIAS & SAMARA, 2Q0BIELENDEZ & DONOVAN,
2003; DIEGUEZ et al., 2008; GAROUSSI et al., 20G8JARINO et al., 2008).

Portanto, com base no exposto, e pela necessiladee dispor de uma técnica
sorologica adequada para a triagem de rebanhosatividade viral — indicada por niveis
altos de anticorpos, o presente trabalho teve colojetivos: (1) avaliar a performance dos
testes de virus-neutralizagédo e ELISA na detecedanticorpos anti-BVDV em amostras de
leite coletivo e soro, e (2) investigar a corrétagntre densidade oOptica (OD) e titulos de

anticorpos neutralizantes anti-BVDV no leite e noos



2 CAPITULO 1.

Testes de ELISA e virus-neutralizacdo na detecca® énticorpos contra o virus da

diarréia viral bovina no leite.

Diego Artemio Franco SturzaRudi Weiblen & Eduardo Furtado Florés

(Artigo a ser submetido a revid@squisa Veterinaria Brasileira 2011)

'Setor de Virologia, Departamento de Microbiologi®arasitologia e Departamento de Medicina Vetagnar
Preventiva, Universidade Federal de Santa MariataSdaria, RS, Brasil.
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ABSTRACT - Sturza D., Weiblen R. & Flores E.F. 201(ELISA and virus-
neutralization in the detection of antibodies agaist bovine viral diarrhea virus in Milk.]
Testes de ELISA e virus-neutralizacdo na deteccdoedanticorpos contra o virus da
diarréia viral bovina no leite. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-0Getor de
Virologia, Departamento de Microbiologia e Pardega, Centro de Ciéncias Rurais.
Universidade Federal de Santa Maria, Av. Roraind@01 Camobi, Santa Maria, RS 97105-

900, Brazil. E-maileduardofurtadoflores@gmail.com

The success of control/eradication programs ofirtoviral diarrhea virus (BVDV)
infection necessarily includes the identificatiamdaelimination of persistently infected (PI)
animals. Since these animals continuously shedyvithe prevalence and titers of antibodies
in herds with Pl animals are often high. Henceklbilk and serum samples were subjected
to two serological tests in order to establishrttast appropriate for herd screening. For this,
767 samples of bulk milk and 701 serum samples aeatyzed by a commercial ELISA kit
and by virus-neutralization test (VNT). The toxféeets of milk for cell cultures on VNT was
abolished by increasing the final volume of medidmning the incubation. Among the tested
milk samples, 177 and 139 were positive in VNT &1dSA, respectively. Thus, the VNT
showed a sensitivity (Se) of 76.8% and a spedifi®p) of 99.5%. The Kappa index (k) was
0.82, demonstrating an excellent agreement betweeitwo techniques. The analysis of the
correlation coefficient between the absorbanceesln ELISA (OD) and antibody titers in
positive samples in VNT showed a moderate posyti¢it= 0.57) with p<0.05. In serum
samples, 442 and 602 were positive in ELISA and Yi¢§pectively. This resulted in a VNT
sensitivity (Se) of 92.7% and specificity (Sp) af. 20, with (k) of 0.23, reflecting a weak
agreement between the two techniques. The coorlabefficient between OD and antibody
titers showed a moderate positivity (r = 0.54) with0.05. Testing of both milk and serum

revealed a considerable number of samples with ¥ighiters and low ODs. On the other
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side, many samples with low VN titers showed higbsOn the ELISA. Based on the above
mentioned results, and assuming that the presdrfeeamimals usually results in VN titers

80, we conclude that the VNT is more appropriatedaduct herd screening in bulk milk
when the objective is to detect herds with highré&itof neutralizing antibodies, potentially

harboring Pl animals.

