U X S
[/ “10& o‘;ﬁ 5 3
Q ol
2004 2 BIBLIOTEG =
Daniela Duarte de Oliveira B
24 ypu©

ELISA INDIRETO PARA DETECCAO DE IgG ANTI-VIiRUS DA DOENGA DE
NEWCASTLE EM SORO DE CODORNA

Dissertagcao apresentada a Universidade Federal
de Minas Gerais, como requisito parcial para a
obtencdao do grau de Mestre em Medicina
Veterinaria.

Area: Medicina Veterinaria Preventiva

Orientador: Prof. Dr. Nelson R. da Silva Martins

Belo Horizonte
UFMG - Escola de Veterindria
2004




0?’ \'ET&P{;.
j . J’ T
HLIOT E0A i = OTECA >
250y G DA U?\"

048e

Qliveira, Daniela Duarte de, 1979-
ELISA indireto para deteccao de IgG anti-virus da doenca de
Newcastle em soro de codorna / Daniela Duarte de Oliveira. —2004.
53 p.:il

Orientador: Nelson Rodrigo da Silva Martins

Dissertacao (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais,
Escola de Veterinaria

Bibliografia: p.

1. Codorna japonesa — Teses. 2. Ave domeéstica — Doencgas — Teses.
3. Newcastle, Doenca de — Teses. 4. Teste imunoenzimatico — Teses.
I. Martins, Nelson Rodrigo da Silva. ll. Universidade Federal de Minas
Gerais. Escola de Veterinaria. lll. Titulo.

CDD - 636.508 969 2




Dissertacdo defendida e aprovada em 03 de maio de 2004, pela Comissao Examinadora

constituida por:
/é

Profa. Zélia Inés Portela Lobato
Presidente da Banca Examinadora

Bz 7 W/‘Zjﬁ-—'
Profa. Bernadete Miranda dos Santos

Prof. Nelson Carnelro Baiao

" Dra. Auréa Folgueras-Flatschart

d




= VET
WO @,&

S %
Y BIBLIOTECA £

Dy UFNe
DEDICO

Aos meus pais, que sempre acreditaram em mim e apostaram nos meus sonhos

AGRADECIMENTOS

A Deus

Aos meus pais pelo amor, carinho, incentivo, que idealizaram comigo mais esta conquista e me
deram todo o suporte necessario

Aos meus irmaos Patricia, Ana Paula e Jorge que sempre me apoiaram

As minhas sobrinhas Alice e Elisa pelo grande carinho

Ao Prof. Nelson R. S. Martins por ter me aceitado como aluna de mestrado desta instituicao

Ao Prof. José Sérgio de Resende pela orientagao, ensinamentos e pela amizade

Ao Dr. Roberto B. Flatschart pela ajuda em momentos decisivos do experimento e pela
amizade

A Dra. Aurea Folgueras-Flatschart, minha verdadeira orientadora

A Taniamara (LVC) pela grande ajuda no experimento e principalmente pela amizade e torcida
Aos funcionarios do laboratorio do setor de doengas das aves

Ao Prof. Mauricio Resende pela oportunidade de realizar etapas do experimento no Laboratorio
de Virologia Comparada (LVC)

A Francilane que se tornou uma grande amiga, e passou junto comigo por etapas dificeis do
mestrado

A Josiane pela amizade e grande ajuda no experimento

A Nédia pela ajuda nos trabalhos do mestrado

A Gerusa pelo auxiliou na analise estatistica

Ao Sr. William Fujikura, Aviario Santo Antdnio e prof. Martinho por terem colaborado com o
experimento atraves da doacgao de codornas

A minha chefe Milca de Almeida pelo incentivo e por ter entendido a minha auséncia por alguns
periodos na granja

Aos professores do curso de pés-graduagao pelos ensinamentos

A todos os meus amigos e colegas de mestrado que torceram e acreditaram em mim




43

43.1.
432.

4.4,
4.5.

4.5.1.
4.5.2.

4.6.

4.6.1.

46.2.

4.7.

4.7.1.
4.7.2.

4.7.3.

4.8.

4.8.1.
48.2.

4.9.

4.9.1.
49.2.

SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS i..ciccuuiissssmsisinissnssisessissist s diiiiiiasssaisitasissaiaiia 10
IRESUIMO icivusa vivasssivsssssssniins s daias sus eumasss A S SSRGS S B b3 11
ABSTRACT iccosisisssussimsmscnsisnisiscammmmsmsisissiisemsssirisisissssivel sssssisimoissessas 11
INTRODUC RO sciinscmmmises miisisimssims s e e s e 13
OBIETIVIOS . ooiuiisicciniin i o iaie s iosessonsseass i e sa sy i e saiea o sasie 14
OBJIETIVIO GERAL. .11 1000nresrressrivsheisnssssanssnsssnssossibbsasssassss i adssssnssss esznssuapbonssnsss 14
OBIETINO ESPECIFICCL. .....cncomisiiiimem it s i i i s aiiisiisiss s e sssininn 14
REVISRO DE LITERATURA ccsisuscssusnisssssssassssssssssnistssisssssnnssssssssssmsssassasssiessosins 14
DOENGCA DE NEWCASTLE ..ottt eeaa s s 14
L (T ][ o = OSSO PP 14
Doenca de NeWCASHIE . ...co it 16
A dOENGA NO Brasil... ..o 16
DiagNiSlico..........owsouermsssmmmennacans AU S— 17
INIBICAO DA HEMAGLUTINACAQ (IH) .eveieieiieieeiesieeieeree et 17
ELISA — ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY ..ot 18
ELETROFORESE — SISTEMA PAGE......ccooiiiiiiiiiieeee et 18
WESTERN BLOT ..ottt ettt 19
IMUNOGLOBULINAS DE CODORNAS (IgG E 1Y) .covvicieiieieiiicieeeee 19
MATERIAIS E METODOS .....oouuiuucmsemssssssmssssssssssssnssssssssssssssasssssssssssssssaseases 12
LOCAL DE REALIZACAQ DOS EXPERIMENTOS........ooiiiiiiiiieieeiceeeieee 19
ANIMAIS UTILIZADOS NO EXPERIMENTO........ccoioreerreeectsetnnnesesennenaee 19
PURIFICACAO DE IMUNOGLOBULINA G EY DE CODORNA .......cccooviiienne. 20
Purificagao de I1gG do soro de CoOdOmMas ........ceciirienivcneiiinnsiie s esae e 20
Purificag@o de IgY da gema de ovos de codorna..........ccoocceueieueiueinnnneenssencesennen. 20
DOSAGEM DE PROTEINA ...ttt see et s e esaaeene e smsaaesnne e 21
ELETROFORESE .....ooiiieceecies e esese et a s et a e s a e 21
Preparo das amOSIras .....cvieisisimaasimmsimisssaiiressesasssressmssissaisisssgg cnmsiisinsssiviveis 21
Coloracao dos géis SDS-PAGE por Coomassie blue...........cccccceevvieeerevverinanen, 21
WESTERIN BLOT ..ottt e ettt ssa e sa s sssaa s s s s ansaesnseesnnsaenns 21
Western blot para confirmacgao de identidade da IgG purificada do soro e da

gemaide ovos de/COdorNa . i ssiiisiiiiismioiiismmssiiiiiiiiossssssnsss 21
Western blot para avaliacdo da producdo de IgG de camundongos anti-IgG

0D OO, s i smsni s s s St wm s S B NS 22
PRODUCAO DE ANTICORPOS ANTI-igc DE CODORNAS EM

CAMUNDOBNIGOS .covvsiscssc susssiimsassonsoissiimes sis i it s s siissve s siiissssasassessien 22
Imunizagao dos CamUNAONGOS uscismsiimssiomimmesssvsisimsiiessaissssmsiiis 22
Coleta de sangue de camundongo para avaliagdo da reatividade de

anticorpos anti-IgGiide codorna i ansmaninissiims st 22
SANINA 208 CRMMUNMEONOS  couvsmsisisconssonsis s ot s s s vss 23
TITULACAO DA VACINA CONTRA A DOENGA DE NEWCASTLE ................... 23
Preparo da suspensao de hemacias de galinha .........cccoooiiiiiiiiinieciceen, 23
Teste de hemaglutinagao (HA) rapida.....ccccoeveeeicniiieeceiieceiiiiresesssasnnssssssssssanens 23
COLETA DE SOROS DE CODORNAS NEGATIVOS E HIPERIMUNES

PARA D VDN .o Sanasmviesmsmeissimnssessiisisimisiiisssin s ssitisisesstssiiisssisisssssrs 23
Coleta de Soros NegaliVOS s i esinsismnissnmsssisisssmsssisss i 23

Imunizagao de codornas com VDN, producao e coleta de soros hiperimunes.... 23




4.10. CULTIVO, CONCENTRAGAO E PURIFICAGAO DO VDN .......cooovmmcuenemrineiane. 24

4.11. ESTABELECIMENTO DA INIBICAO DA HEMAGLUTINACAO (IH) COMO
TECNICA DE BEFERENGIA .. cuisssisimmnssssssmiasssis s s s ammsvsssesss 24
4111, Hemaglutinagao (HA) para titulagao do antigeno viral .........ccccccceevriieinnenneennen. 24
4.11.2. Inibicao da Hemaglutinagao para titulagao de SOroS..........ccccvveimieiveceiiucinneneenes 25

4.12. DESENVOLVIMENTO E PADRONIZACAO DOS ELISAS (ENZYME LINKED
IMMUNOSSORBENT ASSAYS): i nvumrisimiimsinis s i iassssmmesss 25

4.12.1. ELISA de captura para a deteccao de anti-lgG de codornas nos soros de
camundongos NIPENTNUMES .........cccisrnrssmssensasssarisaansssssssiibusim friasssssnssssrsoscsassnmsssss 25

4.12.2. ELISA indireto para a deteccao de IgG de codorna contra o VDN utilizando
anticorpo secundario anti-espécie (anti-IgG de codornas)........ccoceeeeeeeieeecnnenne. 26

4.12.3. ELISA indireto para a detec¢ao de IgG de codorna contra o VDN utilizando
conjugado NELerOlOgO ........oueiieieuiririeiecieiete b 27
4.13. ANALISE ESTATISTICA ...ttt e e e es e ne e san e 28
5. RESULTADOS E DISCUSSAOD ......couremmemmmmsssssmsssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssans 28
5.1. PURIFICAGAQ DE IMUNOGLOBULINAS......ccccomeammmanermmsrsssanemmsresssnvsnsrssesses 28
5.2. IMUNIZACAO DOS CAMUNDONGOS.................... TR —— 31
5.3. INIBICAO DA HEMAGLUTINACAO - IH COMO TECNICA DE REFERENCIA 32
5.4. B L S A et ettt ettt n e e e e 33
5.4.1. ELISA indireto para a detecgao de IgG de codorna contra 0 VDN ..........cccueeenn 34

5.4.2. ELISA indireto para a deteccao de IgG de codorna contra o VDN com
conjugado anti-IgG de galinha.........cooiiiiiiiiii e 36
6. CONCLUSOES .....cuueureensemssesssessesssseasessssessessssssstssesasesesassssessssssssssesasssssssnesns 45
7. BIBLIOGRAFIA.....cccconsenmmisunasanamssssassnses . deeenr e s 46
8. APENDICES ...cueuuruureucnsssssssensansanssssssmsssssemssnssssssssenssessensssssasssssssssanssnsssssensenssnases 51

LISTA DE TABELAS

Tabela1. Meédia das leituras em absorbancia por ELISA dos soros de camundongos

imunizados com IgG purificada de soro de codorna por precipitagao com
sulfato de aménio [NH4(SQO.),] e eletroforese preparativa (PAGE).................... 31

Tabela 2. Médias geométricas dos titulos (GMT) obtidos por IH nos soros de
codornas positivos contra 0 VDN e soros negativos .........cccueveeeueiiiiecinncncinnnenen. 33

Tabela 3. Concentracdes otimas determinadas para os reagentes utilizados no ELISA

indireto para deteccdo de IgG de codorna e no ELISA indireto para

deteccdo de IgG de codorna com conjugado anti-galinha, contra o virus da
doeNCa e NEWCASHE. ...ttt 33

Tabela 4 Classificagao dos soros de codorna como positivos e negativos quanto a

reatividade contra o virus da doenca de Newcastle (VDN) pelo método

padrdo (IH) e pelos ELISAs padronizados para deteccdao de IgG de
€odorna anti-VDN ......coiiiiiiiiiiieie e eee e e s s e esa s s s 38

Tabela 5. Resultados dos soros de codorna positivos e negativos encontrados no

ELISA indireto para detecg@o de IgG de codorna e no ELISA indireto para

deteccao de IgG de codorna com conjugado anti-galinha, contra o virus da
doenca de Newcastle dados em absorbancia e IH, dados em GMT ................ 38

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. llustracdo esquematica das proteinas estruturais e nao estruturais do virus
daidoenicaide Neweastle....cummmumnnmmnnanasmminiamss svsiaraimies sivs 15

Figura 2. llustracdo esquematica de ELISA de captura para avaliagdo da resposta
imune dos camundongos imunizados contra IgG de codorna .........ccceeeveeiinin 26

Figura 3. Representacéo das etapas de montagem do “ELISA indireto para codorna”
desenvolvido para detecgdo de IgG anti-VDN no soro de codornas................. 27




Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Etapas do “ELISA indireto para galinha” desenvolvido para detecgao de
IgG de codorna anti-VDN no soro de Codornas..........cccueeeeriininieinnessiinsneesnnn,
Membrana de western blot corada com Ponceau S como teste
confirmatdrio da transferéncia do material do gel de poliacrilamida [lgGs
purificadas de codorna a partir de soro de codorna e gema de ovos de
codorna, e IgG de galinha comercial (Sigma)] para a membrana de
MITTOCRIUIOSE ...cciieeeeeeee et e e et et eee e st na s s et e e e e e e s s annnns
Gel de poliacrilamida corado com Coomassie blue contendo amostras de
IgG purificadas do soro de codorna e da gema de ovos de codorna,
mostrando separacao das cadeias leve e pesada .........coooveeeeeeeeeecneeecciennenn,
Gel de poliacrilamida preparativo apresentando as bandas das cadeias
leve e pesada de IgG purificada do soro de codornas, corado com
COOMASSIE DIUE ...ttt
Membrana de western blot com amostras de IgG do soro e da gema de
ovos de codornas e IgG de galinha (Sigma), revelada com IgG de cabra
anti-IgG de galinha e corada com NBT & BCIP ......cccccoviiiiiiiiivicnccniiiiciees
Membrana de western blot contendo 1gG purificada do soro de codorna,
IgG de galinha (Sigma) e IgG purificada da gema de ovos de codorna,
incubada com IgG de camundongo anti-lgG de codorna e corada com NBT
e BCIP para confirmar a resposta da imunizagdo dos camundongos com
IgG purificada. do SOro/de: COUOMMIAS. ......cvsissumsssisvsssiisivesssssssississd i

LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1.

Grafico 2.

Grafico 3.

Grafico 4.

Grafico 5.

Grafico 6.

Gréafico 7.

Grafico 8.

