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DESENVOLVIMENTO DE UM ELISA PARA A DETECCAO DE ANTICORPOS
SERICOS CONTRA O VIRUS DA LEUCOSE BOVINA
DEVELOPMENT OF AN ELISA FOR DETECTION OF SERUM ANTIBODIES

AGAINST BOVINE LEUKEMIA VIRUS

C. TOCHETTO! A. C. BALBINOT? K. C. PRIOR?, D. DEZEN®"

RESUMO

A Leucose enzodtica bovina é uma enfermidade cronica que acarreta prejuizos econémicos ao
rebanho bovino. Detectar a presenca de animais infectados é uma etapa importante no
controle desta doenca. Portanto, neste trabalho procurou-se investigar a prevaléncia do virus
na regido estudada e paralelamente desenvolver um ELISA capaz de discriminar animais
sorologicamente positivos para o virus da leucose bovina (BLV). Para o ELISA, diluicBes do
antigeno e de amostras de soros controles foram otimizadas e 289 amostras de soro, colhidas
em 42 rebanhos leiteiros de propriedades do Alto Uruguai Catarinense, foram testadas. Os
resultados obtidos foram comparados aos da imunodifusdo em gel de agar (IDGA). A anélise
dos critérios de comparacdo permitiu concluir que o ELISA desenvolvido apresentou um
desempenho satisfatorio e foi capaz de discriminar animais infectados e ndo infectados.
Embora os valores de sensibilidade (80,2%) e especificidade (71,2%) do teste tenham sido
menores aos encontrados na literatura, este pode ser associado a IDGA como teste de triagem,
visando diminuir falso-negativos. A prevaléncia de anticorpos contra o BLV na populagéo
amostrada foi de 31% para a IDGA e 45% para o ELISA. Das propriedades, 20 (47,6%)

possuiam ao menos um animal positivo no ELISA. Estes dados indicam que a Leucose
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Enzoodtica Bovina (LEB) estd amplamente disseminada nos rebanhos leiteiros da regiao.
Portanto, o teste desenvolvido pode servir como uma ferramenta de triagem inicial,
contribuindo desta maneira para 0 monitoramento soroldgico do rebanho.

PALAVRAS-CHAVE: Leucose bovina, ELISA e IDGA.

ABSTRACT

The Enzootic bovine leucosis is a chronic disease that causes economic losses to cattle. The
presence of infected animals is an important step in controlling this disease. Therefore, this
study aimed to investigate the prevalence of the virus in the studied region and in parallel
develop an ELISA capable of discriminating serologically positive animals for bovine
leukemia virus (BLV). For the ELISA, dilutions of antigen and serum controls were
optimized. Serum samples (n = 289) collected from 42 dairy herds in properties from Alto
Uruguai Catarinense (Brazil) were tested. The results obtained were compared with Agar Gel
Immunodiffusion (AGID). The comparative analysis concluded that the developed ELISA
showed a satisfactory performance and was able to discriminate between infected and
uninfected animals. Although the sensitivity (80.2%) and specificity (71.2%) of the test
showed lower values than those found in previous studies, the ELISA can be associated with
IDGA as a screening test, in order to prevent false negatives. The prevalence of antibodies
against BLV found was 31% for AGID and 45% for ELISA. From 42 properties, 47.6% had
at least one positive animal in the EILISA. These results indicate that Bovine Leukosis is
widespread in dairy herds in the region. Therefore, the test developed could be used as an
initial screening tool, thus contributing to the serological monitoring of the herd

KEYWORDS: Bovine leukosis, ELISA and IDGA.
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A Leucose Enzodtica Bovina (LEB) é uma enfermidade viral crénica, mundialmente
distribuida e que causa sérios prejuizos econdémicos a pecuaria bovina (JUNIOR et al., 2001).
A enfermidade € induzida pelo Virus da Leucose Bovina (BLV), um retrovirus que infecta
preferencialmente os linfocitos B. Dos animais que sdo infectados pelo BLV, todos
permanecem persistentemente infectados, porém apenas 1 a 5% desenvolve a forma clinica da
doenca e aproximadamente 30% apresenta linfocitose persistente. A forma clinica é
observada com maior frequéncia em animais de 5 a 8 anos de idade e cursa com a formagéo
de linfossarcomas em varios 6rgdos (BARROS, 2007; RAVAZZOLLO, DA COSTA, 2007).

