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Resumo

Para o diagnédstico das lentiviroses de pequenos ruminantes a Organizacao
Mundial da Saude Animal (OIE) preconiza o uso da imunodifusdo em gel de
agar (IDGA) e do ELISA. O ELISA apresenta maior sensibilidade do que a
IDGA, porém existe o risco de ocorrerem resultados falso-positivos. Com o
intuito de minimizar estas reacdes falso-positivas, foi padronizado um ELISA
utilizando conjugado de proteina-G (ELISA-G), que se liga com grande
afinidade as imunoglobulinas caprinas e ovinas. O ELISA-G foi padronizado

partindo das condicOes de reacao estabelecidas em um ELISA-indireto (ELISA-
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i), usando-se como padrdao de definicdo de positividade e negatividade dos
soros os testes de IDGA (Antigeno CAEV - IDGA; Biovetech®, Brasil) e o
western blot (WB) associados em paralelo. Os valores da relacao
positivo/negativo (P/N) para os soros padrao foi significativamente superior (P
< 0,05) no ELISA-G (10,9) do que no ELISA-i (4,8). Ao testar um grupo de
soros positivos e negativos, observou-se, basicamente, 0o mesmo
comportamento, com valores de P/N, no ELISA-G de 4,68 e no ELISA-i de
3,33, demonstrando maior capacidade de discriminacdo no caso do ELISA-G, o
gue é altamente desejavel em padronizacdo de ensaios imunoenzimaticos
(EIE). Este teste necessita ser validado (estimativa da sensibilidade e
especificidade) com base no teste de um numero significativo de amostras da
populagdao de caprinos e ovinos, representativas das diferentes condigoes
epidemioldgicas existentes no Brasil, para que possa ser utilizado no
diagndstico sorolégico de LVPR em programas de controle de LVPR.

Palavras-chave: CAEV, ELISA-i, ELISA-G, IDGA, imunodiagndstico, Proteina

G, western blot, imunoblot.

Standardization of a protein-G ELISA (ELISA-G) for diagnosis of Small
Ruminants Lentiviruses (SRLV) in goats

Abstract

The world animal health organization recommends both the agar-gel
immunodiffusion technique (AGID) and the ELISA for the serodiagnosis of
small ruminant lentivirus (SRLV) infections. The ELISA has a higher sensitivity
but is prone to false-positive results. Aiming to reduce this drawback, the
standardization of a novel g-protein ELISA (G- ELISA) was performed, using
conjugated protein G in place of the regular second antibody, which has a very
high avidity to both sheep and goat antibodies. Sera were taken as reactive or
not if similar results were obtained in AGID (CAEV antigen - AGID, Biovetech,
Recife, Brazil) and western blot. The positive/negative ratio of standard sera
were significantly higher in G-ELISA (10.9) than in standard ELISA (4.8) (P <
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0,05). In a second set of serum samples, however, the p/n ratio was similar
between both tests (4.68 vs. 3.33). These results point toward a higher
discriminative value for G-ELISA, and supports a broader evaluation with both
goat and sheep sera, taken from different endemic areas in Brazil, in order to
enable its future use in SRLV control programs.

Keywords: CAEV, ELISA-i, ELISA-G, AGID, immunodiagnostic, protein G,

western blot, immunoblottting.

INTRODUCAO

Os pequenos ruminantes podem ser infectados por um grupo de virus
genericamente denominado de Lentivirus de Pequenos Ruminantes (LVPR),
gue compreende varios isolados, distribuidos em cinco grupos filogenéticos,
gue compartilham similaridades genética, de mecanismo de replicacao,
morfologia e interacdo biolégica com os hospedeiros (SHAH et al., 2004). Os
prototipos dos dois grupos principais sdo os virus Maedi-Visna (MVV), também
denominado Pneumonia Progressiva (OPPV) e o virus da Artrite-Encefalite
Caprina (CAEV), originalmente isolados de ovinos e caprinos, respectivamente.
Estes virus causam infeccdo caracterizada, muitas vezes, por animais
soropositivos aparentemente saudaveis, assim, a sorologia tem sido o meio
mais freqlentemente utilizado para o diagndstico da infeccdo pelos LVPR
(CALLADO et al., 2001).