Valores em absorbancia das médias das leituras dos soros positivos (+) e
negativos (-) para cada uma das diluigbes dos soros, concentrado viral e
anticorpo secundario testados na titulagdo em bloco do ELISA indireto para
detecgdo de IgG de codorna contra o virus da doenga de Newcastle..............
Valores de absorbancia das diferengas das leituras entre soros positivos e
negativos de mesma diluicdo em cada diluicdo do concentrado viral e
anticorpo secundario testados na titulagdo em bloco do ELISA indireto para
detecgao de IgG de codorna contra o virus da doenca de Newcastle..............
Valores médios das absorbancias dos soros positivos (+) e negativos (-) de
codorna para cada diluigdo dos soros, concentrado viral e conjugado
testados na titulagdo em bloco do ELISA indireto para detecgao de IgG de
codorna contra o virus da doencga de Newcastle utilizando conjugado anti-
o lE 0= H o [T = s T A A
Valores das diferencas entre as médias das leituras dos soros de codorna
positivos e negativos em cada diluicao dos soros, concentrado viral e
conjugado testados na titulagao em bloco do ELISA indireto para detecgdo
de IgG de codorna contra o virus da doenca de Newcastle utilizando
conjugado anti-IgG de galinha ...........coiiiiri e
Padronizagdo do ponto de corte do ELISA indireto para deteccao de IgG
de codorna contra o virus da doenca de Newcastle a partir da analise dos
dados de sensibilidade e especificidade pela planilha TG-ROC.............ccu......
Avaliagao do ponto de corte quanto a eficiéncia do teste e indice de
Youden obtidos pela planilha TG-ROG aplicada ao ELISA indireto para
deteccgao de IgG de codorna contra o virus da doenga de Newcastle..............
Correlagdo entre os dados obtidos de sensibilidade e especificidade e
esperados do ELISA indireto para deteccao de IgG de codorna contra o
virus da doenca de Newcastle, estabelecidos pela planilha TG-ROC..............
Grafico comparativo da dispersao dos dados obtidos pelo ELISA indireto
para deteccao de IgG de codorna contra o virus da doenca de Newcastle e
esperados de sensibilidade estabelecidos pela planilha TG-ROC




Grafico 9.

Grafico 10.

Grafico 11.

Grafico 12.

Grafico 13.

Grafico 14.

Grafico comparativo da dispersao dos dados obtidos pelo ELISA indireto
para deteccao de IgG de codorna contra o virus da doenca de Newcastle e
esperados de especificidade estabelecidos peia planilha TG-ROC. .................
Padronizagao do ponto de corte do ELISA indireto para detec¢ao de IgG
de codorna contra o virus da doenca de Newcastle utilizando conjugado
anti-lgG de galinha a partir da analise dos dados de sensibilidade e
especificidade pela planilna TG-ROC .......oooiiiecee e
Avaliacao do ponto de corte quanto a eficiéncia do teste e indice de
Youden obtidos através da planilha TG-ROC para o ELISA indireto para
deteccdao de IgG de codorna contra o virus da doenca de Newcastle
utilizando conjugado anti-IgG de galinha .........ooooiiiniie e
Correlagao entre os dados obtidos pelo ELISA indireto para deteccao de
IgG de codomna contra o virus da doenca de Newcastle utilizando
conjugado anti-lgG de galinha de sensibilidade e especificidade e
esperados estabelecidos pela planilha TG-ROC .......ccccoiiiiiiniiicciiiiiieceiee
Grafico comparativo da dispersao dos dados obtidos pelo ELISA indireto
para detecgdo de IgG de codorna contra o virus da doencga de Newcastle
utilizando conjugado anti-lgG de galinha e esperados de sensibilidade
estabelecidos pela planilha TG-ROC .....cccooiiiiieciiiincicce e s,
Grafico comparativo da dispersao dos dados obtidos pelo ELISA indireto
para detecgédo de IgG de codorna contra o virus da doenca de Newcastle
utilizando conjugado anti-igG de galinha e esperados de especificidade
estabelecidos pela planilha TG-ROC

&
1%
d BIBLIOTECA £

o)

&

1 yFMO

o
2




%T
p-NPP
CV/VDN
DN
DO
ELISA
GMT
HA
HN
IgG
IgM
IgY

IC

IH

IM
KDa

OEG
PAGE
SDS
Se

SPF

TA

TFN
TFP
TG-ROC
UHA
VDN

VO

10

LISTA DE ABREVIATURAS

% total de acrilamida

p-nitrofenil fosfato

concentrado viral de virus da doenca de Newcastle
Doenca de Newcastle

Densidade Optica

Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Média Geomeétrica de Titulo

Hemaglutinagao

Hemaglutinina-Neuraminidase

Imunoglobulina G

Imunoglobulina M

Imunoglobulina Y

Intra-cardiaca

Inibicdo da Hemaglutinagéo

Intramuscular

Kilo Dalton

Liquido Alantdide

Ovos Embrionados de Galinha

Polyacrylamide Gel Electrophoresis

Sodium Dodecyl Sulfate (sulfato de sédio dodecil)
Sensibilidade

Especificidade

Specific Pathogen Free (Livre de patégenos especificados)
Temperatura Ambiente

Taxa de Falso Negativo

Taxa de Falso Positivo

Two-Graph Receiver Operating Characteristic
Unidades Hemaglutinantes

Virus da Doenga de Newcastle

Via Ocular




F

o

o
’C?l BIBLIOTECA

24 UNAC’

RESUMO

Foram desenvolvidos e comparados dois ELISAs para deteccédo de IgG de codorna (Coturnix
coturnix japonica) contra o virus da doenca de Newcastle (VDN). Um deles utilizando anticorpo
secundario de camundongo anti-lgG de codorna e o outro, conjugado anti-lgG de galinha. Para
a producao de anticorpo secundario (IgG de camundongo anti-lgG de codorna), métodos de
purificagao de IgG de codorna foram avaliados utilizando 30 amostras de soros e de gemas de
ovos de codornas, confirmados posteriormente por eletroforese. Apenas a IgG purificada de
soro, por sua maior pureza, foi inoculada nos camundongos, em emulsdo oleosa contendo
50ug de proteina/dose, para produgdo do anticorpo secundario. Trinta soros de codorna
positivos contra o virus da doenga de Newcastle e 30 soros negativos, triados previamente pelo
teste de inibicdo da hemaglutinagao (IH) foram utilizados na titulagdo em bloco dos ELISAs. O
VDN, soro positivo anti-VDN e negativo, anticorpo secundario e conjugados (IgG cabra anti-IgG
de camundongo e IgG de coelho anti-lgG de galinha conjugados com fosfatase alcalina) foram
submetidos a diluicdes seriadas para padronizar o ELISA indireto para detecgdo de IgG de
codorna contra VDN e o ELISA indireto para deteccao de IgG de codorna contra VDN utilizando
conjugado anti-galinha. Os valores de absorbancia obtidos pelos ELISAs foram submetidos a
planilha TG-ROC e calculados os pontos de corte de cada um. Na andlise dos dados,
observou-se total correlacao entre os testes de ELISA e |H, usada como técnica de referéncia.
Os dois ELISAs foram eficientes na identificagdo de soros positivos e negativos, apresentando
valores maximos de sensibilidade e especificidade (igual a um, 100%), sem resultados falso-
positivos e falso-negativos. Estes resultados indicam o uso do ELISA indireto para a doenga de
Newcastle como técnica de triagem de soros de codorna na rotina laboratorial.

Palavras-chave: codorna, Coturnix coturnix japonica, ELISA, IH, 1gG de codorna, doenca de
Newcastle.

ABSTRACT

Two indirect ELISA’s, one containing secundary antibody against quail IgG and the other one
conjugated anti-chicken IgG, were developed and compared for the detection of quail (Coturnix
coturnix japonica) 1gG specific to Newcastle disease virus (NDV). For the production of
secondary antibody (mice I1gG anti-quail 1gG), purification methods of quail IgG were evaluated
using 30 quail serum and egg yolk samples confirmed by electrophoresis. Only IgG purified
from serum due to its higher purity were inoculated into mice in oil emulsion containing 50ug
protein/dose for the production of secondary antibody. Thirty positive quail serum against NDV
and 30 negative serum previously tested by the haemaglutination inhibition test (HI) were used
in the block standardization of ELISA. The NDV, positive and negative serum, secondary
antibody and conjugates (goat anti-mouse IgG and rabbit anti-chicken IgG conjugated with
alkaline phosphatase were diluted serially to standardize the indirect ELISA to detect quail 1IgG
against NDV and indirect ELISA to detect quail IgG against NDV using anti-chicken conjugated.
The absorbance values from both ELISA were evaluated in a TG-ROC spreadsheet and the cut-
off points were determined to each ELISA. Based on the results it was observed a total
correlation between ELISA an IH test, used as a gold test. Both ELISA were efficient on positive
and negative serum identification, presenting highest values of sensibility and specificity (100%)
without false-positive and false-negative results. These results indicate the use of indirect ELISA
to Newcastle disease as an excellent test to detect antibody in quail serum and your use in a
laboratory routine.

Keywords: Quail, Coturnix coturnix japonica, ELISA, HI, quail IgG, Newcastle disease.
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1. INTRODUCAO

A criagcao comercial de codorna japonesa
teve inicio no século Xl no Japao, China e
Coréia. A partir de 1910, apés muitos
cruzamentos e estudos realizados por
japoneses e chineses, foi selecionada uma
variedade domesticada, a Coturnix coturnix
japonica, que apresentou uma alta
fertilidade, abundante postura de ovos,
rapido desenvolvimento (quando comparado
com outras aves), exigéncia de pouco
espagco para seu confinamento e facil
transporte (Mills et al., 1997).

A codorna é uma ave classificada na ordem
dos Galliformes, familia Phasianidae,
género Coturnix. Existe uma grande
variedade de espécies, sendo a Coturnix
coturnix japonica (codorna japonesa ou
codorna doméstica) uma das mais utilizadas
com finalidade comercial (Barral, 1994; Mills
et al., 1997).

A coturnicultura vem apresentando um
desenvolvimento significativo desde a
década de 50, quando as codornas
japonesas chegaram ao Brasil trazidas por
imigrantes japoneses e italianos. Segundo
dados estatisticos, o plantel brasileiro conta
com cerca de 6 milhdes de codornas (IBGE,
2001; Fujikura, 2002; Oliveira, 2002).
Apesar da evolugdo na produgdo € no
consumo de ovos de codornas, o©s
coturnicultores brasileiros enfrentam
problemas de manejo, nutricao e sanidade
que, juntos, causam grandes perdas de
produtividade. As informagbes sobre
producao e sanidade, bem como pesguisas
cientificas, ainda sao escassas, mesmo em
paises como India, Japao e Coréia, que
exploram a atividade ha mais tempo e
possuem grandes plantéis de codornas
(Oliveira, 2002).

No Brasil, sdo poucas as informagoes e
pesquisas sobre a epidemiologia das
doengas que afetam as codornas. Os
problemas que ocorrem no campo muitas
vezes nao sd@o devidamente definidos. E
feito um diagndstico presuntivo, com a
finalidade de solucionar o quadro clinico
apresentado naguele momento,
permanecendo desta forma desconhecidos
os eventuais microrganismos envolvidos nos

surtos. Outra situagao relativamente
freqliente na avicultura industrial sao 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
como, por exemplo, o virus da doenca de
Newcastle (VDN).

Com o crescimento do nimero de criagoes
comerciais de codornas, & presumivel que
haja um aumento no numero de eventuais
aves portadoras de agentes infecto-
contagiosos. Desta forma, o risco de
ocorréncia da doenga nas regides de maior
concentracao de aves (codornas de postura
ou de corte, poedeiras, frangos, aves
ornamentais), torna-se preocupacao
adicional para o avicultor (Jeurissen e
Janse, 1998).

Dados de literatura confimam a
susceptibilidade das codornas a doencas
como a bronquite infecciosa das codornas
causada por adenovirus tipo | (Chew-Lim,
1979; Jack et al., 1994; Jeurissen e Janse,
1998; Martins et al.,, 2000; Reed e Jack,
2003), micoplasmose, doenga de Marek,
encefalomielite, doenga de Newcastle
(Alexander, 1997), influenza aviaria
(Easterday et al., 1997), sindrome da queda
de postura (EDS), salmoneloses (Das e
Pradham, 1992; Shivaprasad, 1997) entre
outras, que sdo importantes por causarem
danos nos sistemas respiratorio, nervoso e
reprodutivo.  Apesar da  preconizada
refratariedade da codorna a infec¢ao pelo
virus da doenga de Gumboro, sua deteccao
sorologica estad descrita na literatura
(Weisman e Hitchner, 1978; Lukert e Saif,
1997).

Entre as doengas que repercutem
negativamente no mercado de produtos
avicolas, a doenca de Newcastle (DN)
aparece entre as mais importantes. E uma
doenca infecciosa causada pelo
Paramyxovirus tipo 1, de distribuicao
mundial (Alexander, 1990; Barral, 1994;
Velan et al., 1995; Alexander, 1997; Paulillo
e Doretto Junior, 2000), fazendo parte da
lista A do cddigo zoosanitario internacional
do Escritdrio Internacional de Epizootias —
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OIE, de notificagao obrigatoria (Paulillo e
Doretto Junior, 2000; OIE, 2002). Por ser
uma doenga que gera um impacto negativo
na economia, torna-se necessario 0 seu
estudo em criagdbes de codornas. As
codornas sé@o susceptiveis a infecgao pelo
VDN, podendo nao manifestar os sinais
tipicos observados em galinhas, porém,
podem se comportar como “portadoras
assintomaticas”, causando grandes
prejuizos para a avicultura industrial (Lépez,
1976; Paulillo e Doretto Junior, 2000; Gama,
2002;). O diagnostico presuntivo pode ser
feito através do levantamento dos sinais
clinicos e lesdes, mas a confirmacao
depende de anadlise laboratorial. A sorologia
€ o recurso de diagnostico laboratorial mais
amplamente utilizado, sendo que, para se
comprovar a infecgao, vacinal ou nao pelo
VDN, a técnica de IH é o teste de eleigao. O
ELISA também € utilizado, mas em menor
escala, ja que o seu custo & superior ao do
IH. Para o diagnostico, entretanto, sao
necessarios o isolamento e caracterizagao
viral em ovos embrionados de galinhas SPF
(OEG/SPF) a partir de 6rgdos com lesoes
sugestivas (Reynolds e Maraga, 1999;
Gama, 2002).

Os diagnésticos sorologicos feitos em
codornas, normalmente seguem 0s mesmaos
procedimentos técnicos daqueles realizados
para galinhas, pois ainda nao ha um ELISA
especifico para codornas.  Segundo
Losonczy et al. (1999), as imunoglobulinas
G das galinhas e codornas se assemelham,
0 que possibilitaria seu uso em um ELISA
unico.

No Brasil ainda nao esta estabelecido um
programa de vacinagdo para codornas.
Porém, quando se refere a DN, Kumanan et
al. (1990) verificaram a eficiéncia do
programa de vacinagao usado por criadores
de codornas da India, indicando vacinagoes
as 4 e 8 semanas com a estirpe LaSota.

Um grande numero de reagentes e técnicas
tém sido desenvolvidos para diagnostico
sorologico da DN em galinhas nas ultimas
duas décadas; em contrapartida, nao existe
diagnostico destinado especificamente para
sorologia de codornas, como por exemplo o
ELISA.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo padronizar
um ELISA indireto para detecgao de IgGs
de codorna para o VDN e compara-lo com
resultados obtidos com o metodo padrao -
inibicao da hemaglutinagao (IH).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Os objetivos especificos deste estudo sdo:

1. Purificar imunoglobulina G (IgG) de
codorna.

2. Produzir anticorpos de camundongos
especificos contra a IgG de codorna.

3. Desenvolver um ELISA indireto utilizando
anticorpos policlonais de camundongo anti-
IgG de codorna.

4. Desenvolver um ELISA indireto para
deteccao de IgG de codorna utilizando
conjugado anti-galinha

5. Avaliar o desempenho deste ELISA
indireto frente aos resultados de IH dos
soros de codornas vacinadas e nao
vacinadas contra VDN.

