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RESUMO

ACm que reagem com RVB foram produzidos com o obje-
tivo de se preparar um teste de ELISA para o diagnostico de
rotavirose bovina. Dos nove clones secretores obtidos, um da
classe IgM denominado ACm 2RVB, foi fortemente positivo (titu
To 1 x 10'6) sendo utilizado na diluicao 1:50.000 como Ac de-
tector (ELISA II) e Ac de captura (ELISA III e V), ¢ 1:1.000
como Ac revelador (ELISA IV e V). Um teste de ELISA I policlo
nal convencional foi incluido neste trabalho com fins de com-
paracao. Os cinco testes resultaram 100% especificos e 100%
sensiveis quando foram analisadas 48 amostras de fezes de be-
zerros previamente diagnosticadas pelos testes de eletrofore-
se em gel de po]iécrilamida,-ELISA-INTA policlonal e isolamen
to em cu]tufa de celulas. As rea¢Oes positivas resultaram mais
intensas com a inclusao de ACm 2RVB, sendo estas mais marcadas
no teste de ELISA V que utilizou exclusivamente ACm. A capaci
dade de reagir em forma cruzada com RV amostra SA-11, oferece
a possibilidade de se utiiizar este ACm no diagnostico de RV
humano.
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APRESENTACAOD

E indispensavel que o diagndstico de Tlaboratorio
das enfermidades infecciosas seja rapido e preciso, tanto pa
ra se eleger um tratamento mais adequado (quando for possi-
vel), como para acompanhar um programa de prevencdo, contro-
le ou erradicacao em saude animal. Esse fato adquire maior im
portancia, naquelas doencas de etiologia complexa caracteri-
zadas por apresentar um quadro clinico comum e uma alta mor-
bidade, como & o caso das diarreias e das desordens respira-
torias.

As tecnicas classicas de laboratdorio que " normal-
mente sao usadas, em virologia, para fins diagnosticos (iso-
lamento em cultura de celulas, inoculacao de animais suscep-
tiveis, soroneutralizacao, etc), ainda que especificas e sen
siveis, chegam a ser cansativas, dificeis e em alguns casos,
impraticaveis., '

Nos Ultimos anos tem-se pesquisado novos métodos
rapidos para diagnostico das infeccoes viricas, visando sim-
plifica-los, sem entretanto, sacrificar a sua sensibilidade
e especificidade. Um destes testes € o ELISA que tem demons-
trado ser de grande valor na deteccao de Ag e Ac. Esta técni
ca se baseia em principios enzimaticos de um elevado grau de
sensibilidade que permite a deteccdao de componentes viricos
sem a fase previa de isolamento (cultivo celutar). Isto e
particularmente importante em relacao a RV devido a grande




dificuldade de adaptacao ao crescimento em cultivos celulares.

Com o desenﬁolvimento das tecnicas de DNA recombi-
nante e de ACm tem sido possivel produzir Ag e Ac para fins
de diagnostico com especificidade e homogenicidade . conheci-
das e em quantidades suficientes para permitir o aperfejcoa-
mento e a uniformizacao desejaveis nos testes de diagndstico.

Estas novas tecnicas vem sendo aplicadas ao estudo
dos virus, entre eles os RV, e tem sido agora possivel anali-
zar o RNA virico em gel de poliacrilamida, produzir ACm e ma-
pear os peptideos viricos. Da7 se obtém evidéncias sobre a va
riabilidade de amostras em populacoes humanas e animais, crian
do-se assim, um novo campo de estudo conhecido como Epidemio-

-logia Molecular.
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1. INTRODUGAO

As diarreias constituem uma das principais patolo-
gias que afetam os bovinos, especialmente durante suas primei
ras semanas de vida. Ocasionam perdas economicas significati-
vas, devido a sua alta incidencia e as altas taxas de morbida
de e mortalidade (ROY, 1980), dependendo tambem do tipo de ex
ploracao pecuaria (TZIPORI, 1981).