A Organizacao Mundial da Saude Animal (OIE) preconiza a utilizacao da
imunodifusdao em gel de agar (IDGA) e do ELISA no diagndstico de LVPR. A
IDGA é um teste que apresenta boa aceitacdo pelo baixo custo, especificidade,
além da praticidade de execugao, porém a leitura dos resultados requer
experiéncia. O ELISA é mais sensivel do que a IDGA, facil de ser executado,
passivel de automacdo, o que possibilita o exame de grande numero de
amostras. Além disso, apresenta estabilidade dos reagentes e emprego destes
em quantidades minimas, porém requer um antigeno mais puro do que o

utilizado na IDGA e uma estrutura laboratorial mais sofisticada (OIE, 2006).
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No Plano Nacional de Vigilancia e Controle das Lentiviroses de Pequenos
Ruminantes (BRASIL, 2004a) do Programa Nacional de Sanidade Caprina e
Ovina (PNSCO) (BRASIL, 2004b) do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), a IDGA é o teste de diagndstico rotineiro para LVPR

em caprinos e ovinos, sendo o western blot, a prova confirmatéria.

No Brasil, um ELISA indireto (ELISA-i) e um labeled avidin-biotin ELISA
(LAB-ELISA) (CASTRO et al., 1999) foram desenvolvidos. Em avaliacdao
posterior, o LAB-ELISA demonstrou um numero significativo de resultados
falso-positivos (Castro! comunicacdo pessoal, 2007), a exemplo de outros
ELISA (ZANONI et al., 1989; CORTEZ-MOREIRA et al., 2005). Em um estudo
soroepidemioldgico de agalaxia contagiosa em ovinos causada por Mycoplasma
agalactiae, muitos soros testados em um ELISA-i utilizando conjugado anti-
ovino, apresentaram resultados falso-positivos, que foram eliminados com a
utilizacdo de conjugado proteina-G (ELISA-G) (LAMBERT et al., 1998), pois
sabe-se que esta proteina se liga com elevada afinidade a IgG de ovinos e
caprinos (AKERSTROM et al., 1985). Desta forma, disponibilizar um ELISA-G
para diagndstico de LVPR seria interessante para mininizar os riscos de reagoes
inespecificas, com a vantagem adicional em relacdo ao ELISA-i de poder testar
simultaneamente amostras de ambas espécies. Pelo exposto, este trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de padronizar um ELISA-G para diagndstico de

lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR).

MATERIAL E METODOS

O ELISA-G foi padronizado partindo das condicdbes de reacao
estabelecidas em um ELISA-i, usando-se como padrao de definicao de
positividade e negatividade dos soros, a IDGA e o western blot (WB). A IDGA
foi realizada utilizando-se um kit comercial (Antigeno CAEV - IDGA;
Biovetech®, Brasil) seguindo as recomendacdes do fabricante, enquanto que o

WB foi realizado com fitas de nitrocelulose sensibilizadas com antigeno CAEV,

' Roberto Soares de Castro. E-mail: rscatro@dmv.ufrpe.br
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de acordo com o protocolo descrito por OLIVEIRA et al. (2007). Com base
neste critério foram definidos os padrdes positivo (soro positivo kit CAEV) e
negativo, bem como foram selecionadas amostras (8 positivas e 10 negativas)
de soro de um rebanho caprino monitorado para controle de LVPR.