6. Avaliagao da eficiéncia de detecgao dos
anticorpos de codorna contra o virus da
doengca de Newcastle em ELISA indireto,
usando anticorpo anti-lgG de codorna e
conjugado anti-galinha.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. DOENCA DE NEWCASTLE
3.1.1. Etiologia

A doenca de Newcastle (DN) € uma doenga
infecciosa causada por um virus da familia
Paramixoviridae, subfamilia Paramyxovirinae,
género Avulavirus, Paramyxovirus tipo 1
(PMV-1). E um virus de genoma RNA,
envelopado, com propriedades entero-
pneumotropicas e neurotropicas (Waterson,
1964; Alexander, 1990; Barral, 1994).

Os Paramyxovirus sao constituidos de RNA
de fita simples, de peso molecular de cerca




de 5x10° daltons e sua seqiiéncia gendmica
contem cerca de 15.186 nucleotideos. Seu
genoma codifica proteinas importantes para
sua estrutura (Figura 1) como a proteina L,
que € o RNA direto associado com o
nucleocapsideo; as projegdes maiores sao
as glicoproteinas, HN (hemaglutinina -
neuraminidase) que sao responsaveis pelas
atividades de hemaglutinagéo e
neuraminidase, formando duas proje¢des na
sua superficie; F, proteina de fusdo, que
apesar de ser uma das menores projecoes
da superficie viral, esta associada a
habilidade do envelope viral fundir-se as
membranas celulares do hospedeiro para
infeccao; NP, proteina do nucleocapsideo;
P, proteina fosforilada e M, matriz (Paulillo e
Doretto Junior, 2000; Alexander, 2003). A
hemaglutinacao talvez seja a funcao mais
importante e estudada deste virus, por ser
também uma importante ferramenta no
diagndstico. A HN intermedia a adsorc¢ao do

Fusion - ==y

virion a célula e também €& a responsavel
pela aglutinagdo das hemacias das aves
(Alexander, 2003).

As estirpes do VDN sao classificadas de
acordo com a sua viruléencia em cinco
patotipos: entéricos assintomaticos, que
normalmente causam infeccdo entérica
subclinica; lentogénicos, que desencadeiam
infeccoes  respiratérias  brandas  ou
subclinicas e normalmente sao usados
COMO vacinas; mesogeénicos, que causam
sinais respiratorios, mortalidade de até 50%
e ocasionalmente sintomatologia nervosa,
velogénicos neurotropicos, que causam alta
mortalidade, sendo observados sinais
nervosos e respiratdrios; velogénicos
viscerotropicos, que sao  altamente
patogénicos, culminando em altos indices
de mortalidade com lesdes intestinais e
respiratérias  hemorrdgicas  (Alexander,
1997; Paulilo e Doretto Junior, 2000;
Alexander, 2003).

- Matrix

RNP
omplex

Lipid
Membrane

Figura 1. llustragao esquematica das proteinas estruturais e nao estruturais do virus da doenga

de Newcastle.
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3.1.2. Doencga de Newcastle

A DN é considerada um dos problemas mais
preocupantes na industria avicola mundial,
em virtude dos elevados prejuizos que
ocasionou e ainda ocasiona desde a sua
descricao na década de 20 em galinhas na
Inglaterra (Alexander, 1997). Tem sido
comprovado a sua presenca em 27 das 50
ordens de aves existentes, principalmente
aves silvestres criadas em cativeiro inclusive
codornas. (Lopez, 1976; Alexander, 1997,
Lima, 2001).

A transmissao da DN é principalmente
horizontal,  normalmente  atravées de
secrecgoes do trato gastro-intestinal (fezes) e
do trato respiratério. Em um surto, os fatores
mais importantes para a disseminagao da
doenca sao a movimentacao de aves,
pessoas e equipamentos. Esta
disseminagdao também pode ocorrer via
agua de bebida, alimento contaminado,
cama, ou até mesmo, através de vacinas
contaminadas ou com inativacéo incompleta
(Lucio, 1976a; Alexander, 2003).

Varios fatores influenciam o aparecimento
dos sinais clinicos e o periodo de incubacao
pode variar de 2 a 15 dias. Entre eles estéd a
estirpe do virus, a idade das aves; o nivel
de desafio de campo, a exposi¢ao ao virus
(via de entrada) e o stafus imunoldgico da
ave. De acordo com o patotipo, a morbidade
pode chegar a 100%, enquanto a
mortalidade pode ser considerada baixa
guando atinge aves adultas previamente
imunes. Entretanto, a mortalidade pode
alcangar 50% em aves adultas e até 90%
em pintinhos. Nao é possivel destacar uma
lesdao patognoménica para a DN. O virus de
baixa patogenicidade (estirpes lentogénicas)
produz infec¢ao clinicamente inaparente,
com lesbes minimas ou inexistentes,
enquanto outros patotipos podem produzir
sinais clinicos variados da doenca, com
lestes sistémicas (Alexander, 1997; Paulillo
e Doretto Junior, 2000).

Galinhas infectadas com estirpes
patogénicas (mesogénicas e velogénicas)
apresentam um  quadro  respiratorio
acentuado com respiragao acelerada,
prostragcdo e morte, alem de diarréia com
coloracao esverdeada, tremores
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musculares, torcicolo, paralisia das pernas,
asas e opistétono. Quando atinge aves em
postura, ha queda acentuada na produgao
de ovos, além de prejuizos na qualidade da
casca destes ovos. Quando ha
envolvimento de estirpes neurotrépicas, a
sintomatologia nervosa €& facimente
identificada (Alexander, 1997; Paulillo e
Doretto Junior, 2000). A necropsia, pode-se
observar traqueite, sinusite, hemorragia no
trato gastro-intestinal com focos de necrose
e Ulceras; nas tonsilas cecais pode-se
encontrar hemorragia e edema.
Normalmente  encontram-se  infecgbes
secundarias por Mycoplasma gallisepticum,
Escherichia coli e outras bactérias que
agravam o prognéstico para as aves
(Alexander, 1997).

As codornas japonesas sao susceptiveis a
infeccdo pelo VDN, mas podem nao
manifestar os sinais tipicos observados em
galinhas (edema ao redor dos olhos,
anorexia, depressao, respiracdo acelerada,
descarga nasal e ocular, estertor, rinite,
convulsdes, tremores, queda de postura,
entre outros) disseminando o virus para
outras aves mais susceptiveis (Paulillo e
Doretto Junior, 2000; Gama, 2002). Lima
(2001) realizou um trabalho explorando a
importancia epidemiolégica da codorna
japonesa frente a DN, concluindo que a
codorna & de fundamental importancia como
portador e disseminador do VDN. Islam et
al. (1994) verificaram que mesmo as
codornas  japonesas sendo  menos
susceptiveis a infecgao pelo VDN, podem se
infectar e apresentar a doenca clinica sob
condigbes de stress, sendo importantes
transmissores assintomaticos da doenga.
Quando VDN isolados de codornas
japonesas foram submetidos a passagens
intracerebrais em galinhas SPF (Specific
Pathogen Free — Livres de Patégenos
Especificados) de varias idades, estes se
revelaram letais, demonstrando
propriedades velogénicas.

3.1.3. A doenca no Brasil

O primeiro surto da DN no Brasil em
galinhas, ocorreu em 1953 em Beléem
(Levine, 1964). Apds o primeiro impacto na
década de 50, a DN foi observada




esporadicamente e os focos foram
controlados  rapidamente  através de
vacinacao e medidas profilaticas (Paulillo e
Doretto Junior, 2000). Com a implantacao
do Plano Nacional de Sanidade Avicola em
1994 pelo Ministério da Agricultura, o
controle e a vigilancia da doenga ficaram
mais rigidos. Segundo a OIE (2002), nao ha
notificagao da ocorréncia da DN na
avicultura industrial (galinhas) ha mais de
cinco anos, nos principais estados
produtores avicolas localizados nas regides
Sul e Sudeste do Brasil. A auséncia da DN
no Brasil nos ultimos anos foi confirmada
através da coleta de sangue, secregoes
tragueais e cloacais em abatedouros de
frango de corte, que foram enviados para o
laboratorio (LARA-Campinas) para que
fossem  feitos exames  sorolégicos,
isolamento e tipificagdo viral. Em primeiro de
setembro de 2003, nove estados brasileiros
foram declarados como areas livres da DN
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento. Os estados declarados
livres desta enfermidade foram: Distrito
Federal, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais, Parana, Rio Grande
do Sul, Santa Catarina e Sao Paulo.
Atualmente, esses estados respondem por
80% da produg¢do nacional e da exportagao
brasileira de frango. Nestas regides também
€ encontrada quase a totalidade do plantel
brasileiro de codornas (Fujikura, 2002),
justificando a importancia da vigilancia e
controle de doengas nestas aves,
principalmente da DN, mesmo sem relatos
da ocorréncia de surtos.

3.1.4. Diagndstico

O diagnostico presuntivo pode ser feito por
sorologia, associado a observagdao dos
sinais clinicos e de lesdes a necropsia.
Porém, para um diagnostico definitivo &
necessario o isolamento do VDN em ovos
embrionados de aves SPF e posterior
caracterizacao (Paulillo e Doretto Junior,
2000).

A sorologia € uma ferramenta importante
tanto no diagnostico da enfermidade quanto
no monitoramento pos-vacinal para avaliar a
eficiéencia da vacinacdo (Alexander, 1997;
Rosales, 1999; Paulilo e Doretto Junior,

2000; Alexander, 2003). Os testes
soroldgicos baseiam-se na reagdo de
amostras de soro com  antigenos
especificos, sendo detectada e avaliada a
capacidade de se formar complexos
antigeno - anticorpo. A resposta imune
humoral é mediada por anticorpos, sendo as
imunoglobulinas IgM produzidas no inicio da
resposta, seguida de elevagao dos niveis de
imunoglobulinas IgG.

Alguns testes soroldgicos apresentam
apenas resultados qualitativos - positivo ou
negativo (ex.: precipitacdo em gel de agar),
enquanto outros apresentam resultados
quantitativos - titulos de anticorpos (ex.:
inibicado da  hemaglutinagao, ELISA)
(Rosales, 1999). Entre os testes soroldgicos
mais usados para a DN, estao a inibicao da
hemaglutinagdo (IH) e ELISA (Alexander,
1997; Paulillo e Doretto Junior, 2000).
Alexander (1997) comenta que apesar de
existir uma correlagdo entre os testes de
ELISA e [IH, convencionalmente os
anticorpos contra o VDN tém sido
detectados e quantificados pelo teste de IH,
considerado teste de referéncia.

3.2. INIBICAO DA HEMAGLUTINAGAOQ (IH)

Alguns virus e bactérias possuem em sua
superficie estruturas capazes de se
combinar com receptores especificos
presentes em hemacias de determinadas
espécies e produzir hemaglutinacao (HA).
Entre os agentes mais comuns em
avicultura que possuem esta propriedade,
estdo os virus da doenca de Newcastle e da
influenza aviaria, e a bacteria Haemophillus
paragallinarum (Beard, 1980; Santos e
Silva, 2000).

Enquanto a reagdo de hemaglutinacao
revela uma atividade biologica do agente
infeccioso, a reacdo de I|H resulta da
inibigdo da HA, que pode ser empregada
como método para identificagdo de um
agente especifico ou para medir os niveis
de anticorpos séricos. E uma prova
soroldgica quantitativa, que objetiva titular
principalmente as imunoglobulinas da classe
IgG (Galvan,1976; Santos e Silva, 2000). O
IH é o teste sorolégico mais frequentemente
usado para diagnéstico e detecgao de
resposta imunolégica para a DN em aves
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por ser um teste altamente especifico (Miers
et al., 1994; Czifra et al, 1996). Os
componentes basicos para o teste de |H sao
o antigeno hemaglutinante, o soro em
diluicbes seriadas duplas e a suspensao de
hemacias. Variagdbes no ensaio, como a
“técnica Beta', realizada com diluicoes
seriadas do soro misturadas com
concentragdes fixas e constantes de
antigeno sao mais comumente utilizadas do
que a ‘técnica Alfa", que utiliza diluicao
constante do soro e antigeno diluido (Beard,
1980).

3.3. ELISA - ENZYME
IMMUNOSORBENT ASSAY

LINKED

O ELISA é um método sorologico descrito
pela primeira vez por Engvall e Periman em
1972 para detecgdo de anticorpos no soro
(Souza, 1999; Souza, 2000). E um
procedimento que tem sido usado
rotineiramente em avicultura para deteccao
de anticorpos (principalmente IgG e IgM) e
antigenos em populacdes avicolas. Alem de
ser rapido e sensivel, este método detecta
quantidades minimas de anticorpos. O tipo
mais  utilizado em laboratérios de
diagnostico avicola € o ELISA indireto para
detecgdo de anticorpos (Santos e Silva,
2000). Os anticorpos sao detectados em
uma microplaca  sensibilizada com
antigenos.

O ELISA se baseia no uso de antigenos e
anticorpos que ligados a um conjugado
possuem atividade imunoldgica e enzimatica
(Santos e Silva, 2000). Com a adi¢gdao de um
substrato cromogénico especifico apos a
adi¢do do conjugado, ocorre a revelagao em
forma de cor. O produto cromogénico
formado pode ser Vvisualizado e/ou
mensurado através de um fotocolorimetro
provido de filtro de luz adequado ou de
espectrofotdmetro (Santos e Silva, 2000).

Através do ELISA é possivel determinar o
perfil sorolégico de populagdes avicolas,
fazer o monitoramento dos programas de
vacinacdo de uma maneira rapida (Souza.
1999; Jeurissen et al., 2000; Santos e Silva,
2000) e altamente sensivel (Miers et al,
1994). Tem sido provado que para a doenga
de Newcastle, o ELISA é mais sensivel ou
pelo menos, tao sensivel quanto o teste de
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IH, podendo ser mais eficiente na detecgao
de resposta imune precoce (Snyder et al.,
1983; Sahle e Burgess, 2002). Apesar do |H
ser o teste padrdo para a deteccao de
anticorpos para a DN, varios autores como
Adair et al. (1989), Bozorghmehrifard e
Mayahi (2000), Brown et al. (1990), Das et
al. (1997) e Marquardt et al. (1985)
mostraram que ha uma boa correlacédo entre
os resultados deste teste e o de ELISA para
a deteccao de anticorpos para o VDN,
podendo este Ultimo ser usado com alta
eficiéncia no monitoramento e diagnoéstico
desta enfermidade em galinhas poedeiras e
de corte.

3.4. ELETROFORESE - SISTEMA PAGE

A eletroforese € um teste usado para
separar moléculas em uma matriz “porosa”,
tendo como base a migragao daquelas sob
um campo elétrico, proporcional a carga
elétrica da molécula e sua massa molecular
(Alfenas, 1998).

Um dos sistemas de eletroforese usados na
separacao de cadeias polipeptidicas € o que
contém dodecil sulfato de sodio (SDS -
sodium dodecyl sulfate) (SDS-PAGE). O
termo PAGE originou-se do inglés
“PolyAcrylamide Gel Electrophoresis”, ou
seja, eletroforese em gel de poliacrilamida
(Westermeier, 1993).