No Brasil, indices de mortalidade de 8,4% e 8,2%
em bezerros de rebanhos de corte tem sido respectivamente as-
sinalados por BARROS, 1968 e FIGUEIREDO, 197%. Em rebanhos
leiteiros, 0 indice encontrado tem sido de 14,5%; 21,0% a 34,0%;
26,0% e 19,6% segundo MATTA, 1973; OLIVEIRA FILHO, 1973; CE-
PANZO, 1976 e GOMES & CARNEIRO, 1977. Se bem que o pais nao
dispoe de informacao especifica sobre a participacao das diar
reias nessas altas taxas de mortalidade descritas, & de se su
por que a semelhanga de outras partes do mundo, as diarreias
sao uma das principais causas de mortalidade em bezerros (ROY,
1980).

Uma extensa lista de agentes infecciosos tem sido
sugeridos como agentes etiologicos, principalmente virus, bac
terias e protozoarios. Além disto, estdo associados fatores
predisponentes gerados pelo tipo de sistema de producdao como
manejo, stress, nutricao, estado imunologico e possivelmente
fatores geneticos (TZIPORI, 1981).




E pratica comum tentar um tratamento curativo uti-
Tizando antibioticos e sulfas, que alem de elevar significati
vamente o0s insumos do processo produtivo nem sempre obtem su-
cesso. Possivelmente este fato possa ser explicado pela gran-
de diversidade de agentes nao bacterianos envolvidos na etio-
logia.

Em bezerros, a maioria dos agentes esteropatogeni-
cos produzem um quadro clinico comum, caracterizado por ente-
rite aguda, de curto periodo de incubacdaec, depressido, anore-
xia e diarreia com diferentes graus de desidratacao. Os acha-
dos histopatologicos encontrados, sdo na maioria das vezes, a
trofia das vilosidades intestinais e substituicdo dos entero-
citos por celulas cuboidais imaturas. Nem as manifestacGes c17
nicas, nem os achados histopatologicos sao elementos suficien
tes para se chegar a um diagnostico especifico. Ainda que a
cor das fezes e a idade do animal afetado possam, com certa
freqliéncia, ser de algum valor, o diagnostico especifico do
agente envolvido depende inteiramente do laboratorio (TZIPORI,
1981).

Concluem-se destas observacoes que Tlaboratorios com
tecnicas de diagnostico eficientes sao imprescindiveis para
um conhecimento preciso do agente ou combinacdao de agentes in
fecciosos; responsaveis pela patologia. E necessario frisar
que s0 o isolamento de um agente enteropatogénico nem sempre
e suficiente (MC NULTY, 1983), devendo-se considerar os indi-
cadores epidemiologicos e os sinais clinicos para um diagnos-
tico definitivo (TZIPORI, 1981}).

Entre os agentes infecciosos da atualidade, os RV
sao considerados como um dos principais agentes de diarreias
neonatais nas mais diferentes especies animais, incluindo o
homem (MC NULTY, 1983; FLEWETT & WOODE, 1978; WORLD HEALTH OR
GANTZATION, 1979; ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 1981; CU-
KOR, G. & BLACKLOW, N.R., 1984 e SIMHON, A, 1985).

C RY murino foi o primeiro a ser identificado en
1958, causando um surto de diarreia epizootica em camundon-
gos lactentes (KRAFT, 1958).




A primeira comprovacao que os RV produzem diar-
réias em bezerros foi realtizada por MEBUS et alii (1969), na
Universidade de Nebraska, o qual conseguiu reproduzir diar-
reias severas em bezerros gnotobioticos privados de colostro,
com filtrado de fezes livres de bacterias provenientes de be-
zerros que apresentavam naturalmente um quadro de diarreia. Por
essa razao, no principio, o virus foi denominado "Nebraska Calf
Diarrhea Virus".

No ano 1973 na Australia, se detectou particulas
viricas semelhantes a Reovirus, por microscopia eletronica em
biopsias duodenais de «c¢riancas com diarréia, denominando-
Thes “"reo-like virus" e tambem "duovirus", por colonizar 0
duodeno e possuir um capsideo duplo (BISHOP et altii, 1973).

Em 1979 estes virus sao definitivamente incluidos
no genero Rotavirus, na familia Reoviridae. 0 nome de RV de-
riva-se do latim "rota" roda (CUKOR & BLACKLOW, 1984).