INDEX TERMS: animals persistently infected, BVDMagnostic.
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RESUMO - O sucesso na estratégia de controle e erradicagadrals da diarréia viral
bovina (BVDV), passa pela identificacdo e elimirmcédos animais persistentemente
infectados (PI). Como esses animais excretam agartiente o virus, a prevaléncia e o0s
titulos de anticorpos nos rebanhos sédo geralmdtis. &or isso, amostras de tanques
coletivos de leite sdo frequentemente utilizadasiagem de rebanhos. No presente trabalho,
amostras coletivas de leite e soro foram submetiddsas técnicas soroldgicas, a fim de
estabelecer a mais adequada para esta finalidade.t&, 767 amostras coletivas de leite e
701 amostras de soro bovino foram testadas comituBLISA indireto (teste padréo) e pela
técnica de virus neutralizacdo (VNT). Devido aosite$ toxicos do leite sobre o cultivo
celular, a VNT foi adaptada, o que consistiu no entm do volume final na etapa de
incubacao celular. No teste do leite, foram poa#i¥77 e 139 amostras, no ELISA e na VNT,
respectivamente. Com isso, a VNT adaptada aprasemb@a sensibilidade (Se) de 76,8% e
uma especificidade (Sp) de 99,5%. O indice Kapp#ofkde 0,82, demonstrando uma otima
concordancia entre as duas técnicas. A analiseeftciente de correlagéo entre os valores de
absorbancia no ELISA (OD) e os titulos de anticerpa VNT nas amostras positivas,
demonstrou uma positividade moderada (r = 0,57) p3,05. No teste do soro, foram
positivas 442 e 602 amostras no ELISA (teste padrda VNT, respectivamente. Observou-
se uma (Se) de 92,7% e (Sp) de 27,1%, com (k) @8, @emonstrando uma fraca
concordancia entre as duas técnicas. O coeficimteorrelacdo entre OD e os titulos de
anticorpos demonstrou uma positividade moderadd(b4) com p<0,05. Observaram-se nos
testes do leite e do soro, varias amostras cofondialtos na VNT apresentando ODs baixas a
medianas. Por outro lado, varias amostras conositututralizantes baixos apresentaram ODs
altas. Baseado nos resultados, e partindo do pessuque a presenca de animais Pl reflete-

se por titulos neutralizantes geralmente80, conclui-se que a VNT é mais adequada para a
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realizacdo de triagem em amostras coletivas de tpiando objetiva-se detectar rebanhos

com altos titulos de anticorpos neutralizantessipess portadores de animais PlI.

TERMOS DE INDEXACAQ animais persistentemente infectados, BVDV, diagodst



INTRODUCAO

O virus da diarréia viral bovinddgvine viral diarrhea virus BVDV) pertencente ao
géneroPestivirusda familiaFlaviviridae, € um dos principais patdégenos de bovinos (Gunn et
al. 2005). A infeccdo pelo BVDV durante a gestagi&pendendo da idade do feto, pode
resultar em reabsorcao fetal, aborto, mumificaglalformacédo congénita, nascimento de
bezerros normais, fracos ou persistentemente adest(PIl) (Kramps et al. 1999).

A fonte primaria de disseminacdo do BVDV nos relmsnkdo os animais Pls (Houe
1999, Niskanen, Lindberg & Travén 2002). A exposigio feto ao BVDV antes do
desenvolvimento completo do sistema imune (McCiurd al. 1984), periodo aproximado
entre 40 e 125 dias de gestacdo (Stokstad & LoK€R2)2 pode resultar no nascimento de
animais imunotolerantes e que excretam continuangrdandes quantidades de virus em
excrecoes e secrecdes (Confer et al. 2005).

Animais virémicos e imunotolerantes ao BVDV estapamente difundidos no rebanho
bovino brasileiro (Oliveira et al. 1996, Bottonatt 1998, Flores et al. 2005). Oliveira (1996)
realizou triagem em rebanhos com problemas repradutno Rio Grande do Sul (RS)
procurando identificar animais Pls, detectando 0,@P3/1240) de amostras positivas
(leucdcitos, soro) para o virus. Botton et al. @98xaminaram amostras de soro de fetos
coletados em matadouros, detectando anticorpos ,dfb 119/1396) e virus em 0,8%
(11/1396). Em outro estudo, amostras de tanquesivcad de leite em rebanhos do estado do
RS foram testadas pela técnica de virus-neutréiz§¢NT) adaptada para a detecgdo de
anticorpos no leite, detectando-se 8,8% (1.02811).febanhos com titulos neutralizantes >
20 no leite; 1,5% (180/11.711) propriedades aptasam o leite com titulos de anticorpes
80, indicando infec¢do ativa e/ou a presenca daasiP| (Brum et al. 2004). Segundo Baker
(1995), embora aparentemente baixa, a prevalémciandnais virémicos é suficiente para

manter o virus na populagédo. O que ndo exclui enpil representado por outras espécies
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domeésticas e selvagens. Julia et al. (2009) demmangor sorologia a circulacédo do BVDV-1

e do BVDV-2 em ovinos. Em animais selvagens, estuslarologicos demonstraram a
presenca de anticorpos anti-BVDV em uma ampla gdenaspécies. O virus também ja foi
isolado desses animais, 0 que levanta o questiortarsebre um possivel intercambio entre
0s animais domeésticos e os selvagens, devendobgeto ale novas pesquisas no futuro
(Vilcek & Nettleton 2006).