Proteinas padrao com peso molecular
conhecido sdo usadas como referéncia para
determinar o tamanho das moléculas de
proteina da amostra (Alfenas, 1998). As
cadeias polipeptidicas sao providas de
acentuada carga negativa, proporcional ao
comprimento da cadeia polipeptidica;
migram com velocidades definidas apenas
por diferencas de seus tamanhos
moleculares  (peneiramento  molecular).
Apds o fim da corrida eletroforética, faz-se a
revelagdo das proteinas no gel através de
coloragdes como Coomassie blue ou prata.
Se o objetivo da corrida eletroforética for um
western blot, o gel devera ser corado apods a
transferéncia (Westermeier, 1993; Alfenas,
1998).




3.5. WESTERN BLOT

O método de immunoblotting tem evoluido
de velhas técnicas a protocolos pioneiros,
nos quais os anticorpos eram usados para
“marcar” diretamente o gel de poliacrilamida
para técnicas mais recentes em que os
polipeptideos separados sao transferidos
para membranas de nitrocelulose, papel
guimicamente ativado ou nylon. Contudo, ha
muitas variagdes deste sistema basico e o
método mais comum envolve transferéncia
eletroforética para membrana de
nitrocelulose. O método padraoc para
transferir proteinas de géis de poliacrilamida
para membranas € o western blot (Hudson e
Hay, 1989; Westermeier, 1993; Alfenas,
1998) originalmente desenvolvido por
Towbin et al em 1979, citado por Souza
(2000), em que a transferéncia das
proteinas do gel para a membrana se faz
por eletrodifusao (Alfenas, 1998).

A técnica pode ser dividida em seis passos:
preparagao da amostra, eletroforese em gel
de poliacrilamida, transferéncia para
membrana de nitrocelulose, bloqueio,
adicao de anticorpo e detecgdo ou
revelagao (Harlow e Lane,1988). Para
confirmar a transferéncia das proteinas do
gel de poliacrilamida para a membrana de
nitrocelulose, a membrana & corada com
Ponceau S.

3.6. IMUNOGLOBULINAS DE CODORNAS
(IgG E IgY)

No soro das aves, a maior parte dos
anticorpos encontrados sdo da classe IgG.
Esta IgG pode ser transportada para o ovo
conferindo imunidade passiva para o
pintinho recém eclodido (Tini et al.,, 2002).
No ovo, a IgG (lgY - imunoglobulina da
“‘gema” do ovo — do inglés “yolk’) e
encontrada em maiores concentragoes na
gema do que na clara, sendo as
concentracoes de IgG na gema maiores do
gue as encontradas no soro das galinhas
(Larsson et al., 1993; Tini et al., 2002).

A gema de ovo pode ser usada como fonte
de anticorpos, porém os lipideos da gema
podem interferir nos testes soroldgicos. Por
isto, os anticorpos presentes na gema
normalmente precisam ser processados
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antes do seu emprego em sorologia. Os
anticorpos sao estaveis por algum tempo,
sendo que alguns autores tém estocado
estas preparacoes de IgG por dez anos a
4 C sem nenhuma perda significativa da sua
atividade (Larsson et al., 1993).

Quando anticorpos purificados de uma
espécie animal sao injetados em outra
espécie diferente, estes anticorpos sao
reconhecidos como antigeno e provocam
uma forte resposta humoral. Esta
caracteristica € usada para produzir anti-
imunoglobulinas especificas. Em geral,
animais de diferentes géneros responderao
a um numero de epitopos, tanto da cadeia
leve quanto da cadeia pesada. Desta forma,
estes imunodgenos induzirdo uma resposta
humoral (Harlow e Lane, 1988).

No experimento realizado por Keck et al.
(1993), no qual foi testado um ELISA
comercial com anticorpos extraidos da
gema do ovo e soros de galinhas, observou-
se que os titulos possuiam boa correlacao,
principalmente quando usados para avaliar
os niveis de anticorpos da progénie.

4. MATERIAIS E METODOS

41. LOCAL DE REALIZAGAO DOS
EXPERIMENTOS

Os experimentos foram conduzidos no
Laboratorio do Setor de Doengas das Aves,
no Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais e as
técnicas de eletroforese e western blot
foram executadas no Laboratorio de
Virologia Comparada do Instituto de
Ciéncias Biologicas da UFMG.

42 ANIMAIS
EXPERIMENTO

UTILIZADOS NO

Foram usadas neste experimento codornas
japonesas de diferentes idades,
provenientes do Avidrio Santo Antdnio
(Lavras, MG), Granja Fujikura (Mogi das
Cruzes, SP) e também da Fazenda
Experimental da UFMG (lgarape, MG) para
obtencao de soros e ovos. Fémeas de
camundongos Balb/c com seis semanas de
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idade foram obtidas no Biotério do Instituto
de Ciéncias Biologicas da UFMG.

4.3. PURIFICACAO DE IMUNOGLOBULINA G
E 'Y DE CODORNA

4.3.1. Purificagao de IgG do soro de
codornas

A purificagao de IgG do soro de codornas foi
feita seguindo o protocolo de Bhanushali et
al. (1994), descrito originalmente para
purificagdo de IgG do soro de galinha.
Foram usados 10mL de soro de codorna
diluido a 1:5 em tampao acetato. A este
material foi adicionado &cido caprilico
lentamente e em constante
homogeneizagdo a 4'C até a concentragao
de 25ul/mL de soro, incubando overnight. O
sobrenadante foi removido apos
centrifugagdo (Centrifuga RC5B, Rotor
GSA, Sorvall, DuPont, EUA) a 10.000xg
(30min/4°C) e filtrado através de membrana
clarificante e  esterilizante  (8/0,2um,
Millipore, EUA) para remogao de particulas
e misturado com solugado salina tamponada
(PBS pH7,2) na proporgao 1:10.

Uma segunda precipitagdo foi feita com o
intuto de separar e coletar as
imunoglobulinas G do soro, adicionando
solugdo saturada de sulfato de aménio
(apéndice 8.15) lentamente, gota a gota,
sob homogeneizagdo constante (agitagdo
magnética em banho de gelo) por 30
minutos até atingir 36% de saturagao de
sulfato de amonio na mistura final. Esta

solucao foi centrifugada
(10.000xg/30min/4°C) para coletar o
precipitado. Para obter maior

aproveitamento do material, foram feitas trés
centrifugagdes. O pellet foi ressuspendido
em 1mL de PBS pH7,2 e dialisado. A dialise
foi feita em tubo de celulose (limite de
exclusao 10.000Da, THOMAS, EUA),
fechado nas duas extremidades e colocado
em um litro de PBS pH7,2, fazendo mais
duas trocas de PBS em leve agitacao
magneética constante por 24 horas a 4 'C. As
amostras foram armazenadas a 4'C sem
conservantes como indicado por Larsson et
al. (1993).
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4.3.2. Purificacao de IgY da gema de ovos
de codorna

A purificacdo de IgY da gema de ovos de
codorna foi baseada em uma combinagao
dos protocolos de Akita et al. (1992),
Abbassi et al. (1999) e Chicken [200-] na
forma descrita a seguir.

Foram coletadas gemas de ovos de
codornas de varias idades. As gemas foram
separadas da clara e o conteudo da gema
separado da membrana da gema. Foram
colocados volumes iguais do pool de gemas
e agua ultrapura acidificada com HCI 0,1N
para obter um pH final entre 5,0 e 52, 0
qual, segundo Akita et al. (1992) & o ideal
para a recuperacao de IgY, ja que a gema
tem pH entre 6,5 e 7,5. O pH da mistura
gema mais agua ultrapura (MilliQ, Millipore,
EUA) acidificada foi medido com fita de pH
(P4536, Range 4,5-10,0, Sigma, EUA).
Foram adicionados dois volumes de
cloroformio e as fases desta mistura foram
separadas por centrifugacao (30
min/TA/3000xg). A fase aquosa superior que
continha a IgY foi separada e para cada
10mL deste sobrenadante aquoso, forz:-
adicionados 5mL de solugao 36% (p
PEG-6000 (Polietileno Glicol / Carbowax
771, INLAB, Brasil), preparada em PBS
pH7.,2 para se obter uma concentracgao final
de 12% (p/v) PEG-6000. O material foi
homogeneizado e a mistura deixada em
repouso por 30 minutos a 4 C. Em seguida,
foi feita coleta do material precipitado em
centrifuga (10min/TA/3000xg). 0]
sobrenadante foi descartado e o pellet
coletado foi dissolvido com PBS pH 7,2 em
volume equivalente a 1% do volume original
de gemas utilizadas. Foi adicionado etanol
gelado (-20 'C) fazendo uma mistura final de
50% (viv) a =203C, que foi centrifugada
(modelo RC5B, Sorvall / DuPont, EUA) a
10.000xg por 30min a 4°C. O sobrenadante
foi descartado e 0 precipitado
ressuspendido com PBS em ' do volume
do pool de gemas inicial, dividido em placas
de Petri estéreis e colocado em estufa de
37°C por aproximadamente 2h para a
evaporacao do alcool. Os solidos foram
ressuspendidos no mesmo volume inicial
das gemas com agua ultrapura (18MQ,
MilliQ, Millipore, EUA). Para 0




armazenamento das amostras a 4 C, foram
adicionados 200uL de azida sodica (solugao
50% em PBS pH 7,2) para cada 1mL.

4.4, DOSAGEM DE PROTEINA

A dosagem de proteina foi feita pelo metodo
de Lowry segundo protocolo do kit Sigma
(Protein Assay Kit, P 5656, Sigma, EUA)
com a leitura em espectrofotdbmetro a
650nm (Microplate Reader, Model 550, Bio-
Rad, EUA).

4.5. ELETROFORESE
4.5.1. Preparo das amostras

As amostras de IgG purificadas de codorna
tiveram sua concentragao de proteina
determinada e foram preparadas para
serem aplicadas no SDS-PAGE. Em cada
canaleta do gel foi colocada 100ug de
proteina em 10uL. Em cada amostra foram
adicionados 3uL de tampao de amostra
(apéndice 8.17) e 1uL de B-mercaptoetanol.
Foram usados 2uL de padrdo de pesos
moleculares (Prestained Protein Molecular
Weight Standards 14,300 — 200,000 Range,
Gibco BRL, EUA) preparado com 1uL de
EDTA 500mM, 3uL de tamp&o de amostra e
1uL de [B-mercaptoetanol. As amostras
foram colocadas em agua fervente por sete
minutos antes de serem aplicadas no gel.

O gel de poliacrilamida com SDS (SDS-
PAGE) foi montado entre placas de vidro de
90x60mm, com espacgadores de 0,75mm de
espessura. O gel constituiu-se de uma
camada de corrida ou separagdao com
concentragao total de poliacrilamida 10%
(apéndice 8.8) e outra de empilhamento ou
aplicacado com concentragao total de
poliacrilamida de 4% (apéndice 8.7). Apods a
polimerizagéo, foi feita a aplicagdo das
amostras, do padrao de peso molecular e
de IgG purificada de galinha (Chicken IgG, |-
4881, Sigma, EUA), que foi utilizada como
controle e colocado tampao de corrida 1x
(apéndice 8.24) na cuba de eletroforese. A
eletroforese foi feita utilizando uma fonte
(Mighty Slim Power Supply, SX250-115V,
Pharmacia, EUA) em temperatura ambiente
a 80 volts.

Foram feitos também, géis preparativos de
canaleta Unica, nos quais foram aplicados
400ug de proteina (lgY), para obtengao de
lgG purificada para imunizagao dos
camundongos. Os geéis foram corados com
Coomassie blue (apéndice 8.10) para
visualizacao das bandas.

4.5.2. Coloracao dos géis SDS-PAGE por
Coomassie blue

Para coloragédo dos géis de SDS-PAGE com
Coomassie blue, estes foram lavados com
agua deionizada por 4 vezes, para entdo
acrescentar ao gel a solugdo corante
(apéndice 8.10) . Os geéis foram incubados
por 30 minutos a temperatura ambiente (TA)
em constante agitacao. Apds este periodo,
os géis foram lavados com solugéo
descorante de acido acético 12% (apéndice
8.11), com trocas periddicas desta solugao,
até a descoloracdo do gel e visualizagao
das bandas (Harlow et al, 1988;
Westermeier, 1993; Alfenas, 1998).

4.6. WESTERN BLOT

4.6.1. Western blot para confirmacdo de
identidade da IgG purificada do soro e da
gema de ovos de codorna

A utilizagao do western blot nesta etapa do
trabalho foi confirmar a identidade das
proteinas purificadas, se compativeis com a
massa molecular de IgG ou IgY.

Feita a eletroforese (como descrito no item
4.5), o gel, a membrana de nitrocelulose e
os papéis filtro foram colocados em um
tampao de transferéncia (apéndice 8.25) por
30 minutos a TA. No aparelho de
transferéncia, foi montado um “sanduiche”,
colocando papel filtro, a membrana de
nitrocelulose, o gel e outro papel filtro,
previamente umidecidos, no aparelho de
transferéncia Trans-Blot”, semi-dry
eletrophoretic transfer cell (Bio-Rad®) como
recomendado pelo manual de instrugtes e
por Makkay et al. (1999). A transferéncia foi
feita por duas horas a 25 volts. O material
contido no gel SDS-PAGE foi transferido”
para a membrana de nitrocelulose. corada
com Ponceau S e o gel com Coomassie
blue, para confirmar a transferéncia.
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A membrana foi incubada por uma hora com
tampao de bloqueio de leite em po
desnatado 3% (apéndice 8.23). Apds o
blogueio, foi feita a incubagdo da membrana
com IgG de coelho anti-lgG de galinha
(Alkaline phosphatase conjugated rabbit
anti-chicken IgG — whole molecule, AS171,
Sigma, EUA).

Para revelacdo da membrana, o conjugado
anti-lgG de galinha (Sigma) foi diluido a
1:5000 em PBS-T (PBS Tween 20, apéndice
8.5), e a membrana incubada overnight a
4C. Ap6és a incubagdo, foram feitas
lavagens seqlenciais da membrana (10
minutos com PBS-T, PBS pH7,2 e tampéo
AP - apéndice 8.20). Terminada a lavagem
da membrana, foi adicionado o substrato
que se constituiu de 10mL de tampao AP,
64uL de NBT (NitroBlue Tetrazolium,
N5514, Sigma, EUA) e 34uL de BCIP (5-
bromo, 4-chloro, 3 indolyl-phosphate,
S3771, Promega, EUA). A membrana foi
deixada sob agitacdo até o aparecimento
das bandas. Para parar a reagao, o
substrato foi descartado e a membrana
lavada trés vezes com agua ultrapura por 15
minutos.

4.6.2. Western blot para avaliagdo da
producé@o de IgG de camundongos anti-igG
de codorna

Outro western blot foi feito para verificar a
especificidade da resposta dos
camundongos imunizados contra
imunoglobulina de codorna. A técnica usada
foi semelhante a citada no item 4.6.1. Apos
a transferéncia do material do gel para a
membrana de nitrocelulose e blogueio com
leite em pd desnatado 3% (apéndice 8.23),
a membrana com IgG de codorna foi
incubada com um pool de soros dos
camundongos  imunizados com  IgG
purificada dos soros de codornas, diluido a
1:500. Foi feita a lavagem da membrana e
posterior incubacao com anti-lgG de
camundongo (Anti-mouse IgG - whole
molecule - alkaline phosphatase conjugated,
A3562, Sigma, EUA) e revelagao como
descrito anteriormente.
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4.7. PRODUCAO DE ANTICORPOS ANTI-IgG
DE CODORNAS EM CAMUNDONGOS

4.7.1. Imunizagao dos camundongos

Todo o processo de imunizagdo seguiu o
protocolo descrito em Harlow et al. (1988).