A soroprevaléncia do BLV em rebanhos bovinos é varidvel, sendo que ha relatos de
8,3% a 54,3%, dependendo da regido do Brasil analisada (BARROS FILHO et al., 2010;
FERNANDES, 2007; MATOS et al., 2005; PIOVESAN et al., 2013, POLETTO et al., 2004;
ROMERO, ROWE, 1981; SIMOES, 1988; SPONCHIADO, 2008).

Testes como IDGA e ELISA tém sido utilizados para a determinacdo da
soroprevaléncia do BLV. A IDGA é o teste de triagem recomendado internacionalmente por
apresentar boa sensibilidade e especificidade. No entanto, alguns autores reportaram que a
prevaléncia de LEB nos rebanhos examinados pela IDGA pode estar subestimada, pois ela é
menos sensivel que o ELISA (CASTRO et al., 2013; MALOVRH et al., 2005). Além disso, a
interpretacdo de seus resultados é as vezes subjetiva e depende de um bom treinamento e
experiéncia. Por outro lado, o ELISA é um teste pratico, relativamente barato e pode ser
utilizado em larga escala (MALOVRH et al., 2005).

Por esse motivo, 0 objetivo desse trabalho foi desenvolver um ELISA baseado na
deteccdo de anticorpos contra BLV. Para isso, foram amostrados soro de bovinos,
provenientes da regido do Alto Uruguai Catarinense, e realizada a pesquisa de anticorpos
contra o BLV utilizando-se as técnicas de IDGA e de ELISA. Estas duas técnicas foram

comparadas, a fim de verificar se o teste desenvolvido produziu resultados confidveis; para
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isso, utilizou-se como parametros a sensibilidade, a especificidade, a area sob a curva ROC e

as razdes de verossimilhanca para o teste positivo e negativo.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 289 amostras de sangue de bovinos de racas leiteiras, provenientes de
42 propriedades dos municipios catarinenses de Concordia, Jabora e Seara. Em cada
propriedade, aproximadamente 20% dos animais do rebanho foram amostrados. As colheitas
foram realizadas através da venopuncdo na veia coccigea caudal, com agulhas descartaveis
(22G), em tubos com vacuo sem anticoagulante. Apds a formacdo do coagulo, as amostras
foram centrifugadas por 10 min a 3000 rpm. O sobrenadante obtido foi aliquotado em
microtubos e armazenado a -20°C até a realizacao do teste de IDGA e ELISA.

Como padrdo ouro, foi empregado o teste de IDGA por meio da técnica de
imunodifusdo radial dupla de Ouchterlony, conforme preconizado pela Organizagédo
Internacional de Epizootias (OIE, 2012). Para isso, foi utilizado um kit comercial (TECPAR,
Curitiba, Brasil) para a detec¢do de anticorpos séricos especificos anti-BLV.

A padronizacdo do ELISA foi realizada conforme recomendado pela FAO/OIE
(WRIGHT et al., 1993). Inicialmente, foram otimizadas variaveis como diluicdes de antigeno
(AQ) e do soro primario (Ac) utilizando planejamento fatorial 2 em duplicata, com 2 variaveis
(Ag e Ac) em doze e sete niveis de variacao, respectivamente. Os niveis de variagdo para Ag
foram diluicdes de 1:10 a 1:20.480; ja os niveis de variacdo utilizados para o Ac foram
dilui¢bes de 1:5 a 1:320. Como controles, foram utilizados, em duplicata, um soro controle
positivo e um soro controle negativo, previamente testados na IDGA. O antigeno do ELISA
foi obtido de células de rim de cordeiro persistentemente infectadas com o BLV (VAN DER
MAATEN, MILLER, 1975) seguindo metodologia previamente descrita (TRONO et al.,

2001).
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Placas de 96 orificios com fundo plano foram sensibilizadas com 100 uL/orificio do
antigeno diluido em tampdo carbonato/bicarbonato (0,05M, pH 9,6) na propor¢do 1:10 a
1:20480, incubadas a 4°C por 18-24 horas e lavadas trés vezes com solucdo tampéo fosfato
pH 7,4, contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T). Para neutralizar reagdes inespecificas entre o
antigeno ¢ o soro bovino, foi adicionado 100 uL/orificio de solucdo a 1% de albumina sérica
bovina. A placa foi incubada por 30 minutos em temperatura ambiente e depois foram
realizadas trés lavagens com solucao PBS-T.