Os rebanhos que possuem animais Pls podem sefficdelts por sorologia, ja que a
presenca do virus resulta em niveis altos de aptisona maioria dos animais (Houe 1995).
O diagnostico de rebanho, cujo objetivo é deteectapresenca ou auséncia de uma
determinada infeccdo sem a necessidade de tedt@s s animais individualmente, pode
envolver varias estratégias. No caso do BVDV, poedendestacar as seguintes em nivel de
rebanho: 1) deteccdo de anticorpos em tanquesvoalate leite; 2) deteccao de anticorpos
em soro individual ou de cinco animais jovens (9m8ses); e 3) deteccdo em tanques
coletivos de leite do virus (Houe et al. 2006).uasl primeiras opgdes, pela praticidade, baixo
custo e pelo sucesso obtido nos programas de tortrerradicacdo do BVDV nos paises
escandinavos, apresentam os melhores valores tebmreeficio (Houe 1995, Valle 2005).

A mensuracgdo de anticorpos em tanques coletivdsitge visando estimar a exposicao
de um rebanho ao BVDV, é possivel, uma vez quesapte uma boa correlagdo com a
prevaléncia de animais soropositivos no rebanhek@ien 1993). Também, pode-se inferir
gque em rebanhos com um alto nivel de anticorpos taogues coletivos de leite,
possivelmente ha uma infeccdo ativa com o BVDVdearcomendado, consequentemente o
teste de todos os animais para a deteccao e etidmrde animais Pl (Larsson, Niskanen &
Alenius 1994, Bitsch & Ronsholt 1995). Da mesma eian a aplicacdo dos titulos de

anticorpos neutralizantes anti-BVDV obtidos a patii triagem de apenas cinco animais
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jovens, com pelo menos trés destes possuindotéiitss & 128), possibilita a distingdo de
rebanhos com ou sem a presenca de infeccéo vioake(H995).

Como método de escolha para triagem de rebanhesds| o teste ELISA indireto, tem
sido 0 mais empregado na deteccao de anticorpeBDY (Niskanen et al. 1991, Niskanen
1993, Paton et al. 1998, Lindberg & Alenius 1999¢sses estudos, a diferenciacdo entre
rebanhos possivelmente infectados e nao-infectadasdo amostras coletivas de leite, se
baseia na estratificacdo dos valores de densidata dOD) (Niskanen 1993, Beaudeau et al.
2001, Greiser-Wilke, Grummer & Moenning 2003) anapiis principalmente nos resultados
de Niskanen (1993), Houe et al. (1995), Paton.ef18P8) os quais avaliando kits ELISAs
indireto, encontraram uma boa correlacdo entres albores de OD e prevaléncia de vacas
soropositvas para BVDV.

Por outro lado, a técnica padrao para pesquisati®gos anti-BVDV em soro é a virus
neutralizacdo (Edwards 1990). Contudo, por neeassie condicdes laboratoriais mais
exigentes que o teste ELISA (ex: pessoas treinaaasultivo celular e virolégico), a VNT
raramente foi empregada no diagnéstico de rebamtawés do leite individual e/ou de
tanques coletivos. Em laboratérios que dispéem dHive celular, com protocolo
estabelecido para realizacdo da VNT em amostrasmde a possibilidade deste ser aplicado
em amostras de leite, certamente reduziria cusgggaveitaria as condi¢cdes laboratoriais ja
existentes.

Portanto, objetivou-se em um primeiro momento: tatagtécnica de virus-neutralizacao
para a pesquisa de anticorpos anti-BVDV no leitetateques coletivos, verificando as
caracteristicas de sensibilidade, especificidadgorvpreditivo positivo, valor preditivo
negativo e indice kappa em relacdo a um kit ELIS#Areto, considerado neste caso a técnica
padrdo. Em um segundo momento, amostras de s@m fembmetidas a analise pela VNT e

pelo ELISA, avaliando-se também o desempenho dbssteApos, procedeu-se a analise dos
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indices de correlacdo entre titulos de anticorpms#ralizantes e os valores de densidade
optica (OD) oriundos das amostras de leite e sBan. fim foi estabelecida a técnica
sorologica que determina com maior precisdo aquelbanhos que serdo submetidos a

proxima etapa do programa de identificacédo e eligén dos animais PI.
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MATERIAL E METODOS
Células e virus
Os procedimentos de amplificacdo viral foram reaos em células de linhagem de rim
bovino (MDBK - Madin Darby Bovine Kidngylivres de pestivirus. As células foram
cultivadas em meio essencial minimo (MEM), contengenicilina (1,6 mgL),
estreptomicina (0,4 mgt) e nistatina (0,02 mgt), suplementado com 10% de soro equino.