O imunogeno foi preparado com 0,05mL de
amostra de IgG purificada (50ug de
proteina) e 0,05mL de adjuvante de Freund.

A imunizagao com IgG purificada de
codorna foi feita em fémeas de
camundongos Balb/c, com 6 semanas de
idade pela via intraperitoneal. As fémeas de
camundongo foram separadas em dois
grupos de dez. O primeiro grupo foi
imunizado com |gG purificada do soro de
codorna, sendo que cada camundongo
recebeu uma dose de 50ug de proteina em
100ul de adjuvante. O segundo grupo de
camundongos foi imunizado com a banda
do gel SDS-PAGE correspondente a cadeia
pesada da IgG purificada de codorna,
contendo 50ug de proteina. Um PAGE
preparativo foi feito para que a banda da
cadeia pesada fosse recortada com |&mina
de bisturi, macerada (gral + pistilo) e
misturada posteriormente, com adjuvante
completo ou incompleto de Freund. A
primeira imunizagao foi feita com adjuvante
completo de Freund (Freund’s Adjuvant,
complete, F5881, Sigma, EUA), e as demais
foram feitas usando adjuvante incompleto
de Freund (Freund’s Adjuvant, incomplete,
F5506, Sigma, EUA) na mesma proporgao.
Apos a terceira imunizagao, foi avaliada a
reatividade de IgG de camundongo anti-lgG
de codorna no soro destes camundongos
através de ELISA em microplacas
sensibilizadas com IgG purificada de
codorna e IgG de galinha como controle.

4.7.2. Coleta de sangue de camundongo
para avaliacao da reatividade de anticorpos
anti-lgG de codorna

Para os ensaios de reatividade da IgG de
camundongo anti-lgG de codorna foi
coletado sangue dos camundongos da veia
caudal. Com uma lamina de bisturi, a ponta
da cauda de cada camundongo foi cortada,
e aproximadamente 50uL do sangue foram
colocados em oito disquinhos de papel filtro




Whatman N° 1 (Rivetz et al., 1985; Jorge et
al., 1986) em cada pocinho da microplaca
de ELISA. Foi feita uma diluicdo 1:2 do
sangue de cada camundongo nos pocinhos
da microplaca, adicionando 50uL de PBS
pH 7,2 esteéril.

4.7.3. Sangria dos camundongos

A sangria foi feita com os camundongos
previamente anestesiados com cloroférmio,
via veia jugular. Apdés a separagao dos
S0ros, estes foaram armazenados
individualmente a —20 C para uso posterior.
Para confirmar a especificidade da resposta
imune dos soros dos camundongos contra a
IgG de codorna, foi feito um western blot
usando os soros coletados como descrito no
item 4.6.2.

4.8. TITULACAO DA VACINA CONTRA A
DOENCA DE NEWCASTLE

A titulagdo da vacina com estirpe LaSota foi
feita de acordo com Villegas e Purchase.
(1980). A vacina liofilizada (frasco de 1000
doses, Merial) foi reconstituida com 30mL
de PBS pH 7,2 estéril e, posteriormente,
foram feitas diluigdes seriadas de 107 a 10°
"% sendo utilizadas somente as diluigdes de
10* a 10", Foi inoculado 0,2mL de cada
diluicao na cavidade corioalantdide de cinco
ovos embrionados de galinhas livres de
patdégenos especificos (OEG/SPF) entre 9 e
11 dias de incubag¢do. O controle negativo
foi preparado com solugao salina estéril sem
virus. Os OEG/SPF foram incubados a 37°C
por trés dias, acompanhados por ovoscopia
diaria. Apos 72 horas de incubagdo, os
OEG/SPF (inoculados e controles
negativos) foram colocados overnight em
geladeira (4°C) para morte embrionaria. No
dia seguinte foi feito o teste de HA
(hemaglutinacao) dos liquidos alantdideos
de todos os OEG/SPF, usando uma
suspensao salina de hemacias de galinha a
5% em solugdo salina a 0,85%. O titulo foi
calculado de acordo com Reed & Muench
(Lucio, 1976Db).

4.8.1. Preparo da suspenséo de hemacias
de galinha

Para o preparo das hemacias, foi coletado
(via intracardiaca) sangue de galinhas SPF

em seringa estéril (10 mL) contendo solucao
anti-coagulante (solugao de citrato de sodio
a 4,5% em agua ultrapura, autoclavada).
Esta mistura 1:1 de sangue com anti-
coagulante foi homogeneizada, colocada
em tubo de centrifuga graduado e
centrifugada (10min/500xg/TA). O
sobrenadante foi descartado e as hemacias
ressuspendidas com PBS pH 7,2 até o
volume original, para nova centrifugacao,
sendo este procedimento repetido por trés
vezes. Apds a Ultima lavagem, foi preparada
uma suspensao de hemacias de galinha 5%
(v/v) com PBS pH 7,2.

4.8.2. Teste de hemaglutinagao (HA) rapida

Foram misturados 50uL de liquido alantoide
de cada ovo usado para titulagao da vacina
de Newcastle com 50uL de suspensao de
hemdacias de galinha 5% em uma lamina de
vidro, agitada por um minuto para que fosse
feita a leitura (auséncia ou presenga de
atividade hemaglutinante).

4.9. COLETA DE SOROS DE CODORNAS
NEGATIVOS E HIPERIMUNES PARA O VDN

4.9.1. Coleta de soros negativos

Os soros presumivelmente negativos foram
coletados de 30 codornas com duas
semanas de idade, sabidamente nao
vacinadas, vindas de matrizes também nao
vacinadas. O sangue foi coletado pela via
intra-cardiaca e os soros obtidos foram
armazenados a —20C até o uso.

4.9.2. Imunizagdo de codornas com VDN,
producao e coleta dos soros hiperimunes

Para a obtencao de soros positivos, 50
codornas adultas foram vacinadas com
vacina contra o VDN (LaSota, Merial),
10°®DIEsy/dose de 0,1mL, reconstituida em
30 mL de solugdo salina estéril, como
descrito por Villegas e Purchase (1980).

As codornas foram vacinas trés vezes com
0, 21, 42 dias.

O primeiro grupo de 20 codornas foi
vacinado com duas gotas de vacina viva via
ocular (2x10°°DIE5(/0,03mL), com
vacinacoes sucessivas 21 e 42 dias apds a
primeira vacinacao, também com vacina -
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viva via ocular. As outras 30 codornas foram
vacinadas primeiramente com duas gotas
da vacina viva via ocular (2x10>°DIEs/0,03
mL), e as vacinagdes sucessivas (21 e 42
dias ap6s a primeira vacinacgao) foram feitas
inoculando em cada codorna 0,imL de
vacina inativada na musculatura do peito de
cada codorna. Quinze dias apos a terceira
inoculagao, o sangue das codornas dos dois
grupos foi coletado individualmente pela via
intra-cardiaca. Apds a separagao do soro,
estes foram armazenados individulamente a
-20°C até o uso.

4.10. CULTIVO, CONCENTRACAO E
PURIFICACAO DO VDN

Para a replicagdo do VDN (virus vacinal da
doengca de Newcastle, reconstituido) foram
utilizados OEG/SPF. A inoculagao foi feita
via cavidade alantoidea com
aproximadamente 10°”° DIEs, /mL (dose
infectante embrionaria 50%) e incubagéo
dos ovos por 72 horas a 37 C. Os embrides
que morreram nas primeiras 24 horas apos
a inoculacao foram descartados. A coleta do
liqguido alantdideo (LA) foi feita apdés o
periodo de incubagdao e  posterior
resfriamento dos ovos para morte
embrionaria. Os LA foram coletados em pool
em frascos esterilizados e mantidos sob
refrigeracdo para posterior centrifugacao
(30min/4 C/5.000xg) para clarificacao
(centrifuga refrigerada mod. RC5B/rotor
GSA, Sorvall / DuPont, EUA). Ap6s a
clarificagdo, o LA sobrenadante foi
concentrado aproximadamente 500 vezes
por precipitagdo com sulfato de aménio.
Uma solugdo saturada de sulfato de amoénio
tamponada pH 7,2 (apéndice 8.15) foi
gotejada por 3 horas sobre o LA em
agitacdo lenta constante e em banho de
gelo até atingir a saturacao final de 36%.
Esta mistura final contendo  virus
insolubilizado foi centrifugada
(30min/4°'C/10.000xg). O sedimento foi
ressuspendido em agua destilada estéril
(1:100) e dialisado 3 vezes contra PBS pH
7.2 (membranas de didlise cddigo 3787
D42, limite de exclusao 12.000 Da,
Spectrapore, EUA). Para a concentragao
por desidratagao, o material retido na
membrana foi imerso em solugao saturada
de PVP 360 (polivinil pirrolidona, peso
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molecular, 360.000 DA, SIGMA, EUA) por 48
horas a 4 C e ressuspendido em PBS pH7,2
a 1:500 do volume inicial do LA.

A purificagao do virus foi feita em gradiente
continuo de sacarose. A solucdo estoque de
sacarose de 66% (peso/volume) (apéndice
8.13) mantida sob refrigeracao, foi utilizada
como solugcao de origem para a preparagao
das demais concentragoes de 25 a 55% em
agua ultrapura. As solugtes de sacarose
foram colocadas em tubos de polipropileno
(Beckman, EUA) com o auxilio de uma
seringa com agulha 40x20mm equipada
com tubo de silicone na extremidade,
iniciando pela solucao de sacarose menos
concentrada, sendo esta colocada no tubo,
distribuindo 2mL por concentracéo. Apds a
distribuicdo, os tubos foram mantidos
refrigerados por 18 horas, para a formacac
do gradiente continuo de sacarose. O
concentrado viral foi ressuspendido em
10mL de solugdo tampao NET (apéndice
8.3) e 1mL adicionado lentamente no topo
da camada superior do gradiente. Os tubos
de polipropileno contendo o gradiente de
sacarose carregado com o concentrado da
amostra viral foram centrifugados a
40.000xg por 16 horas a 4C. Apés a
centrifugagao, foram recolhidas no fundo do
tubo aliquotas de 1mL. Em cada aliquota foi
adicionada uma solugdo de Fluoreto de
Fenil Metil Sulfonil (PMSF, apéndice 8.6) e
foram  armazenadas a -20C. A
concentragao de proteinas totais do VDN foi
determinada pelo método de Lowry segundo
instrugdes do kit Sigma (Protein Assay Kit, P
5656, Sigma, EUA) conforme Souza (2000).

4.11. ESTABELECIMENTO DA INIBIQ}—\O DA
HEMAGLUTINACAO (IH) COMO TECNICA
DE REFERENCIA

Foi realizada conforme descrito por Beard
(1980)

4.11.1. Hemaglutinagao (HA) para titulacdo
do antigeno viral

Foram utilizadas microplacas de poliestireno
contendo 96 pocinhos com capacidade para
200uL por pocinho, com fundo em “V'. Em
cada pocinho foram colocados 50uL de PBS
pH7,2, 50uL do VDN no primeiro pocinho
seguindo diluicoes seriadas de 1/2 a 1:2048
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e 50uL de hemacias de galinha 0,5% em
todos os pocinhos. A microplaca foi agitada
e incubada por 45 minutos a TA. Na leitura,
foi determinando o titulo hemaglutinante da
preparacao do virus. Este foi expresso como
sendo a reciproca da maior diluigado que
causou completa aglutinacao,
correspondendo a uma unidade
hemaglutinante.

4.11.2. Inibicao da Hemaglutinagao - IH
para titulagao de soros

Em cada pocinho da microplaca de IH,
foram colocados 50uL de antigeno diluido
em PBS pH7,2 contendo 4 UHA (unidades
hemaglutinantes). No primeiro pocinho
foram colocados 25uL de soro e 100uL de
antigeno, diluicao 1:5, para que as diluigoes
seriadas pudessem ser feitas, transferindo-
se 50uL de soro mais antigeno até o Ultimo
pocinho, obtendo-se assim as demais
diluicbes. A microplaca foi incubada por
45min  a TA. Apo6s este periodo de
incubag@o, foram adicionados 50uL de
suspensao de hemacias de galinha 0,5%
em cada pocinho e a microplaca foi agitada
e incubada novamente por 45 minutos a TA.
Em seguida, efetuou-se a leitura dos
resultados, onde foi determinada a mais alta
diluicao do soro na qual é observada a IH. A
reciproca desta diluicao € o titulo do soro,
que foi expresso por média geométrica de
titulos (GMT).

Soros controles positivos e negativos, bem
como controles de hemacias e de antigeno
foram incluidos no teste.

4.12. DESENVOLVIMENTO E
PADRONIZACAO DOS ELISAS (ENZYME
LINKED IMMUNOSSORBENT ASSAYS)

4.12.1. ELISA de captura para a deteccgao
de anti-lgG de codornas nos soros de
camundongos hiperimunes

O desenvolvimento deste ELISA foi feito com
base nas técnicas descritas por Rivetz et al.

(1985) e Otani et al. (1993). Uma ilustragdo
esquematica pode ser vista na figura 2.

Para a avaliagado da resposta dos
camundongos  inoculados com  IgG
purificada do soro de codoma, por
precipitacao com sulfato de amoénio ou
eletroforese preparativa, microplacas de
poliestireno de 96 cavidades, de fundo
chato (25805-96. Corning, EUA) foram
sensibilizadas overnight a 4°C com
imunoglobulinas de codorna (purificada do
soro e da gema e com IgG de galinha
(Sigma, EUA) como controle, em
concentragoes de 30ug/mL em tampao
carbonato/bicarbonato pH 9,6 (apéndice
8.21). Apds a sensibilizagao e lavagem das
placas, estas foram incubadas a 37°C por 1
hora em camara umida com tampao de
bloqueio de leite em pd desnatado 3%
(apéndice 8.23).

Os soros dos camundongos previamente
imunizados e soros controle negativos
(camundongos nao inoculados) foram
diluidos a 1:100 em PBS mais Tween a
0,05% (PBS-T) e incubados nas placas
sensibilizadas em cdmara umida por 2 horas
a 37°C. Os anticorpos de camundongos
(IgG) anti-lgG de codorna foram detectados
com conjugado IgG de cabra anti-lgG de
camundongo conjugado com fosfatase
alcalina (Alkaline phosphatase conjugated
goat anti-mouse IgG — whole molecule,
affinity isolated antibody, A3562, Sigma,
EUA) a 1:10.000 em PBS-T por 30min a
37°C. Entre cada reacdo, foram feitas trés
lavagens das microplacas com PBS-T
0,05%. A revelacdo da reagao foi feita por
conversdo colorimétrica (30min/37°C) de p-
nitrofenil fosfato (pNPP, N2765, Sigma,
EUA) (apéndice 8.16). As microplacas foram
lidas em espectrofotdmetro para ELISA
(Microplate Reader, Model 550, Bio-Rad,
EUA) com filtro de comprimento de onda de
405nm.
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Substrato - pNPP

/K — (IgG camundongo
anti-IgG de codorna)
— 1gG codorna (soro ou
banda do gel) ou IgG
\ galinha (fase solida)

IgG cabra anti-1gG de
camundongo conjugado
com fosfatase alcalina

Soro de camundongo

Figura 2. llustragdo esquematica de ELISA de captura para avaliagdo da resposta imune dos

camundongos imunizados contra IgG de codorna.