Criptograma: R/2: 11/12: S/S: V/0.

RVB e um integrante do genero Rotavirus que, jun-
tamente com os géneros Reovirus e Orbivirus constituem a fami
1ia Reoviridae (MOHANTY, 1981).

0 RVYB se distribui mundialmente, sendo dentro dos
agentes eticlogicos envolvidos, o maior responsavel pela diar
reia em bezerros, {OJEH, 1984).

Todos os RV possuem 11 segmentos de cadeia dupla
de RNA que sao envolvidas por duas capsulas proteicas (capsi-
dio duple). A infectividade estad associada com o capsidio ex-
terno. Por microscopia eletronica, nos casos de infeccao natu
ral, sao identificados nas fezes: a) virions de capsidio du-
plo, denominados "completos” ou "lisos" com 70 a 72 nm de di§
metro e 1,36 g/ml de densidade e b) particulas viricas "rugo-
sas" ou "incompletas" apresentando somente o capsidio inter -
no com 65 nm de diametro e 1,38 g/ml1 de densidade (MOHANTY,
1681; SIMHON, 1985).

Recentemente, com 0s trabalhos de SATO et alii
(1981), tem sido possivel a multiplicacdao dos RV, fundamental
mente os de origem humana em cultura de celulas. Este fato, a




companhado do desenvolvimento das novas tecnicas de bioclogia
moiecular, permitiu aprofundar mais o grau de conhecimento dos
aspectos moleculares deste grupo de virus.

A amostra de RV SA-11 de origem primata nao humano
(macaco rhesus s.p.), tem sido a melhor estudada. Na TAB.I a-
presenta-se uma descricao dos diferentes componentes estrutu-
rais e funcionais da amostra de RV SA-11, segundo CUKOR &
BLACKLOW (1984).

NOVO & ESPARZA (1981), estudaram a topografia e
composicao polipeptidica do RVB usando eletroforese em gel de
poliacrilamida. 0s autores descreveram seis polipeptideos es-
truturais nos virions, tres dele: associados ao capsidioc in-
terno (P102K, P91K, P45K) e trés -om o capsidio externo (P84K,
P37K, P34K) - FIG. 1. Destaca-se o polipeptideo P45K, repre-
sentando 60% da massa protéica total das particulas "comple -
tas" e 80% das particulas "simples".

Alem da identidade morfologica, os RV mamiferos com-
partilham determinantes antigénicos situades no polipeptideo
VP6 (TAB. I). Neste polipeptideo situam-se tambem os determi-
nantes antigenicos que definem os sub-grupos (GREEMBER et
alii, 1983b).

As diferencas interespecificas e a heterogeneidade

intraespecifica (sorotipos) sao determinadas por Ags situados
nos polipetideos do capsidio externo, principalmente no VP7
(TAB. I); sendo tambem os responsaveis pela inducao dos Acs
neutralizantes (KILLEN & DIMMOCK, 1982; GREEMBERG et alii,
1983b),

A replicacdo dos RV realiza-se no citoplasma da ce
lula infectada (HOLMES et alii, 1975). Durante o processo de
multiplicagdo viral, todos os organelos citoplasmaticos in-
cluindo o nltcleo sao destruidos (CARPIO et alii, 1981).

0 tecido atingido & o epitelio da zona apical das
vilosidades do intestino delgado. Nos bezerros infectados, as
celulas cilindricas nas quais se detecta a replicacao viral
por imunofluorescéncia sao destruidas em 5 a 6 horas pos-in-
fecgio e gradualmente substituidas por celulas cuboides  nao




TABELA I - Genes & proteTnas de RV: amostra SA-11

Segmento PM de Migracdo PM  das Localizacao Associacao
de RNA das proteinas no funcional
RNA X 106 proteinas (Kda)  virion
1 2.05 VP1 125 C.I.
) 2 1.68 VP2 94 c.1.
3 1.60
4 1.60 VP3 88 C.E. Hemoaglutinacao, neu
tralizacao menor
5 0.98  NS53 53
6 0.81 VPo 41 c.I. Ag comum de grupo e
sub-grupo
7 0.5 NS34 34
8 0.5 NS35 35
9 0.5 VP7 37 C.E. Ag sorotipo especifi
co, neutralizacao
maior
10 0.3 NS29 29 Nao estrutu
ral ou C.I.
11 0.2 VP9 26 C.E.?
VP: proteina virica
NS: proteina nao estrutural
CI: capsidio interno
CE: capsidio externo
Fonte: CUKOR & BLACKLOW (1984).
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fluorescentes. Este fato determina que o epitelio colunar se
transforme em escamoso (MEBUS et alii, 1971).