Para producdo de quatro partidas de antigeno empregados nos ensaios
imunoenzimaticos (EIE), foram utilizadas células epiteliais de cérnea cultivadas
e infectadas segundo OLIVEIRA et al. (2007). Os sobrenadantes (sbn) das
culturas celulares, foram coletados, congelados e descongelados trés vezes,
clarificados por centrifugagao a 3.300g por 20 minutos a 4°C, e submetidos a
protocolo de purificacdo de antigenos descrito por HOUWERS et al. (1982) com
algumas modificagcdes. O antigeno foi precipitado com polietilenoglicol (PEG)
8.000 a 40% (p/v) em solugao salina fosfatada (PBS) pH 7,6. A solucao de
PEG 8.000 foi adicionada lentamente, até concentragdo final de 10%. A
precipitacdo transcorreu overnigth a 4°C sob leve agitacdo. Em seguida o
material foi centrifugado a 3.773g por 60 minutos a 4°C, o sbn foi descartado
e o pellet ressuspenso em solucao tampao TRIS-NaCI-EDTA (TNE) 10mM, pH
7,4, até 0,1% do volume inicial. Este concentrado foi centrifugado em
gradiente continuo de sacarose (25%) a 21.460g por 2 horas e meia, a 4°C, e
o pellet ressuspenso em solugdao tampao TNE 10mM, pH 7,4. O antigeno foi
tratado com dodecil sulfato de sédio (SDS) até uma concentracao final 0,1%, e
com 2 x 10™M de Phenylmethanesulphonylfluoride (PMSF) e azida sédica a
1%. A concentracdao protéica foi estimada, utilizando soro albumina bovina
(BSA) como padrdao, pela técnica descrita por Bradford, modificada por
SEDMAK e GROSSBERG (1977).

Os ELISA-G e ELISA-i foram padronizados de forma a se obter a maior
diferenca entre as densidades oéticas (DO) dos soros positivo e negativo e
maior rendimento dos reagentes. O conjugado anti-cabra peroxidase foi
produzido segundo CASTRO et al. (1999), diluido de 1/25 a 1/3.200 e titulado
utilizando IgG de cabra 1/100 a 1/400, como fase sodlida, obtida pela
purificacao com acido caprilico, de plasma de um animal que apresentava forte

reacao na IDGA.
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O antigeno foi diluido (1/100, 1/200 e 1/400) e titulado frente a diluicao
de 1/50 de um soro caprino positivo e um negativo para LVPR, na diluicao do
conjugado anti-cabra peroxidase (1/400). O conjugado proteina-G? foi titulado
frente ao antigeno nas diluigdes de 1/25.000, 1/50.000, 1/75.000, 1/90.000 e
1/100.000.

Para realizacdo dos ELISA foram utilizadas placas de poliestireno® de 96
orificios com alta capacidade de adsorcdo. O antigeno foi diluido e distribuido
em solucdo tampao carbonato/bicarbonato (0,05M, pH9,6), e adsorvidos as
placas a 37°C, em camara Umida, por 3 horas. Apds este periodo de
incubacgao, as placas foram bloqueadas com soroalbumina bovina (BSA) a 2%
(p/v), e incubadas em cédmara Umida a 37°C, por uma hora. Em seguida os
soros a serem testados foram diluidos 1/50 e distribuidos, as placas
novamente incubadas nas condigdes anteriormente descritas, por uma hora,
quando o conjugado foi adicionado na diluicdo de trabalho, e as placas
incubadas por mais uma hora. O substrato (0,5ul de H,O,/ml e 0,5mg de
OPD/ml) foi diluido em solucdo tampdo citrato-fosfato (0,1M; pH 5,0) e
distribuido e as placas incubadas por 20 minutos ao abrigo da luz. A reacao foi
parada pela adicao de acido sulfurico (H,SO,4) 3N e a leitura das densidades
oticas (DO) realizada com espectrofotbmetro a 492nm.

Cada reagente foi distribuido no volume de 100l por pogo. Entre cada
etapa as placas foram lavadas, com PBS pH 7,6 e tween 20 a 0,1% (PBS-T
0,1%), trés vezes com incubacdo por dois minutos, com excecao da lavagem
entre a etapa do conjugado e substrato, quando foram realizadas cinco
lavagens.