4.12.2. ELISA indireto para a detecgao de
lgG de codorna contra o VDN utilizando
anticorpo secundario anti-espécie (anti-IgG
de codornas)

O desenvolvimento do ELISA indireto para
detecca@o de anticorpos de codorna contra o
VDN utilizando anticorpo secundario de
camundongo anti-IgG de codorna (“ELISA
indireto para codorna”) foi feito baseando-se
na técnica descrita por Folitse et al. (1998);
Williams et al. (1997) e Sahle e Burgess
(2002). A representacao das etapas deste
ELISA pode ser vista na Figura 3.

A titulagdo em blocos dos reagentes foi feita
considerando variaveis como guantidade de
virus, soro, anticorpo secundario (policlonal)
de camundongo anti-lgG de codorna, IgG
de ~cabra anti-ilgG de camundongo
conjugado com fosfatase alcalina (Alkaline
phosphatase conjugated goat anti-mouse
lgG - whole molecule, affinity isolated
antibody, A3562, Sigma, EUA)

Para sensibilizacao das microplacas de

ELISA com 96 pocinhos de fundo chato
(25805-96, Corning, EUA) com o VDN
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(estirpe LaSota, propagada em ovos
embrionados de galinhas SPF e purificada
por precipitacdo com sulfato de amonio 36%
(v/v) foram utilizadas quatro concentragoes
de concentrado viral — CV/VDN (100ng,
300ng, 10pg, 30ug) em tampao
carbonato/bicarbonato  (apéndice  8.21),
incubado por 2h a 37 C, e blogueio com leite
em pod desnatado 3% (apéndice 8.23) por
1h. As etapas seguintes constituiram-se da
diluigao dos soros positivos e negativos para
VDN de codomna e de galinha (soros
controle) a 1:50 e 1:100, também incubados
por 1h a 37C; diluigho do anticorpo
secundario — IgG de camundongo anti-IgG
de codorna (1:100, 1:500, 1:1.000, 1:5.000,
1:10.000, 1:15.000 e 1:20.000) conjugado —
IgG de cabra anti-lgG de camundongo
conjugado com fosfatase alcalina (1:1.000,
1:5.000, 1:10.000, 1:15.000 e 1:30.000) com
incubagcao de 1h a 37 C. Entre cada etapa
do ELISA, as microplacas foram lavadas
trés vezes com PBS-T 0,05%. Apés a
adicdo do substrato — pNPP (apéndice
8.16), a leitura das microplacas foram feitas
em espectrofotdmetro com comprimento de
ondas de 405nm, apdés 30 minutos de
incubacao a 37 C.




Substrato - pNPP

A1
hads

s >—>—>m
0 > >

IgG de cabra anu-1gG de
camundongo conjugado
com fosfatase alcalina

I2G camundongo anti-1gG
— )
codorna (anticorpo secundario)

— Soro de codorna

Virus Newcastle
— VDN (Concentrado

viral em fase solida)

Figura 3. Representagdo das etapas de montagem do “ELISA indireto para codorna” desenvolvido
para detecgao de IgG anti-VDN no soro de codornas.

4.12.3. ELISA indireto para a detecgao de
IlgG de codorna contra o VDN utilizando
conjugado heterdlogo

Um ELISA indireto para a detecgao de
anticorpos de codorna especificos para VDN
(“ELISA para galinha”) foi desenvolvido,
como descrito no item 4.11.2. exceto pela
auséncia da reacgdo de anticorpo secundario
de camundongo anti-lgG de codorna e ao
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conjugado de cabra anti-lgG de
camundongo. Estes dois reagentes foram
substituidos por IgG de coelho anti-IgG de
galinha conjugado com fosfatase alcalina
nas diluicdes 1:100, 1:500, 1:1.000, 1:2.000,
1:5.000, 1:10.000, 1:15.000, 1:30.000 e
1:45.000. A Figura 4 ilustra este ELISA.

IgG coelho anti-IgG de
galinha conjugado com
fosfatase alcalina

Soro de codorna

Virus Newcastle
VDN (Concentrado

viral em fase solida)

Figura 4. Etapas do “ELISA indireto para galinha” desenvolvido para detecgdo de IgG de codorna

anti-VDN no soro de codornas.
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" 4.13. ANALISE ESTATISTICA

A avaliacdo da significancia estatistica dos
resultados das leituras dos testes de ELISA
utilizados neste trabalho, foi feita pelo teste t
de Student através do programa estatistico
SAEG.

A analise estatistica da padronizagao do
ELISA e dos resultados foi feita pelo método
TG-ROC (Two-Graph Receiver Operating
Characteristic) descrito por Greiner (1995) e
Xu et al. (1997), o qual permitiu avaliar o
ponto de corte quanto a eficiéncia do teste e
indice de Youden.

Para eliminar diferencas entre as
microplacas de ELISA, cada valor de
absorbancia obtido pelo ELISA foi
multiplicado por um fator de correcao
(Folgueras, 1998), ja que esta variagao
entre microplacas, se maior que 10%,
prejudica a correlagdo entre as repetigdes
das amostras (Silim e Venne, 1989).

Greiner (1995) descreveu uma planilha que
seleciona valores de ponto de corte em
testes de diagnostico, indicando o valor
mais adequado para que se tenha
sensibilidade e especificidade d&timas,
minimo de soros falso-positivos e falso-
negativos, com o menor risco possivel (valor
preditivo). Os graficos foram calculados para
um grau de confianga de 95%.

Alguns conceitos importantes com suas
respectivas formulas sao definidos a seguir
(Brown et al, 1990; Folgueras, 1998;
Makkay et al., 1999):

f (fator de corre¢do) = 1 / meédia das
leituras dos soros controle positivo

Sensibilidade (Se): é a capacidade do
ELISA de detectar amostras positivas
quando estas sao positivas também no IH
(teste de referéncia).

Numero soros positivos em IH e ELISA

Se =
Numero soros positivos em IH

Especificidade (Es): € a capacidade de

detectar soros negativos verdadeiros (em
relacdao ao teste de referéncia), ou seja, a
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amostra de soro deve ser negativa tanto no
IH quanto no ELISA.

E N2 soros negativos em |H e ELISA
S =

N? soros negativos em I|H
Taxa de Falso Negativo (TFN):

N¢ soros pos. em IH e neg. em ELISA

TFN =
N? soros neg.em ELISA X100

Taxa de Falso Positivo (TFP):

N? soros neg. em |H e pos.em ELISA
TFP =

N2 soros pos. em ELISA X100

5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

5.1. PURIFICAGAO DE IMUNOGLOBULINAS

A purificacdo de IgG do soro e IgY da gema
de ovos de codorna foi feita com o objetivo
de produzir anticorpos secundarios anti-
espécie através da inoculagao de
camundongos.

Uma vez purificadas, foi determinada a
concentragdo de proteina de cada amostra
de IgG purificada do soro e IgY da gema. As
amostras de soro tinham em média
4939,4ug de proteina total/mL e as
amostras de IgY purificada da gema, 7467,5
Hg de proteina total/mL. Esta diferenca na
concentragao protéica € esperada (Otani et
al., 1993; Bizhanov et al., 2000; Tini et al.,
2002).

Para confirmar a purificagao de 1gG e IgY de
cada amostra, foram feitos eletroforese e
western blot (Figuras 5 a 9). Na eletroforese,
foi verificada a separagao das cadeias leve
e pesada das imunoglobulinas. O peso
molecular de cada banda foi determinado de
acordo com o padrao de peso molecular.
Quando analisamos o PAGE referente ao
material de gema (Figura 6, canaletas 5 a
7), foi possivel observar a presenca
marcante de bandas de proteina, com peso
molecular (45,5 kDa) diferente das cadeias
leve e pesada da IgG. A presenca desta
banda foi determinante para a exclusao
destas amostras para imunizagao dos
camundongos, pois uma resposta dos




camundongos contra esta proteina, a
ovoalbumina, poderia prejudicar a validagao
do “ELISA indireto para codorna”. Com base
nos dados de dosagem de proteina ja
citados, andlise do PAGE e da membrana
de western blot, foi concluido que o melhor
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material para imunizagdo dos camundongos
seria a imunoglobulina purificada de soro
por sua maior pureza, apesar da gema do
ovo possuir maior concentracdo de
proteinas totais que o soro (Otani et al,
1993). .

— 210,05
KDa

96,7

Legenda: 1,2,4,5-1gG da gema de ovos de codorna; 6-IgG de galinha; 7 a 9-IgG de soro de codorna; 10-padrao de
peso molecular

Figura 5. Membrana de western blot corada com Ponceau S como teste confirmatorio da
transferéncia do material do gel de poliacrilamida [IgGs purificadas de codorna a partir de soro
de codorna e gema de ovos de codorna, e IgG de galinha comercial (Sigma)] para a membrana
de nitrocelulose.

220,95
KDa

95'7 ———

T1,8 —

Cadeia
pesada IgG

45_5 —

28,7  —

Cadeia leve
de IgG

197 —

14,5 om—
Legenda: 1-padrao de peso molecular; 2 a 4-1gG do soro de codornas; 5 a 7-IgG da gema de ovos de codornas
Figura 6. Gel de poliacrilamida corado com Coomassie blue contendo amostras de IgG

purificadas do soro de codorna e da gema de ovos de codorna, mostrando separacdo das
cadeias leve e pesada.
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220,95 KDa

96,7

71,3

Cadeia
pesada IgG

45,5

28,7

Cadeia
leve IgG

19,7

Figura 7. Gel de poliacrilamida preparativo apresentando as bandas das cadeias leve e pesada
de IgG purificada do soro de codornas, corado com Coomassie blue.

Cadpia
pesada lgG

Legenda: 1,2,4,5 - IgG da gema de ovos de codornas; 6 - IgG galinha; 7 a 9 - IgG do soro de codornas; 10 - padrao de
peso molecular.

Figura 8. Membrana de western blof com amostras de IgG do soro e da gema de ovos de

codornas e IgG de galinha (Sigma), revelada com IgG de cabra anti-IgG de galinha e corada
com NBT e BCIP.
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5.2. IMUNIZACAO DOS CAMUNDONGOS

Foram feitas quatro imunizagbes nos
camundongos com IgG do soro de codornas
e com cadeia pesada da IgG isolada
(extraida do PAGE), e a resposta imune dos
camundongos foi avaliada pelo ELISA de
captura. As leituras de densidade oOptica
(DO) em ELISA feitas com amostras do soro
de camundongos imunizados com IgG do
soro de codorna foram significativamente
maiores que as leituras dos soros dos
camundongos imunizados com a banda do
PAGE referente a cadeia pesada de IgG
(Tabela 1). A imunizagao dos camundongos
com somente a cadeia pesada da IgG de
codorna se deve ao fato da cadeia pesada
ser estruturalmente diferente para cada
classe ou subclasse de imunoglobulina.

Quando as amostras de IgG de
camundongo anti-lgG do soro de codorna
reagiram com IgG purificada da gema em
ELISA, estas apresentaram valores de
absorbancia significativamente maiores que
quando em reacdo com IgG do soro de
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codorna e IgG de galinha como mostra a
Tabela 1. O fato da IgG de camundongo
anti-lgG de codorna ter reconhecido com
maior intensidade (DO) IgG da gema que
IgG do soro, provavelmente se justifica pela
maior proporgao relativa de IgG na gema do
ovo que no soro da codorna (Otani et al.,
1993), facilitando talvez a ligagao antigeno
(IgG da gema)-anticorpo (IgG camundongo
anti-lgG de codorna) pela maior quantidade
de IgG disponivel.

Para verificar a especificidade da resposta
do sistema imunoldgico dos camundongos
frente a IgG purificada a partir de soros de
codornas imunizadas, foi feito western blot
das amostras (Figura 9). O western blot
mostrou que o soro de camundongo
contendo 1gGs anti-IgG de codorna detectou
tanto IgG de codorna quanto IgG de galinha,
provavelmente devido as suas
semelhangas, concordando com  0s
resultados encontrados por Losonczi et al
(1999). O resultado do ELISA mostra que
esta reagdo cruzada existe com menor
intensidade do que a reagao especifica.

Tabela 1. Média das leituras em absorbancia por ELISA dos soros de camundongos
imunizados com IgG purificada de soro de codorna por precipitagao com sulfato de amoénio
[NH4(S0.);] e eletroforese preparativa (PAGE)*.

Fase solida
IgG da gema de

IgG do soro de IgG de galinha

codorna ovo de codorna (Sigma) controle
IgG camundongo anti-igG de soro de Ba Aa Ca
codorna purificado com NHs(SQa)z - 0.8 D.ga! RitFT
IgG camundongo anti-lgG de codorna a 0.160% 0.188% 0.193"

partir de eletroforese preparatéria - PAGE
* Letras diferentes, maitsculas na linha e minusculas na coluna indicam diferenca estatistica (P<0,05)
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Legenda: 1 - IgG do soro de codorna; 2 - IgG de galinha; 3 a 4 - IgG da gema de ovos de codorna

Figura 9. Membrana de western blot contendo IgG purificada do soro de codorna, IgG de
galinha (Sigma) e IgG purificada da gema de ovos de codorna, incubada com IgG de
camundongo anti-lgG de codorna e corada com NBT e BCIP para confirmar a resposta da
imunizagao dos camundongos com IgG purificada do soro de codornas.

5.3. INIBICAO DA HEMAGLUTINGAO - IH
COMO TECNICA DE REFERENCIA

O teste de IH, padrao para quantificar
anticorpos contra o VDN, foi utilizado para
avaliar os soros de codorna, classificando-
0s como positivos e negativos. -

Do total de soros de codorna positivos (50),
20 foram obtidos de codornas vacinadas
somente com vacina viva, via ocular (VO) e
os outros 30, de codornas que receberam
vacina viva (VO) e inativada (intramuscular
— IM) como descrito no item 4.9. Os soros
das codornas que receberam somente
vacina viva tiveram titulos de IH menores
que 2’, com média geométrica de titulos
(GMT) de 17,04, situagdo esta que
provavelmente se explica pela estimulagao,
preferencialmente, da imunidade local
(Alexander, 2003). Os soros das codornas
vacinadas com vacina viva (VO) e inativada
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(IM), apresentaram titulos maiores que as
anteriores, com GMT de 315,17, chegando
a titulos individuais de 2'". Este alto titulo
dos soros das codornas vacinadas com
vacina viva e inativada devem-se ao fato da
vacina inativada estimular a imunidade
sistémica humoral, que de certa forma € a
mais importante para a avaliagcao do status
imunolégico de um lote. A Tabela 2
apresenta os valores encontrados para cada
grupo de soros coletados das codornas.
Estes resultados corroboram os de
Alexander (2003), que considera os titulos
sorologicos para IH das galinhas vacinadas
com vacina viva em no maximo 2% e em
galinhas vacinadas com vacina inativada
estes titulos podem chegar facilmente a 2''*
'?. Para fins de padronizagdo do teste de
ELISA, os soros das codornas vacinadas
somente com vacina viva, por apresentarem
titulos menores que 27, foram excluidos do
experimento.




Tabela 2. Médias geométricas dos titulos (GMT) obtidos por IH nos soros de codornas positivos

contra o VDN e soros negativos.