A regeneracao do epitélio comeca 5 a 7 dias apos o
inTcio da diarreia. Dez a 15 dias depois de terminada a doen-
ca, o aspecto do epitelio intestinal e quase normal (MEBUS &
NEWMAN, 1977).

A doenca em bezerros caracteriza-se por um curto
periodo de incubacdo que vai de 15 horas a dois ou tres dias,
sendo que os sintomas principais sao: depressao, anorexia e
diarreia, o que pode resultar em desidratacao (MC NULTY, 1978;
TZIPORI, 1981).

As celulas descamadas, junto a uma maior concentra
cao de lactose na luz intestinal, oferecem um ambiente ideal
para o desenvolvimento de infeccOes bacterianas secundarias,
podendo aumentar os indices de mortalidade (MC NULTY, 1978).

A doenca apresenta-se principalmente no inverno, a
tingindo os bezerros nas primeiras semanas de vida, sendo a
morbidade elevada e a mortalidade reduzida embora, em surtos
epizooticos, o indice de mortalidade possa chegar aos 90% (MC
NULTY, 1978).

Os animais adultos infectados raramente apresentam
a doenca, podendo eliminar virus nas fezes continua ou espora
dicamente. Esta caracteristica epizootiologica, somada a ele-
vada concentracao do virus nas fezes, sua resistencia as mu-
dancas de p.H., temperatura ate 60°C e desinfectantes comumen
te utilizados, determina a prolongada permanencia do virus nos
meios contaminados, favorecendo a infeccao dos animais suscep
tiveis (WOODE, 1978; MC NULTY, 1983).

E interessante destacar a possibilidade de infec-
coes cruzadas com RV entre diferentes especies (PEREIRA et
alii, 1983; BRIDGER et alii, 1986), podendo ser considerada a
rotavirose como uma zoonose erergente.

Desde que se demonstrou que os RV eram causa impor
tante de diarreia, os esfor¢os foram principalmente dirigidos
para se adaptar, desenvolver e aperfeicoar diferentes tecni-
cas de diagnostico, visando ganhar em simplicidade e rapidez,
como uma condicao indispensavel no controle desta infeccao.




0 diagnostico das rotaviroses baseia-se na detec-
cio do virus, Ags virais ou outros componentes viricos. Como
informacio adicional pode-se quantificar os Acs em soro, ana-
lisando amostras obtidas durante a fase aguda da doenca e 0
perjodo de convalescéncia. A presenca de IgM especifica con-
firma infeccoes recentes, quando nido se dispoe de amostras ex
traidas durante a fase aguda (ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SA-
LUD, 1981}.

Embora o isolamento do virus em cultura de celulas
seja um metodo de diagnostico eficiente em algumas doencas vi
rais, este & discutido para os virus gastrointestinais (RED
DE COOPERACION DE LABORATORIOS VETERINARIOS DE DIAGNOSTICO,
1985). Alem de ser uma técnica laboriosa, pouco sensivel e de
custo elevado, os RV apresentam dificuldades para crescer "“in
vitro". Este problema tem sido resolvido em parte com a descg
berta de que a tripsina reforca a infeccao por RV (BABIUK et
alii, 1977). Apesar dessas limita¢oes, o isolamento de RV em
cultura de celulas e a posterior revelagao por imunofluores-
céncia direta ou indireta, e um dos metodos indicados no diag
nostico desta infecgao {ZORATTI, 1979).