Para avaliacdo dos ELISA foram calculadas as médias dos valores
absolutos das DO de soros padrao positivo e negativo e de amostras de
campo, positivos e negativos, assim classificados pelos seus resultados nos
testes de IDGA e WB. Foi realizada uma analise de varidncia destas médias

empregando-se o teste t de Student, com intervalo de confianca de 95%

* Sigma, USA
> COASTAR® Corning, USA
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(REIS, 2003). A repetibilidade do teste foi verificada pelo calculo do coeficiente
de variagao (CV) de acordo com a OIE (2006). Para isto foram realizados cinco
testes de ELISA-i e ELISA-G, em dias diferentes, utilizando seis repeticdes de

12 soros caprinos.

REULTADOS E DISCUSSAO

Foram produzidas quatro partidas de antigeno, a partir de células
epiteliais de cérnea, infectadas com a amostra CAEV Cork, nas quais por volta
da segunda semana péds-inoculacdo observou-se a formacgdo de sincicios,
caracterizados por vacuolizagdo e células gigantes multinucleadas (HECKERT et
al., 1992; SIMARD et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2007). Estes antigenos
tiveram concentracao protéica média de 0,51mg/ml, resultado que foi superior
ao encontrado por TORFASON et al. (1992), que obtiveram concentracao
proteica de 0,48mg/ml, quando trabalharam com antigeno Maedi-Visna K1514,
replicados em células de plexo cordide ovino. Por outro lado, CASTRO et al.
(1999) ao produzirem antigenos para ELISA, utilizando a amostra CAEV Cork
replicada em células de membrana sinovial (MS), obtiveram concentracao
proteica 3,8 vezes maior (1,91mg/ml) e titulo do antigeno (1:400) quatro
vezes maior ao obtido neste trabalho (1:100) (Tabela 1), correspondente a
utilizacdo do antigeno na concentracdo de 51ug, por pogo. Estes resultados de
rendimento em massa e de titulo do antigeno, inferiores aos obtidos
anteriormente podem ser explicados, em parte, pela velocidade de
centrifugacao em gradiente de sacarose empregada neste trabalho, que foi
inferior a relatada por CASTRO et al. (1999), favorecendo, possivelmente, a
retencdo de particulas virais sobre o colchdo de sacarose e a conseqliente
menor concentragao protéica no precipitado.

Os titulos dos conjugados anti-cabra peroxidase e proteina-G, frente ao
antigeno diluido 1/100 foram de 1:400 e 1:90.000, respectivamente (Tabelas
1le?2).
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Tabela 1 - Titulacdo do antigeno e do conjugado anti-cabra peroxidase
utilizando um ELISA indireto (ELISA-i)

Razdo P/N!
Diluicao do Diluicao do antigeno
conjugado
1/50 1/100 1/200 1/400
1/400 1,20 4,80 2,99 2,03
1/800 1,10 3,74 2,38 1,77
1/1600 1,12 2,68 1,28 1,30
1/3200 1,06 1,95 1,17 1,36

1 Razdo entre as DO dos soros padrdo positivo e negativo.

Nestas condicbes o soro padrdo positivo apresentou DO média de 0,482
+ 0,095 para o ELISA-i e 0,696 £+ 0,117 para o ELISA-G; os negativos 0,100 +
0,095 e 0,064 = 0,002, respectivamente. Assim, os valores da relagao
positivo/negativo (P/N) para os soros padrao foi significativamente superior (P
< 0,05) no ELISA-G (10,9) do que no ELISA-i (4,8). Ao testar um grupo de
soros positivos e negativos observou-se, basicamente, 0 mesmo
comportamento, com valores médios de P/N, no ELISA-G de 4,68 e no ELISA-i
de 3,33 (Figura 1), demonstrando maior capacidade de discriminacdao no caso
do ELISA-G, o que é altamente desejavel em padronizacdo de ensaios
imunoenzimaticos (EIE) (OIE, 2006). Deve-se destacar que a maior diferenca
entre os padrbes seria esperada, pois 0 soro padrao positivo apresenta alto
titulo, como verificado pela sua forte reagao frente ao antigeno na IDGA.