Soros Vacina / Via de Inoculagao GMT

Positivos 1 em IH
Positivos 2 em IH

Negativos em IH

Viva / VO 17,04°
Viva / VO e inativada / IM

315,17°
oa

1 - soros de codornas vacinadas com vacina viva

2 - soros de codornas vacinadas com vacina viva, via ocular (VO) e inativada, intramuscular (IM)

a.b.c

A técnica de referéncia IH, por sua alta
especificidade, foi de grande importancia na
classificagao dos soros de codorna em
positivos e negativos. Com os dados de
titulagcédo em log2 e GMT foi possivel fazer
uma avaliacdo da resposta imunolégica das
codornas frente a vacinagao. Com os dados
obtidos, verifica-se que a vacina contra o
VDN foi tao eficiente na inducao da
produgao de IgG anti-VDN de codornas
quanto  em galinha, levando em
consideracao o tipo de vacina (viva ou
inativada) e o método de vacinagao (via
ocular ou intramuscular) utilizado,
corroborando com aqueles encontrados por
Alexander (2003) para galinha.

5.4. ELISA

Como resultado da titulagdo em bloco dos
reagentes dos ELISAs, buscando as maiores
leituras em DO encontradas frente a diferentes
concentragdes do concentrado viral do virus
da doenga de Newcastle (CV/VDN) na fase
sdlida e diferentes diluigbes dos soros
positives e negativos de codorna (previamente
estabelecidos por IH), anticorpo secundario

Letras diferentes na mesma coluna significa diferenca estatistica entre os valores

(lgG de camundongo anti-lgG de codorna) e
conjugados, foram encontradas as
concentracdes ideais dos reagentes usados
nos “ELISA indireto para codorna” e “ELISA
indireto para galinha”, como mostra a Tabela
3.

Foram feitos dois modelos gréficos para
determinagdo das melhores diluicbes e
concentragdes dos reagentes e soros. Os
graficos 1 e 3 ilustram as médias das DOs
de soros de codorna positivos e negativos
em IH para cada combinagao das diferentes
concentragoes do CV/VDN e diluigoes dos
soros e/ou anticorpos e conjugados no
“ELISA indireto para codorna” e no “ELISA
indireto para galinha” respectivamente.

Os graficos 2 e 4 mostram as diferengas das
leituras de DO entre os soros positivos e
negativos em IH na mesma diluicao dos
mesmos ensaios de titulagdo em bloco dos
reagentes do “ELISA indireto para codorna” e
do  “ELISA  indireto  para  galinha”,
respectivamente.

Tabela 3. Concentracbes dtimas determinadas para os reagentes utilizados no ELISA indireto
para deteccdo de IgG de codorna e no ELISA indireto para detecgao de IgG de codorna com
conjugado anti-galinha, contra o virus da doenca de Newcastle.

CV/VDN? Soro Anticorpo Conjugado anti- Conjugado
fase solida  codorna  secundario® camundongo® anti-galinha®
“ELISA indireto ) ; ; i
para codorna’ 30 ug 1:50 1:5000 1:5000
ELISA indireto 30 ug 1:50 ) i 1:500

para galinha”
# CV/VDN - concentrado viral de virus da doenga de Newcastle

®|gG de camundongo anti-lgG de codorna

¢ |gG de cabra anti-lgG de camundongo conjugado com fosfatase alcalina (Sigma)
¢ 1gG de coelho anti-IgG de galinha conjugado com fosfatase alcalina (Sigma)
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5.4.1. ELISA indireto para detecgao de IgG
de codorna contra o VDN

Analisando o grafico da titulagao em bloco
dos reagentes para o “ELISA indireto para
codornas, com as meédias das leituras de
DO dos soros (Grafico 1), observa-se que
entre 0s soros positivos, nao houve
diferenca estatistica significativa entre as
diluicbes 1:50 e 1:100 na mesma
concentragdo de anticorpo secundario. Para
os soros negativos, a diluigdo 1:50 foi
significativamente mais especifica, com
leituras de DO mais baixas que a diluicdo
1:100. Quando analisamos as diluigdes do
anticorpo secundario e a quantidade de
CV/VDN na fase sdlida, os resultados mais
especificos dos soros negativos foram
obtidos quando usamos 100ng de CV/VDN
com diluigbes do anticorpo secundario
1:10.000 (0,098), e para os soros positivos,
quando usamos 30ug de CV/VDN com
anticorpo secundario diluido 1:500 (0,480).
Para a titulagdo em bloco dos reagentes do
teste, foi necessario estabelecer um
conjunto de dados que apresentasse as
maiores leituras para soros positivos e as
menores leituras para os soros negativos na
mesma diluicdo, para que o ELISA fosse
capaz de diferenciar soros positivos e
negativos. Pela necessidade deste tipo de
andlise, fez-se necessaria a elaboragao de
graficos com as diferengas entre as DOs
dos soros positivos e negativos de mesma
diluicdo (Grafico 2). Pela analise do grafico
dessas diferengas, notou-se que as
diferencas dos soros diluidos 1:50 foram
significativamente  maiores  que  as
diferengcas para os soros diluidos 1:100.
Entre todas as concentragoes do CV/VDN,
as menores diferencas foram obtidas
guando a microplaca foi sensibilizada com
300ng de CV/VDN, independente da
concentragdo do anticorpo  secundario
empregada. Ainda, quando o anticorpo
secundario € diluido 1:5000 reagindo com
soro diluido 1:50, observaram-se as mais
altas diferengas entre soros positivos e
negativos, independendo da quantidade do
CV/VDN. Quando wusados 100ng de
CV/VDN com soro diluido 1:50 e anticorpo
secundario diluido 1:5.000, a diferenca entre
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soro positivo e negativo (0,206) foi a maior
observada no experimento, porém, como o
CV/VDN usado no experimento ndo é
constituido somente de virus, podendo
haver outras proteinas do liquico alantéideo
que foram precipitadas junto «-m o virus,
fez-se necessario a analise de
concentragbes maiores de  CV/VDN,
garantindo assim a quantidade minima de
proteina purificada (VDN) na fase solida do
ELISA, como indicado na literatura (Harlow
et al, 1988). Além da analise da quantidade
de proteina purificada, observou-se que,
quando aumentamos a quantidade de
CV/VDN de 100ng para 300ng, ndo houve
estabilidade nas DOs das médias obtidas
em cada diluicdo do soro e anticorpo
secundario, o que aconteceu quando
utilizou-se 10ug e 30ug de CV/VDN. Mesmo
usando o tampao de bloqueio, cujo objetivo
€ evitar inespecificidade nas ligagoes, ainda
ha possibiidade de ocorrer reacéo
inespecifica, ou seja, o anticorpo presente
no soro nao se liga somente ao virus, mas
também em outras proteinas existentes no
CV/VDN e até mesmo na microplaca se ndo
houver quantidade suficiente de virus
aderido a ela. Harlow et al (1988) indicam
100ng de proteina purificada para
sensibilizacdo das microplacas de ELISA. O
CV/VDN utilizado neste trabalho para
sensibilizacao das microplacas, foi obtido a
partir de liquido alantéideo de OEG/SPF.
Este VDN pode conter algumas outras
proteinas do liquido alantdideo, mesmo
apés a purificagdo. Para garantir esta
quantidade minima de proteina purificada
(VDN) na fase solida do ELISA, foram
testadas maiores concentragoes de CV/VDN
na fase solida. Partindo deste principio, foi
excluido os valores das leituras encontradas
com 100ng de CV/VDN, que apesar de
apresentar a mais alta leitura entre as
diferencas entre os soros positivos e
negativos de mesma diluicdo nao
apresentou uma estabilizacao dos
resultados quando aumentamos a
concentracao do CV/VDN, como acontece
nas leituras das diferen¢gas quando os soros
1:50 reagem com anticorpo secundario
diluido 1:5000 com 10ug de CV/VDN e
1:5000 e 1:10.000 com 30ug de CV/VDN.




As leituras dos soros com 300ng de
CV/VDN na fase sélida também nao foram
utilizadas por apresentarem as mais baixas
leituras encontradas, considerando todos 0s
reagentes testados. Com 30ug de CV/VDN,
houve uma estabilizagdo no aumento das
diferencas para as diluicdes 1:5000 (0,183)
e 1:10.000 (0,187) do anticorpo secundario.
Nao houve diferenca estatistica significativa
no grafico das diferencas (Gréfico 2) do
anticorpo secundario nas diluicoes 1:5000
com 10ug de CV/VDN e 1:5000 e 1:10.000
com 30ug de CV/VDN. Tomando por base
as maiores leituras e maiores diferencgas, a
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diluicao do soro foi padronizada em 1:50,
sendo a microplaca de ELISA sensibilizada
com 30ug de CV/VDN e o anticorpo
secunddrio diluido 1:5000. Nas diluigoes
testadas do CV/VDN, as maiores diferencas
observadas foram encontradas na diluicao
1:5.000. Apenas com 30ug de CV/VDN
ocorreram diferencgas altas do soro 1:50 com
anticorpo  secundario  1:10.000, sem
diferenga estatistica significativa para
diluigao 1:5000.
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Grafico 1. Valores em absorbancia das médias das leituras dos soros positivos (+) e negativos
(-) para cada uma das diluicdes dos soros, concentrado viral e anticorpo secundario testados
na titulacdo em bloco do ELISA indireto para deteccao de IgG de codorna contra o virus da

doenca de Newcastle.
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Grafico 2. Valores de absorbancia das diferencas das leituras entre soros positivos e negativos
de mesma diluicdo em cada diluicao do concentrado viral e anticorpo secundario testados na
titulagdo em bloco do ELISA indireto para deteccao de IgG de codorna contra o virus da

doencga de Newcastle.

5.4.2. ELISA indireto para detecgdo de IgG
de codorna contra o VDN com conjugado
anti-lgG de galinha :
Analisando os dados da titulagcao em bloco
dos reagentes usados no “ELISA indireto
para galinha”, apresentados nos dois
modelos graficos das médias e das
diferencas entre o0s soros positivos e
negativos (graficos 3 e 4 respectivamente) é
possivel observar que as DOs dos soros
diluidos a 1:50 mostraram resultados mais
especificos e diferengas maiores que
quando estes mesmos soros foram diluidos
1:100. A microplaca sensibilizada com 30ug
de CV/VDN obteve os melhores resultados,
coincidindo com aqueles descritos no
“ELISA indireto para codorna”, facilitando
assim a comparagao dos dois testes.
Quando avaliada a diluicdo do conjugado
(IgG de coelho anti-lgG de galinha
conjugado com fosfatase alcalina), as
maiores médias para 0s soros positivos e
menores para 0s soros negativos foram
obtidas com o conjugado diluido 1:500.

Na titulagao em bloco dos reagentes usados
nos ELISAs, quando nos referimos a
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‘reagentes” comuns tanto ao “ELISA indireto
para codorna” quanto ao “ELISA indireto
para galinha” (CV/VDN, soro) nota-se que
estes se encontram nas mesmas
concentragdes, independente das etapas de
cada teste. Para o “ELISA indireto para
codorna” foi necessario a produgao de um
anticorpo secundario para, em uma etapa
sequinte, adicionar o conjugado, diferente
do “ELISA indireto para galinha” que
emprega um conjugado comercial anti-lgG
de galinha, excluindo a etapa de producao e
uso do anticorpo secundario.

Com a concentracdo de cada reagente
devidamente estabelecida para cada teste,
foram testados todos os soros positivos e
negativos em IH para VDN obtidos de
codorna. Para cada microplaca de ELISA foi
usado um fator de correcao como ja citado
no item 4.12.




As absorbancias encontradas foram
analisadas pela planilha TG-ROC (Greiner,
1995) para estabelecer o ponto de corte
para cada ELISA, com o intuito de coincidir
este ponto de corte com resultados de
sensibilidade e especificidade, ou seja,
tendendo a um (100%), otimizando o teste
de diagndstico.

Muitos trabalhos usam o método estatistico

do y° para analisar os dados de
padronizagdao do ELISA, comparando-o
sempre com IH (Tabela 4). O método

1 -
09

descrito por Greiner (1995) e Xu et al.
(1997) usando as planilhas TG-ROC,
otimiza os resultados do teste proposto,
sugerindo um ponto de corte que atendera
as exigéncias para validacao. Esta
indicacao do ponto de corte é feita usando
os dados de sensibilidade e especificidade,
tentando obter um minimo de resultados
falso-positivos e falso-negativos, que
diminuem a eficiéncia do teste.
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Grafico 3. Valores médios das absorbancias dos soros positivos (+) e negativos (-) de codorna para
cada diluigao dos soros, concentrado viral e conjugado testados na titulagao em bloco do ELISA
indireto para deteccao de IgG de codorna contra o virus da doenca de Newcastle utilizando

conjugado anti-lgG de galinha .
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Grafico 4. Valores das diferencas entre as médias das leituras dos soros de codorna positivos e
negativos em cada diluicao dos soros, concentrado viral e conjugado testados na titulagao em
bloco do ELISA indireto para deteccao de IgG de codorna contra o virus da doenga de
Newcastle utilizando conjugado anti-IgG de galinha .

Tabela 4. Classificagao dos soros de codorna como positivos e negativos quanto a reatividade
contra o virus da doenca de Newcastle (VDN) pelo método padrao (IH) e pelos ELISAs
padronizados para detecgao de IgG de codorna anti-VDN.

Soros de codorna IH “ELISA indireto para “ELISA indireto para
s codorna” galinha”

N. de soros B - - - - -
30 positivos 30 - 30 - 30 - -
30 negativos - 30 - 30 - 30
No “ELISA indireto para codorna”, o ponto de positivos e falso-negativos, para cada possivel
corte estabelecido foi de 0,611 e para o ponto de corte. Estes indices de eficiéncia
“ELISA indireto para galinha”, 0,461. Os estao demonstrados no Grafico 6 no “ELISA
Gréficos 5 e 10 ilustram a distribuicao dos indireto para codorna” e no Grafico 11 no
valores de absorbancia encontrados nos seus “ELISA indireto para galinha”. Estabelecido o
respectivos ELISAs, transformados em valores ponto de corte, foi facil observar que cada
de sensibilidade e especificidade para cada ELISA atinge o maximo de eficiéncia para o
possivel ponto de corte. Para alguns destes teste (100%), demonstrando ser um teste
pontos, a sensibilidade e a especificidade sensivel e especifico.
atingiram seus valores maximos. Neste
trabalho, como ha uma grande faixa de Em um de seus modelos graficos de
sensibilidade e especificidade igual a 100%, a dispersao (Graficos 7 e 12), a planilha de
escolha do ponto de corte pela planilha TG- Greiner traca curvas de
ROC foi feita encontrando o valor médio sensibilidade/especificidade obtidas com os
desses pontos de corte. dados de absorbancia dos soros de ELISA,

) ) analisando a distribuicao dos valores
Para avaliar a performance do teste, a planilha encontrados. A partir deste grafico, a

TG-ROC langou mao do indice de eficiéncia e
do indice de Youden que mensuraram a
eficiéncia do teste em separar soros positivos
e negativos, com auséncia de resultados falso-

planilha transforma estes dados de
sensibilidade (Graficos 8 e 13) e de
especificidade (Graficos 9 e 14) em graficos
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de dispersao. Pelas dispersoes
apresentadas pelos resultados dos soros de
codorna nos dois ELISAs, evidencia-se a
inexisténcia de  diferengca  estatistica
significativa entre a distribuicao padrao e a

pesquisadores (Snyder et al., 1983;
Marquardt et al., 1985; Das et al. 1997;
Bozorghmehrifard e Mayahi, 2000) que,
guando os soros foram submetidos ao teste
de ELISA, ja previamente testados por IH,

dispersao dos resultados encontrados,
confirmando mais uma vez a especificidade
e sensibilidade do teste.