A cepa padrdo de BVD®ingerfoi utilizada nos testes de neutralizag&o viral.

Amostras de leite e soro

Foram testadas 767 amostras de leite coletivasdasbino Centro de Pesquisa em
Alimentacdo da Universidade de Passo Fundo (CEPRY@P701 amostras de soro bovino
submetidas ao Setor de Virologia da Universidadéefs de Santa Maria (SV/UFSM) para
diagndstico sorologico. As aliquotas de leite foranviadas resfriadas, com adicdo do
conservante Bronopol (2-bromo-2-nitropropane-1,iddyd Para a realizacdo dos testes
soroldgicos, as amostras de leite foram previamestérifugadas a 3.000 rpm por 30min a
4°C. A fase aquosa foi coletada para os testes gegnida conservada a -20°C até o uso. As

amostras de soro foram submetidas a inativacas@ @& 30 min.

Teste comercial ELISA

A pesquisa de anticorpos anti-BVDV nas amostrakeitie coletivo e soro foi realizada
por um kit ELISA indireto (HerdChek, ldexx, Main&UA). Os procedimentos foram
conduzidos conforme as instrugdes do fabricantearka@onsideradas positivas as amostras
de leite coletivo que apresentaram densidade 6ffi€y > 0,2. Para as amostras de soro,
aquelas com densidade optica (OD) < 0,2 sdo camaside negativas> 0,2 e < 0,3 séo

amostras suspeitas, e finalmente amostras corr @B s&o positivas.
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Teste de citotoxicidade

Para se determinar as diluicbes toxicas do leitea mes cultivos celulares, foram
realizados dois ensaios prévios. No primeiro siomge a VNT tradicional, no entanto, sem a
adicao do virus. Apés, decorrido o periodo de iacéb de 96h a 37°C, os cultivos celulares
foram observados sob microscopia 6ptica para viagdo da morfologia celular e a
integridade dos tapetes. Depois, conforme protegatirdo os tapetes celulares integros
foram corados com cristal violeta. O segundo ensaiosistiu na realizacdo da VNT
tradicional, porém, apos incubacdo da mistura-iéies por 2h a 37°C, foi adicionada uma
suspensao de células MDBK em 50, 100, 200 eu250e MEM suplementada com 10% de

soro equino, seguindo-se de incubacédo em estu@@da 37°C.

Teste de virus-neutralizacéo (VNT) adaptada — leiteoletivo

Apoés a realizagdo da pesquisa de anticorpos ariii\Bpelo kit ELISA e conhecimento
dos resultados de citotoxicidade, procedeu-se lgsartbs titulos de anticorpos pela VNT. Os
testes foram realizados em placas de poliestiren®6d cavidades, utilizando-se diluiges
crescentes na base 2 do leite (1:5, 1:10, 1:20, 1:80, 1:160 e 1:320) frente a 100 DigC
(doses infectantes para 50% dos cultivos celulzaefade) da cepa de BVDV citopatica
Singet Apos incubacdo da mistura leite-virus por 2h%®C37oi adicionada uma suspenséao de
células MDBK em 200L de MEM suplementada com 10% de soro equino, sdgtse de
incubacdo em estufa de €® 37°C. A leitura dos testes foi realizada apdsd@bincubacéo,

pelo monitoramento do efeito citopatico (ECP).

Teste de virus-neutralizacéo (VNT) - soro
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Para a analise dos titulos de anticorpos, foranregagdas placas de poliestireno de 96
cavidades, utilizando-se diluicdes crescentes sa Bado soro (1:5, 1:10, 1:20, 1:40, 1:80,
1:160; 1:320; 1:640; 1:1280; 1:2560; 1:5120 1:1QZ7%nte a 100 DICE; (doses infectantes
para 50% dos cultivos celulares/cavidade) da cepaBdDV citopatica Singer. Apos
incubacdo da mistura soro-virus por 2h a 37°C.athcionada uma suspensao de células
MDBK em 5QuL de MEM suplementada com 10% de soro equino, segese de incubacao
em estufa de CO2 a 37°C. A leitura dos testesefaiizada apdés 96h de incubacao, pelo

monitoramento do efeito citopatico (ECP).