Os soros controles positivo e negativo foram diluidos em PBS-T, na proporcédo de 1:5 a
1:320, adicionados em duplicata na placa e incubados por 30 minutos a temperatura ambiente.
Depois de realizadas trés lavagens, foi adicionado em cada orificio 100 uL de imunoglubulina
caprina anti-lgG bovina, conjugada com peroxidase, diluida 1:10.000 em PBS-T. Apos a
incubacdo em temperatura ambiente por 30 minutos, a placa foi lavada trés vezes, seguida de
adicdo de 100 pL/orificio do revelador (TMB - tetrametilbenzidina), incubacdo por 10
minutos em temperatura ambiente e bloqueio da reacdo através do acréscimo de 100 pL de
solucdo de parada (HCL 1M).

A absorbéancia foi lida em espectrofotdmetro com filtro de 630 nm e a diluicdo 6tima do
Ag e do Ac foi determinada pela maior razdo obtida entre o controle positivo e negativo.
Apbs a padronizacdo, as amostras colhidas foram testadas atraves da técnica de ELISA nas
condigdes otimizadas, seguindo os procedimentos previamente descritos.

A partir dos valores de absorbancia obtidos das amostras testadas, foi calculada a razéo
entre amostra e controle positivo (S/P) através da seguinte formula:

AA — ACN

SIP = 2P —ACN
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Onde, “AA” é a média dos valores de absorbancia da amostra; “ACN” é média dos
valores de absorbancia do controle negativo e “ACP” ¢ a média dos valores de absorbancia do
controle positivo.

Foram utilizadas medidas de validade de teste diagnostico para verificar a habilidade do
teste de ELISA desenvolvido em discriminar amostras positivas e negativas. Os resultados
obtidos no ELISA foram comparados aos resultados das amostras previamente testadas na
IDGA através da determinacdo da area sob a curva ROC (Receiver Operator Characteristic)
ou curva operacional relativa (GREINER et al., 1995). Por meio da curva ROC foi
estabelecido o ponto de corte com base nos valores de S/P obtidos. A partir da definicdo do
ponto de corte, determinou-se a sensibilidade e a especificidade do ELISA em relacdo a
IDGA. A curva ROC e os calculos de sensibilidade e especificidade foram executados por
meio do pacote estatistico SPSS® versdo 19.0 (Statistical Package for the Social Sciences,
IBM Company). Os valores de sensibilidade foram tracados em relacdo aos falsos positivos
(1- Especificidade) para cada possivel ponto de corte da razdo S/P do ELISA. Os valores de
especificidade e sensibilidade foram calculados tendo como base o teste referéncia, no caso a
IDGA. O ponto onde se obteve, simultaneamente, os maiores valores de sensibilidade e
especificidade, foi definido como o ponto de corte.

Durante o experimento, foram cumpridas as exigéncias de conforto e bem-estar dos
animais, de acordo com as normas do comité de ética em experimentagdo animal. O trabalho
foi aprovado pelo Comité de Etica e Experimentagdo Animal da Universidade do Estado de

Santa Catarina (CETEA/UDESC), processo n°. 1.47.12

RESULTADOS E DISCUSSAO
O ELISA foi otimizado utilizando-se diluicbes de 1:20 e 1:40 do antigeno e do

anticorpo, respectivamente. Nestas diluicdes encontrou-se a maior razdo entre a densidade
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Optica do soro controle positivo e do soro controle negativo. A representacéo grafica da curva
ROC esta ilustrada na Figura 1, e a seta indica o ponto de corte o qual correspondeu a S/P =
0,53. A area sob a curva foi de 0,77 classificando o desempenho do teste como satisfatorio
(MARTINEZ et al., 2003).

A partir da curva ROC, o ponto de corte da razdo S/P foi definido em 0,53, uma vez que
nesse ponto encontrou-se, simultaneamente, 0 menor erro possivel de falso-positivos e falso-
negativos, apresentando o ELISA sensibilidade de 80,2% e especificidade de 71,2%. Os
valores obtidos para sensibilidade e especificidade se mostraram abaixo dos valores
encontrados na literatura, os quais variaram de 97,2 a 100% para a sensibilidade e de 79,7 a
99,8% para a especificidade (KLINTEVALL et al., 1991; TRONO et al., 2001; GONZALEZ
et al., 2007). A discordancia destes valores pode ter sido gerada devido as diferencas
antigénicas do antigeno comercial e do antigeno utilizado no ELISA, uma vez que diferencas
significativas entre gendtipos do virus tém sido relatadas e estas podem se traduzir em
diferengas antigénicas (D’ANGELINO et al., 2013; RODRIGUEZ et al., 2009).