Os ELISA mostraram alta repetibilidade, com coeficiente de variacao
(CV), interplaca igual a 4,74% para o ELISA-G e 2,90% para o ELISA-i.

Segundo a OIE (2006) CV menores que 20% demonstram que o teste
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apresenta a repetibilidade necessaria para esta etapa de padronizacao do

teste.

Tabela 2 - Titulacdo de conjugado proteina-G empregada nos testes de

ELISA-G para diagndstico de Lentivirus de Pequenos Ruminantes (LVPR)

Razdo P/N!
Diluicdo do Diluicdo do antigeno
antigeno
1/25.000 1/50.000 1/75.000 1/90.000 1/100.000
1/100° 6,88 7,88 9,88 10,90 6,97

1 Raz&o entre as DO dos soros padrdo positivo e negativo
2 Conforme definido na titulagdo do ELISA-i.

P/N=10,9

P/N= 4,8

n
L E N NN EEEE

ELISA-i ELISA-G

‘ O Soro padrdo B Soro campo ‘

Figura 1 - Valores da razao entre soros padrao (positivo/negativo), e soros de

campo (8 positivos/10negativos), testados no ELISA-i e ELISA-G.
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Embora reagindo nos EIE com o soro padrao positivo, os antigenos
quando testados frente ao mesmo soro na IDGA ndo formaram linha de
precipitacdo. Isto pode ter sido determinado pelo baixo titulo do antigeno ou
por alteracbes fisico-quimicas causadas pelo tratamento com SDS dos
antigenos deste trabalho, capaz de interferir negativamente na formacdo da
linha de precipitacdo, pois CASTRO et al. (1999) ao testarem antigenos
produzidos para uso em EIE (ELISA-i e LAB-ELISA), sem adicdao de SDS, frente
ao soro padrao anti-CAEV de um kit IDGA comercial (Veterinary Diagnostic
Technology, Inc., USA) observaram linhas fortes de precipitagao entre eles.

O teste de caprinos e ovinos esta preconizado no Plano Nacional de
Vigilancia e Controle de Lentiviroses em Pequenos Ruminantes (PNVCLVPR),
pela realizacdo da IDGA. Como ambas as espécies sao susceptiveis a infeccao
por LVPR, seria altamente desejavel o uso de um teste para pesquisa
simultanea de anticorpos anti-LVPR em ambas espécies. A IDGA tem se
mostrado util para este fim, porém seria interessante dispor de um EIE com a
mesma aplicacdo. A utilizacdo do conjugado de proteina-G, apresenta a
possibilidade do teste de ovinos e caprinos em uma mesma placa, uma vez
gue a proteina-G se liga com elevada afinidade as IgG de ruminantes
(AKERSTROM et al., 1985).

De acordo com a OIE (2006), o processo de padronizacao e validagao de
uma técnica laboratorial de diagndstico é formado, basicamente, por cinco
etapas: 1) projeto; 2) escolha, otimizagdao, padronizacao dos reagentes,
técnicas e métodos; 3) determinacao das caracteristicas de desempenho do
teste (sensibilidade e especificidade); 4) monitoramento continuo de seu
desempenho; e 5) manutengdo e realce dos critérios de validacdo durante o
uso rotineiro do teste. Neste trabalho foi concluida a padronizacao do ELISA-G.
Pelos resultados obtidos, e considerando certas vantagens dos EIE, o ELISA-G
necessita ser validado (estimativa da sensibilidade e especificidade), com base
no teste de um numero significativo de amostras da populacao de caprinos e

ovinos, representativas das diferentes condicdes epidemioldgicas existentes no
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Brasil, para que possa ser utilizado no diagndstico sorolégico de LVPR em

programas de controle de LVPR.
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