Analise estatistica
A sensibilidade (Se), especificidade (Sp), val@dgivo positivo (VPP) e valor preditivo

negativo (VPN) da VNT adaptada (leite coletivo)eeMNT (soro) foi calculada em relacéo ao
teste ELISA indireto, e o grau de concordanciaeeo$ testes foi estimada pelo indice kappa
(k). As amostras de soro que tiveram valores de deresidjatica, consideradas suspeitas (OD
> 0,2 e < 0,3) ndo foram contabilizadas nos célcslgsa mencionados. Apés procedeu-se a
correlacdo linear simples entre OD e titulos décargos. Para tal, os valores de titulos de
anticorpos (0, 5, 10, 20, 40, 80, 160 e > 320)nfosaibstituidos respectivamente por (0, 1, 2,
3, 4,5, 6e7). Ambas as regressoes, foram coiwekados pelo teste de Pearson (r), com 0s

titulos de anticorpos anti-BVDV apoés o teste de (NJ0,05).
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RESULTADOS

Teste de citotoxicidade

A realizacdo dos testes de virus neutralizacdo sauwticdo de virus, demonstrou que a
citotoxicidade ao leite mantinha-se até a diluicko 1:40 - 1:80, como evidenciado por
microscopia optica e pelos tapetes celulares ceradm cristal violeta. O segundo ensaio,
no qual diferentes volumes de MEM foram adicionaagsispenséo de células e soro equino,
evidenciou que apenas algumas amostras na diltii§dapresentaram toxicidade residual no
volume de 200uL, sendo este o valor consideradoentizacdo dos testes (dados néo

mostrados).

Desempenho do teste de virus neutralizacdo e do BBA no leite coletivo

A pesquisa de anticorpos anti-BVYDV em amostrastisale de leite pelo teste ELISA
detectou 23,1% (177/767) positivas, com ©D,2. Ja na VNT adaptada, 18,1% (139/767)
foram positivas. Os resultados de ambos os testés apresentados no Quadro 1. Pode-se
observar que os dois testes produziram resultadaigativamente equivalentes (positivo ou
negativo) em 723 amostras (94,3%). Com isso, a ¥pfEsentou sensibilidade de 76,8%;
especificidade de 99,5%; valor preditivo positive €7,8%; valor preditivo negativo de
93,5% com um intervalo de confianca de 95% (IC 98%)relacdo ao kit ELISA indireto
(Quadro 2). O indice de concordancia Kappa (k)eea$ testes foi de 0,82, indicando uma
Otima correlagdo entre as técnicas (Landis & Ko®f7). Na Figura 1, observa-se uma
correlagdo moderada positiva (r = 0,57) entre os testes (Plackett 1983), com uma

confiabilidade de 95%.
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Desempenho do teste de virus neutralizacao e do EHA no soro

Em relacédo ao soro, os resultados de ambos os testé® representados nos Quadros 3 e
4. Observa-se que o teste ELISA detectou 63,1%/7842 amostras positivas com O, 3;
6,4% (45/701) amostras suspeitas com 9,2 e < 0,3 e 30,5% (214/701) amostras
negativas. Ja na VNT, foram positivas 85,9% (60B),70u seja, apresentaram titulos anti-
BVDV > 5. Pode-se observar que os dois testes produesutiados equivalentes em 58,5%
(410/701) das amostras. Para os céalculos de desbmpies testes (Quadro 3), as amostras
suspeitas no ELISA (45/701 — 6,4%), ndo foram iidlels no calculo. Com isso, a VNT
apresentou sensibilidade de 92,7%; especificidaae®1%; valor preditivo positivo de
72,4%; valor preditivo negativo de 64,4% com unefvélo de confianca de 95% (IC 95%)
em relacdo ao kit ELISA indireto. O indice de cadémcia Kappa (k) entre os testes foi de
0,23, indicando uma fraca correlacéo entre asdasniLandis & Koch 1977). Na Figura 2,
observa-se uma correlagdo moderada positiva (b4) @ntre os dois testes (Plackett 1983),

com uma confiabilidade de 95%.