Os valores da razdo S/P obtidos nas amostras testadas frente ao ELISA variaram de -
332,00 a 30,04. Na Figura 2 é possivel observar que a maioria destes valores (64,3%) estdo no
intervalo compreendido de —0,5 a +3. A partir da definicdo do ponto de corte as amostras
foram classificadas em positivas (S/P > 0,53) e negativas (S/P < 0,53). Verificou-se que no
ELISA, 45% (n = 130) das amostras foram classificadas como positivas e 55% (n = 159)
como negativas (Tabela 1). Na IDGA, 31% (n = 91) e 69% (n = 198) das amostras foram
positivas e negativas, respectivamente.

A prevaléncia de animais infectados pelo BLV, obtidas no teste de IDGA, foi
semelhante a relatada em outras regides do pais (BARROS FILHO et al., 2010;
FERNANDES, 2007; MATOS et al., 2005; PIOVESAN et al., 2013, POLETTO et al., 2004;

ROMERO, ROWE, 1981; SIMOES, 1988; SPONCHIADO, 2008). A diferenca de 14% na
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prevaléncia obtida pelas duas técnicas pode ser explicada pelas diferencas de sensibilidade e
especificidade entre as provas, justificando 31 e 45% de soropositivos para a IDGA e o
ELISA, respectivamente. Das 289 amostras testadas, 73 e 141 amostras foram
simultaneamente positivas e negativas, respetivamente, em ambos o0s testes (Quadro 1),
observando-se uma concordancia de 74% dos resultados. Entretanto, adotando-se como teste
padrdo ouro o IDGA, obteve-se no ELISA 57 falso-positivos e 18 falso-negativos. Por outro
lado, sabe-se que a IDGA apresenta menor sensibilidade que o ELISA (TRONO et al., 2001;
MALOVRH et al., 2005) e, por isso, pode ter subestimado o nimero de animais infectados.
Trono et al. (2001) identificaram que a IDGA nédo foi capaz de detectar 24,8% dos animais
infectados pelo BLV, enquanto que apenas 2,8% ndo foram detectados pelo ELISA.

A partir da analise da soroprevaléncia nas 42 propriedades avaliadas, foi observado que
20 (47,6%) continham pelo menos um animal soropositivo, enquanto que 22 (52,4%) foram
livres para 0 BLV (Figura 3). Esse resultado difere dos encontrados por Trono et al.(2001) e
Ott et al. (2003) que obtiveram 84 e 88% das propriedades infectadas na Argentina e nos
Estados Unidos, respectivamente. Em Mafra (SC), apenas 7,6% dos animais foram
soropositivos para 0 BLV e 10,85% das propriedades estavam infectadas (LUDERS, 2001).
Ja em Londrina (PR), a prevaléncia foi de 70%, porém a taxa de propriedades infectadas, foi
menor, de 35,75% (CARVALHO et al., 1996). O resultado encontrado evidencia o risco de
disseminacdo do BLV nos rebanhos, uma vez que a coabitacdo de animais saudaveis e
infectados contribui para o aumento da prevaléncia da LEB. Isso reforca a importancia do
desenvolvimento e aplicacdo de testes mais sensiveis para o diagnostico precoce e
implantacdo de programas de controle e erradicagéo, a fim de evitar a disseminacdo do BLV
nos rebanhos e, consequentemente, 0s prejuizos ocasionados pela infeccdo, como queda na

producdo, mortalidade e restri¢cbes de mercado.
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CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho, pode-se concluir que o ELISA
desenvolvido apresentou um desempenho satisfatorio e foi capaz de discriminar animais
infectados e ndo infectados. Embora a sensibilidade e especificidade do teste tenham sido
menores que o0s encontrados na literatura, ele pode ser utilizado em conjunto com a IDGA
como teste de triagem, a fim de diminuir as chances de amostras falso-negativas. A
prevaléncia da LEB foi considerada alta e 0 BLV esta amplamente disseminado nos rebanhos
leiteiros da regido analisada. Esses resultados reforcam a necessidade da implantacdo de
programas de controle da doenca e conscientizacdo dos produtores e técnicos sobre 0s

prejuizos ocasionados pela presenca do BLV no rebanho.
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332 Tabela 1. Analise entre os resultados obtidos no IDGA e no ELISA.

IDGA - IDGA - Total
Negativo Positivo
ELISA — Negativo 141 18 159
ELISA — Positivo S57 73 130
Total 198 91 289
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Figura 1. Curva ROC mostrando os resultados de sensibilidade e 1-especificidade em relacéo

a todos possiveis pontos de corte da razdo S/P obtida no ELISA. A seta indica o melhor limiar

de corte, onde S/P = 0,53. No gréfico, a area da sob a curva gerada é de 0,77.
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346 BLV.
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