Apesar do teste de IH ser considerado o
teste de eleicao para DN quando se quer
fazer triagem de soros, foi provado neste
trabalho, concordando com outros

estes apresentaram os mesmos resultados,
mostrando que o teste de ELISA fornece
otimos resultados de sensibilidade e
especificidade, com auséncia de soros
falso-positivos ou falso-negativos, como
demonstrado na Tabela 5 e nos graficos da
planilha TG-ROC (Graficos 5 a 14)

Tabela 5. Resultados dos soros de codorna positivos e negativos encontrados no ELISA
indireto para deteccao de IgG de codormna e no ELISA indireto para deteccao de IgG de
codorma com conjugado anti-galinha, contra o virus da doenga de Newcastle dados em

absorbancia e IH, dados em GMT.

“ELISA indireto para

] “ELISA indireto para
H (+) IH (-) et ot H
30 . 0,808™ 0,785 315,2**
- 30 0.488" 0,334 .

Letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica significativa (P<0,05)

* média (absorbancia)
** média geomeétrica de titulo - GMT

Apesar do IH ser um teste especifico, a
comparagao de resultados entre laboratérios é
dificil, devido a variagdo de protocolos. A
utilizagao do ELISA como teste de diagndstico
para a DN facilitaria ndo sdé a rotina do
laboratorio, por empregar reagentes
padronizados, mas também a comparagao de
resultados entre laboratérios, como ocorre
para outras doengas. Esta sugestdo tem sido
feita por varios autores (Brown et al, 1990;
Keck et al, 1993; Williams et al, 1997) para
galinhas. Para a criacdo de codornas, pouco
se sabe sobre ocorréncia de doengas e
métodos de diagnadstico comerciais
disponiveis para esta espécie. A padronizagdo
do “ELISA indireto para codorna” foi feita com
o objetivo nao so de padronizar uma técnica
de diagnostico para esta espécie de ave, mas
também, com o objetivo de comparar
resultados obtidos com o “ELISA indireto para
galinha”. Uma questdao levantada por_ este
trabalho € sobre a eficiencia do “ELISA
indireto para galinha” na detecgao de IgG anti-
VDN de codornas.

Levando em consideragdo os graficos da
planilha TG-ROC, podemos observar nao s6 o
ponto de corte estabelecido, mas, também,

parametros importantes para a validagdao de
um teste como eficiéncia, analise de
sensibilidade e especificidade, que sao reflexo
da presenga ou nao de resultados falso-
positivos ou falso-negativos. Por esta andlise,
pode-se concluir que os soros de codorna
podem ser avaliados pelo “ELISA indireto para
galinha". Porém, guando sdo analisados 0s
dados de absorbancia entre as meédias dos
soros positivos, ndo ha diferenca significativa
mas é notavel a diferenga entre os valores
médios dos soros negativos encontrados pelo
“ELISA indireto para codorna” (0,488) e
“ELISA indireto para galinha” (0,334).
Codornas com duas semanas de idade foram
usadas para coleta de soros negativos e
provavelmente ainda possuiam anticorpos
maternos. Como dito anteriormente, as duas
primeiras etapas dos dois ELISAs foram
iguais, ou seja, as microplacas foram
sensibilizadas com a mesma quantidade de
CVIVDN e os soros diluidos na mesma
concentracdo. Sabendo disto, & possivel
questionar sobre o potencial de detecgédo de
anticorpos de codorna pelo “ELISA indireto
para galinha”, ja que o valor médio de
absorbancia obtido por este ELISA (0,334) foi
significativamente menor que aquele
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encontrado no “ELISA indireto para codorna”
(0,488). Se mesclarmos os dois ELISA’s
trocando os valores de ponto de corte entre
eles, é possivel notar que no “ELISA indireto
para codorna” com um ponto de corte de
0,461 a eficiéncia do teste diminuiu, passando
a fornecer resultados falso-positivos. Quando
o mesmo é feito com o “ELISA indireto para
galinha”, passamos a ter resultados falso-
negativos, ou seja, ha uma diminuicao na

capacidade de  detecgdo do  teste.
Considerando que atualmente, nos
laboratorios de diagndstico, a sorologia por
ELISA para codornas é feita utilizando ELISA
especifico para galinhas, e a questao
levantada anteriormente sobre a troca de
ponto de corte, & possivel que existam
problemas relacionados a eficiencia e
viabilidade deste ELISA quando empregado
para codorna. )
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Grafico 5. Padronizacao do ponto de corte do ELISA indireto para deteccao de IgG de codorna
contra o0 virus da doenca de Newcastle a partir da analise dos dados de sensibilidade e
especificidade pela planilha TG-ROC.
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Grafico 6. Avaliagao do ponto de corte quanto a eficiéncia do teste e indice de Youden obtidos
pela planilha TG-ROG aplicada ao ELISA indireto para detecgao de IgG de codorna contra o

virus da doenga de Newcastle.
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Grafico 7. Correlagao entre os dados obtidos de sensibilidade e especificidade e esperados do
ELISA indireto para detecgdo de IgG de codorna contra o virus da doenca de Newcastle,

estabelecidos pela planilha TG-ROC.
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Grafico 8. Grafico comparativo da dispersao dos dados obtidos pelo ELISA indireto para
deteccdo de IgG de codorna contra o virus da doenca de Newcastle e esperados de
sensibilidade estabelecidos pela planilha TG-ROC.
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Grafico 9. Grafico comparativo da dispersao dos dados obtidos pelo ELISA indireto para
deteccdo de IgG de codorna contra o virus da doenga de Newcastle e esperados de
especificidade estabelecidos pela planilha TG-ROC.
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Grafico 10. Padronizagdo do ponto de corte do ELISA indireto para deteccao de IgG de codorna
contra o virus da doenga de Newcastle utilizando conjugado anti-IgG de galinha a partir da analise
dos dados de sensibilidade e especificidade pela planilha TG-ROC.
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Grafico 11. Avaliagdo do ponto de corte quanto a eficiéncia do teste e indice de Youden obtidos
através da planilha TG-ROC para o ELISA indireto para detecgao de IgG de codorna contra o virus
da doencga de Newcastle utilizando conjugado anti-IgG de galinha.
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Grafico 12. Correlagao entre os dados obtidos pelo ELISA indireto para deteccao de IgG de codorna
contra o virus da doenca de Newcastle utilizando conjugado anti-lgG de galinha de sensibilidade e
especificidade e esperados estabelecidos pela planilha TG-ROC.
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Grafico 13. Grafico comparativo da dispersao dos dados obtidos pelo ELISA indireto para deteccao

de 1gG de codorna contra o virus da doenga de Newcastle utilizando conjugado anti-lgG de galinha
e esperados de sensibilidade estabelecidos pela planilha TG-ROC.
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Grafico 14. Grafico comparativo da dispersao dos dados obtidos pelo ELISA indireto para
deteccdo de IgG de codorna contra o virus da doenca de Newcastle utilizando conjugado anti-
IgG de galinha e esperados de especificidade estabelecidos pela planilha TG-ROC.

6. CONCLUSOES

Os  métodos de  purificacdo  de
imunoglobulina G (IgG) do soro e da gema
de ovos de codorna se mostraram
eficientes, mesmo tendo sido adaptados a
partir de protocolo inicial para galinha. A
quantidade de proteina total purificada da
gema de ovos de codorna foi maior do que
a de soro, entretanto, foi menos pura,
apresentando contaminacao por
ovoalbumina.

Nas etapas iniciais deste trabalho, as IgGs
de codorna e de galinha foram reconhecidas
em western blot por IgG de camundongo
anti-lgG de codorna. Os resultados obtidos
em ELISA mostraram que a reatividade
especifica (anti-especie) € maior do que a
reacao cruzada (heterologa).

A vacinagdo das codornas somente com
vacina viva contra o virus da doenga de
Newcastle, via ocular, ndo se mostrou
adequada para a produgdo de soros
hiperimunes. O método mais adequado foi o
de vacinagao via ocular com vacina viva

seguida de inoculagbes intra-musculares
com virus inativado. Usando este método, a
vacina contra o virus da doenga de
Newcastle € tao eficiente na producao de
lgG em codornas quanto em galinhas.

Desde que padronizados com SOros
positivos e negativos de codornas,
previamente avaliados por inibicao da

hemaglutinagao (IH), os resultados de
especificidade e sensibilidade dos dois
testes de ELISA avaliados (“ELISA indireto
para codorna” e “ELISA indireto para
galinha”) foram semelhantes entre si e
coincidentes com a técnica de IH, usada
como técnica de referéncia.

O ponto de corte encontrado para “ELISA
indireto para galinha”, quando aplicado ao
“ELISA indireto para codorna”, e vice versa,
mostra o aparecimento de soros falso-
positivos e falso-negativos,
respectivamente. Considerando que
atualmente, nos laboratérios de diagnostico,
a sorologia por ELISA para codornas é feita
utilizando ELISA especifico para galinhas,
estes dados questionam a validade do uso
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de um “ELISA indireto para galinha”
padronizado e destinado para uso com
soros de galinha, no diagnostico de soros
de codornas.
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8. APENDICES

8.1. APS - Persulfato de aménio a 10%
Persulfato de aménio 100 mg
Agua MilliQ 18MQ 1,0 mL

Estocar a 4°C

8.2. Solugao de EDTA (etileno diamino
tetra-acetato) 0,5M

EDTA (etileno diamino tetra- 18,69
acetato).2H,0

Agua MilliQ 18,2MQcm 100mL

Adicionar aproximadamente 50mL de agua
ao EDTA,; ajustar o pH para 8,0 com auxilio
de NaOH, para que o EDTA possa

dissolver; completar o volume para 100mL.

8.3. Solugao de tampao NET pH 7,4

NACI (100mM) 5,85¢g/L
EDTA (1mM) 0,2922 g/L
Tris-HCI (10mM) 1,576g/L
Esterilizar por autoclave.

8.4. Solucao PBS 10X
NaCl (Cloreto de sédio) 80g

KH,PO, (Fosfato de potassio  2g
monobasico)

Na,HPO,12H,0 (Fosfato de 29g
sodio bibasico

dodecahidratado)

KCI (Cloreto de potassio) 2g
Agua MilliQ18,2MQcm 1000mL
Esterilizar por autoclave.

8.5. PBS Tween 20 (PBS-T)

PBS 10X 200mL
Tween 20 imL
Agua MilliQ18,2MQcm 2000mL

8.6. Solucdo de PMSF (Fluoreto de Fenil
Metil Sulfonil) 0,2M

PMSF 3.5g
Etanol 3,5mL

8.7. Preparo do Gel de aplicacao 4,0%
Agua MilliQ 18,2MQcm 6,4mL

Solugao estoque de acrilamida 1,0mL
40% (apéndice 8.12)

Tampao do gel de aplicacédo 2,5mL
4x (apéndice 8.27)

APS (Persulfato de aménio) 100uL
10% (apéndice 8.1)
TEMED (N, N, N', N'-tetrametil

etilenodiamino) 10uL

8.8. Preparo do gel de corrida 10%
Agua MilliQ 18,2MQcm 4,9mL

Solugao estogue de acrilamida 2,5mL
40% (apéndice 8.12)

Tampao do gel de corrida 4x 2,5mL
(apéndice 8.25)

APS (Persulfato de aménio) 100uL
10% (apéndice 8.1)
TEMED (N, N, N', N'-tetrametil

etilenodiamino) 10uL

8.9. SDS 10%
SDS (Dodecil sulfato de sodio) 5g
Agua MilliQ 18MQcm 5mL

8.10. Solugdo corante para proteinas
(Coomassie)

Brilhant Blue R-250 1g
Agua MilliQ 18,2MQcm 1000mL
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8.11. Solugao descorante acido acético
Acido acético 70mL
Agua MilliQ 18,2MQcm 1000mL

8.12. Solucao estoque de acrilamida
T%40 e C%2,67

Acrilamida 40,09
Bis acrilamida 11g
Agua MilliQ 18,2MQcm 100 mL

Preparar esta solugdo utilizando luvas e
mascaras, pois trata-se de uma substancia
neurotdxica. Coar em papel de filtro
Whatman e filtrar em membrana de
0,22pm.

8.13. Solugao estoque para gradiente de
sacarose 66%

Sacarose 171g
NET estéril (apéndice 8.3) 90mL

8.14. Solugao NaOH 3N
NaOH (Hidroxido de sodio) 30g
Agua MilliQ 18,2MQcm 250mL

8.15. Solucgao saturada de sulfato de
amonio

Sulfato de aménio 200g
Agua ultrapura 200mL
NaHPO,412H,0 6,0569g

Estabilizar em pH neutro 7,0

8.16. Substrato

Tampéao Dietanolamina pH 9.8 20mL
(apéndice 8.26)

Pastilha 20mg de pNPP (p-
Nitrophenyl phosphate, N2765,
Sigma, EUA)

1 unidade
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Tris_Base amino metano
Tris_HCI 0,3g
Agua MilliQ 18,2MQcm 7.5

8.18. Tampao 1M Tris_HCI, pH 7,2

Tris_Base amino metano 1,39
Tris_HCI 14,0g
Agua MilliQ 18,2MQcm 100mL

8.19. Tampao 1,5M Tris_HCI, pH 8,8

Tris_Base amino metano 15,29
Tris_HCI 4,0g
Agua MilliQ 18,2MQcm 100mL

8.20. Tampao AP

100mM Tris HCI pH 9,5 10mL Tris
HCI 1M

100mM NaCl 2mL NaCl
5M

5mM MgCl, 500uL
MgCi2 1M

Agua MilliQ 18,2MQcm 87,50mL

8.21. Tampao Carbonato/bicarbonato pH
9,6

SOLUGAQ ESTOQUE A

NaCO; (Carbonato de sddio 21,29
anidro)

Agua MilliQ 18,2MQcm 1000mL
Armazenar em geladeira

SOLUCAO ESTOQUE B

NaHCOQO; (Bicarbonato de 16,89
sodio)

Agua MilliQ 18,2MQcm 1000mL

Armazenar em geladeira




Misturar

Solugdo estoque A 16mL
Solugao estoque B 34mL
Armazenar em geladeira

8.22. Tampao de amostra 2x

Azul de bromofenol 1%
(Dissolvido em etanol

resfriado) 100uL
0,5M Tris_HCI pH 6,8 5mL
(apéndice 8.17)

Agua MilliQ 18,2MQ.cm 3mL
SDS (Dodecil sulfato de sédio)

10% (apéndice 8.9) 2 omL

Armazenar em temperatura ambiente

8.23. Tampao de bloqueio de leite em pé
desnatado 3%

Leite em p6 desnatado 39
PBS Tween 20 (apéndice 8.5) 100mL

8.24. Tampao de corrida 5x

Tris_Base (tris hidrometil
amino metano)

15.0g
Glicina livre de protease 72,09
SDS (Dodecil sulfato de sédio)
livre de protease 5,0g
Agua MilliQ 18,2MQcm 1,0L

8.25. Tampao de transferéncia
Tris Base 5,829
Glicina livre de protease 2,93g

SDS (Dodecil sulfato de sodio) 3,75mL
10% (apéndice 8.9)

Metanol 200mL
Agua MilliQ 18,2MQcm 4, 1000MI

Adicionar HCI fumegante para ajustar o pH
para 9,8. Armazenar em geladeira
protegido da luz.

8.26. Tampao Dietanolamina

Dietanolamina 97mL
NaN3 (azida sodica) 0,29
MgCl, 100mg

8.27. Tampao do gel de corrida 4x

1,5M Tris_HCI, pH 8,8 100mL
(apéndice 8.19)

SDS (Dodecil sulfato de sodio) 0,49
livre de protease
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