25

DISCUSSAO

Teste de citotoxicidade

Um dos objetivos do presente trabalho foi soludian@roblema da toxicidade do leite
para os cultivos celulares utilizados no teste VH3sa citotoxicidade ja fora relatada por
Scherer et al. (2002). No presente trabalho, foiukada a VNT sem a adicdo de virus,
observando-se que a citotoxicidade ao leite maatsghaté a diluicdo aproximada de 1:40 -
1:80. Scherer et al. (2002) conseguiram contornpgroblema da citotoxicidade, realizando
incubacdo da mistura leite-virus com os cultivdslaees durante 20h, seguido da realizac&o
de imunofluorescéncia para deteccdo de antigenass vhas células infectadas. Esse
procedimento, porém, revelou-se extremamente ladmrisendo de dificil aplicabilidade em
larga escala. Ressalta-se, porém, que a VNT rajaderita por Scherer et al. (2002) pode
possuir importantes aplicagdes, sobretudo paratessade soro toxicas e quando € necessario
o diagnostico sorolégico em curto espago de temdpeestratégia utilizada no presente
trabalho foi a de aumentar o volume final do meaditivo (de 50L para 20QL) durante a
incubacgdo celular. Utilizando-se essa estratégianas algumas amostras na diluicdo 1:5
apresentaram toxicidade residual. Como o objetieoudha triagem de rebanhos para
identificar propriedades com atividade viral do B¥B detectar apenas amostras com altos
titulos (Brum et al. 2004), essa toxicidade redich&p representa uma restricdo para a

técnica, pois manifesta-se apenas nas diluicdeadai

Desempenho da VNT e do ELISA no leite coletivo
Os resultados discrepantes observados no Quadr 3%-(41/767) amostras negativas

na VNT e positivas no ELISA — podem ser devidosrésgnca de anticorpos produzidos
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contra amostras virais antigenicamente diferentexeapaSinger (BVDV-1) utilizada na
VNT. De acordo com Deregt et al. (1998) o princigsio dos anticorpos neutralizantes é a
glicoproteina E2. A E2 é altamente antigénica éaval conforme os gendtipos do BVDV.
No BVDV-1, a E2 possui apenas um epitopo imunodanta enquanto no BVDV-2, ela
possui trés epitopos imunodominantes. Com iss@atividade soroldgica entre virus dos
genotipos BVDV-1 e BVDV-2 é geralmente muito ba{iRidpath 2003). Na evolucéo viral,
talvez essa variabilidade faca parte de uma damtégs do virus de evadir-se dos
mecanismos de defesa desenvolvidos pelo hospd@aims 1995).

Em relacdo a 0,4% (3/767) amostras positivas na ,Mddm titulo baixo (1:10) mas
negativas no ELISA — por representar uma pequenzlpadas amostras, aliado ao baixo
titulo, esses valores discordantes possivelmefieeam diferencas de sensibilidade entre as
técnicas.

O segundo aspecto verificado no presente trabahaovencontro do que foi exposto por
Sandvik (1999), o qual afirma que para a identiffitade animais Pl em um rebanho é
essencial o conhecimento detalhado do desemperthtesies diagnésticos, bem como as
caracteristicas epidemiologicas da infeccdo pel®BWara sustentar tal idéia, os resultados
de ambos os testes (titulos anti-BVDV e OD) utdiza usualmente para a triagem de
rebanhos, foram confrontados, e os resultados padgnobservado no Quadro 2. Alguns
pontos merecem atencao, sendo eles: (1) o menor gal OD ¢ 0,2) e o maior (1,65)
ocorreram em amostras que possuiam titulos de 1UNW (2) apesar de haver uma
tendéncia de diminuicdo da amplitude total a pdes amostras compreendidas nos titelos
80, essas ndo apresentam os maiores valores de (H);titulos considerados baixos para
uma possivel pesquisa de animais PI, ou sejajardera 80 foram encontrados em 92,1%
(163/177) amostras no ELISA. Esses resultados detnaon que o teste ELISA quando

empregado com o objetivo de detectar altos titdesnticorpos em amostras coletivas de
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leite, ndo é a técnica sorolégica mais adequada, wea que em apenas 7,9% (14/177)
amostras possivelmente havera uma infeccdo atvapeésenca de animais Pl no rebanho.
Desempenho da VNT e do ELISA no soro

Os valores obtidos na analise de soro por ambagsbss, corroboram resultados de
Moenning et al. (1991), o qual afirmam que a pentomce dos testes ELISA indireto quando
comparada com a VNT, somente alcanca resultaddtases quando do uso de particulas
viricas purificadas ou ELISA anti NS2-3. Essas rédicas podem ser evidenciadas
observando os valores encontrados no Quadro 4elirese que o ELISA considerou 30,5%
(214/701) das amostras como negativas. Essas a@girserem quantificadas pela VNT,
apenas 27,1% (58/214) realmente ndo apresentatalws tde anticorpos anti-BVDV. De
maneira mais contundente, 9,8% (21/214) dessas t@®opossuiam anticorpos 80,
considerados valores moderados a altos. Em rebaxipostos aos animais Pl, esses valores
de titulos indicam a presenca desses animais (ldowd. 1995). Por outro lado, 35,5%
(157/442) das amostras que possuem baixos titald®)(e que possivelmente sao oriundos
de rebanhos sem atividade viral, poderiam ser atlostapa seguinte do programa de
identificacdo e eliminacdo dos animais Pl. Outrseobacéo possivel demonstra que o ELISA
apresenta deficiéncia em detectar amostras cordostitu 40. Esses resultados, quando
categorizados como positivos, também podem condaziuma pesquisa de animais
persistentemente infectados. Conforme as infornsagdiena, varias amostras que sugerem a
presenca de animais Pl no rebanho ndo foram coadmte positivas no ELISA, enquanto
amostras com baixos titulos, que dificilmente fazemte de um rebanho com uma infecgéo
ativa, foram consideradas positivas no ELISA.

Para evidenciar a sequéncia pratica de um resufiasitivo na triagem de rebanhos, cujo
objetivo é identificar e eliminar os animais PI, wabalhos de Sandvik (1999) e Houe,

Lindberg & Moenning (2006) demonstram que é necasgdoceder a coleta de sangue de
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todos os animais da propriedade com idade supeti@s meses e inferior a dois anos, para
posterior deteccao pelo isolamento viral (Edwa@B0). Para ser excluida a probabilidade de
uma infeccdo aguda, caso um animal seja positisterieste, € necessario um reteste entre 3-
4 semanas apo0s a primeira coleta. Do ponto de gpEtiemioldgico e econdmico, deve-se
considerar ainda: (1) a maioria das infec¢des ciasspelo BVDV sao subclinicas, e por isso,
de dificil diagndstico e mensuracdo das possiverdgs econdmicas (Houe 1999); (2) os
animais Pl em uma populacdo endémica alcancam wehméximo de 2% (Houe 1999); (3)
apesar do conhecimento sobre a doenca estar awmente Brasil e no mundo, a
importancia da enfermidade para os produtores téitaegaos mais tecnificados e/ou para
aqueles que usufruem de um programa de extensamegket al. 2005); e (4) ndo ha um
programa oficial de controle e erradicacdo do BidVBrasil (Flores et al. 2005).

Por esses motivos, o programa de controle e eagélicdo BVDV, cuja caracteristica é a
adesdo voluntaria dos produtores, como é obsermadgrande maioria dos paises que
implantaram essa medida (Houe, Lindberg & Moenr@006), deve ser capaz de aliar com
precisdo o desempenho dos testes de diagndstico asormondicbes epidemioldgicas e
econbmicas para a sua viabilidade. Para tal, ossacelependera da capacidade de
identificacdo daquelas propriedades com infeccéal ativa e/ou presenca de animais Pl, o
gue somente € possivel com o emprego de testdégioos capazes de detectar altos titulos

de anticorpos anti-BVDV nos rebanhos.
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CONCLUSAO

Em resumo, os resultados do presente trabalho degraon que foi possivel solucionar o
problema da toxicidade do leite para as célula¥N&, aumentando-se o volume final da
suspensao celular durante o periodo de incubagiobdm, pode-se inferir que ndo existe
correlacéo linear perfeita entre a absorbancia (@QDELISA e os titulos de anticorpos anti-
BVDV na VNT, o que impede a utilizacdo do ELISA pa deteccdo exclusiva de rebanhos
com altos titulos de anticorpos. Por isso, o t&#id é o mais recomendado para triagens,

guando objetiva-se detectar rebanhos com titul@ntieorpos que indiquem atividade viral.
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Plot of Fitted Model
OD ELISA = 0,38595 + 0,121722*TITULO VNT
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Figura 1. Correlagéo linear simples entre os valae densidade 6ptica (OD) no ensaio
imunoenzimatico do tipo ELISA e os titulos de amrpos contra o virus da diarréia viral
bovina no teste de virus-neutralizacdo (VNT) adigpta amostras de leite coletivo. Os
valores no eixo x correspondem respectivamentgitadss na VNT (O, 5, 10, 20, 40, 80
e 160).
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Plot of Fitted Model

OD ELISA =0,0985207 + 0,171651*TITULO VNT
38 F T T T

OD ELISA

TITULO VNT

Figura 2. Correlacdo linear simples entre os valate densidade Optica (OD) no ensaio
imunoenzimético do tipo ELISA e os titulos de ampos contra o virus da diarréia viral
bovina no teste de virus-neutralizacdo (VNT) emstras de soro. Os valores no eixo x
correspondem respectivamente aos titulos na VN3, (00, 20, 40, 80, 160>320).
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Quadro 1 — Resultados dos testes de ELISA e virugutralizacdo (VN) adaptada para a
deteccao de anticorpos contra o BVDV em amostras digite coletivo

VIRUS ELISA
NEUTRALIZACAO Positivos (%) Negativos (%) TOTAL (%)
Positivos 136*(17,7) 3(0,4) 139*°(23,1)
Negativos 41°(5,3) 587 (76,5) 596 (76,9)
Total 177¢(23,1) 596'(76,9) 767°¢*9(100)

Sensibilidade relativa: (a) / (a+c) x 100=136/1710476,8%
Especificidade relativa: (d) / (b+d) x 100=587/5908=99,5%
Valor preditivo positivo: (a) / (a+b) x 100=136/3X3®0=97,9%
Valor preditivo negativo: (d) / (c+d) x 100=587/5%A00=93,5%

Kappa = Precisédo observada (PO) — precisao esp@tadjld — PE=0,271/0,329=0,82
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Quadro 2 — Distribuicéo dos titulos de anticorpos o teste de virus-neutralizacao (VNT)
adaptada e a respectiva densidade Optica (OD), damostras coletivas de leite que foram

positivas (OD> 0,2) no ensaio imunoenzimatico do tipo ELISA

ELISA (OD) Numero de
VNT titulo
Intervalo Mediana Amplitude total amostras
0 0,2-1,59 0,32 1,39 41
5 0,2-0,88 0,41 0,68 33
10 0,2-1,65 0,52 1,45 31
20 0,31 -1,26 0,67 0,95 36
40 0,53-1,50 1,02 0,97 22
80 0,65-1,40 1,06 0,75 11

160 1,00 - 1,08 1,02 0,08 3
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Quadro 3 — Resultados dos testes de ELISA e virugutralizacdo (VN) para a deteccao
de anticorpos contra o BVDV em amostras de soro

VIRUS ELISA
NEUTRALIZACAO Positivos (%) Negativos (%) TOTAL (%)
Positivos 4107/ (62,5) 158(23,8) 566°(86,3)
Negativos 32(4,9) 58(8,8) 96" (13,1)
Total 442%*°(67,4) 214"(32,6) 656°*¢*9(100)

Sensibilidade relativa: (a) / (a+c) x 100=410/4416392,7%
Especificidade relativa: (d) / (b+d) x 100=58/21@8%27,1%
Valor preditivo positivo: (a) / (a+b) x 100=410/5@®0=72,4%
Valor preditivo negativo: (d) / (c+d) x 100=58/9@QE=64,4%

Kappa = Precisdo observada (PO) — precisao esp@adld — PE=0,09/0,38=0,23
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Quadro 4 — Distribuicédo dos titulos de anticorpos o teste de virus-neutralizacao (VNT)
e a respectiva densidade 6ptica (OD) das amostras doro

ELISA (OD)

VNT o <0,2 (%) >0,2 e <0,3 (%] >0,3 (%)° Tol 9

0 58 (58,6) 9 (9,1) 32 (32,3) 99 (100)

5 27 (69,2) 5 (12,8) 7(17,9) 39 (100)

10 31 (52,5) 3(5.1) 25 (42,4) 59 (100)

20 41 (47,1) 10 (11,5) 36 (41,4) 87 (100)

40 36 (35,3) 9 (8,8) 57 (55,9) 102 (100)

80 11 (11,8) 7 (7,5) 75 (80,6) 93 (100)

160 7 (6,5) 1(0,9) 99 (92,5) 107 (100)

>320 3(2,6) 1(0,9) 111 (96,5) 115 (100)
Total 214 (30,5) 45 (6,4) 442 (63,1) 701 (100)

! Amostras negativadamostras suspeitas amostras positivas no ELISA
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