A microscopia eletronica tem sido inicialmente usa
da no estudo e diagnostico dos RV, sendo considerado o método
de refereéncia para comparar as demais tecnicas (CUKOR & BLA-
CKLOW, 1984; SIMHON, 1985). A morfologia caracteristica das
particulas de RV eliminadas nas fezes dos animais infectados em
altas concentracoes, sao facilmente reconhecidas por microsco
pia eletrdnica empregando a técnica de coloracdo negativa (CU
KOR & BLACKLOW, 1984). Para conseguir visualizar RV por esta
tecnica @ necessario dispor de amostras contendo uma concen -
tracao minima de 108 particulas virais por grama de fezes (SIM-
HON, 1979). Amostras com quantidades menores de virus devem ser
tratadas previamente por ultracentrifugacao ou ser incubadas
com imunosoros especificos, obtendo-se preparados mais concen
trados (FLEWETT et alii, 1973). Neste ultimo procedimento, de
nominado imunomicroscopia eletronica, a incorporacao de soros
conhecidos, permite identificar os diferentes sorotipos de RV
(FERNELIUS et alii, 1972).




Embora a microscopia eletronica seja considerada um
metodo simples e direto, sua aplicacio estd limitada, uma vez
que sO permite processar um numero reduzido de amostras, alem
de ser necessario dispor de um equipamento altamente complexo
(ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 1981).

A fixacao de complemento tem sido aplicada com al-
gumas modificacoes no diagnostico das rotaviroses (KAPIKIAN,
1975}, embora sua sensibilidade seja comparada com a micorsco
pia eletronica, a atividade anticomplementar presente em al-
gumas amostras de fezes restrinje sua aplicacao (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1979).

A demonstracao de que os RV aglutinam eritrocitos
humanos do tipo 0 (SPENCE, 1976) sugeriu a possibilidade de
incluir a hemoaglutinacio direta como metodo de diagnostico.

0 principal problema que apresenta esta tecnica e de que nem
todas as amostras de RV tem hemoaglutininas em sua superficie
(ZORATTI, 1979).

Diferentes tecnicas baseadas na aglutinacgao indire
ta tem sido desenvolvidas e aplicadas no diagnostico de RV,
sao elas: imunoaderencia hemoaglutinacao (KAPIKIAN et alii,
1981), hemoaglutinaéﬁo inversa passiva (ORGANIZACION MUNDIAL
DE LA SALUD, 1987), absorcio de eritrocitos na fase s5lida
(WORLD HEALT ORGANIZATION, 1979), litex aglutinacao (HAIKALA
et alii, 1983), coaglutinacdo de stafilococos (SKAUG et alii,
1983). Estes metodos apresentaram uma sensibilidade similar a
m1croscoo1a eletronica e imunofluorescencia (WORLD HEALT OR-
GANIZATION, 1979). A absorcao inespecifica desses preparados,
conseqlencia da alta contaminacao das amostras e a sensibili
zacao continua de eritrocitos frescos, sao as principais des-
vantagens apresentadas por estes metodos (ORGANIZACION MUNDIAL
DE LA SALUD, 19871).

A imunceletroosmoforese tem sido incluida como uma
tecnica alternativa no diagnostico desta infeccao (WORLD HEALT
ORGANIZATION, 1979; IMMUNOELETROOSMOPRHORESIS, 1981; ORGANIZA
CION MUNDIAL DE LA SALUD, 1981), enbora seja um teste simples
e rapido, que permite processar um grande ndmero de amostras,
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caracteriza-se por apresentar relativamente, uma baixa sensi-
bilidade {ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 1981).

Com o desenvolvimento da biologia molecular, novas
tecnicas estdao sendo adaptadas ao diagnostico de RV. A eletro
forese do RNA virico, extraido diretamente das fezes infecta-
das, em gel de poliacrilamida possibilita a identificacao, ca
racterizacao genomica e comparacao de isolamentos individuais
constituindo-se em uma tecnica valiosa para se utilizar no
diagnostico, estudos moleculares e epidemiologicos das rotavi
roses {HERRING et alii, 1982; SIMHON, 1985). Alem disso, uma
major especificidade na identificacao do RNA de RV esta sendo
obtida com a tecnica de hibridizacdo "in vitro" de cadeias sim
ples marcadas de RNA {(obtidas "in vitro" por transcricao de
particulas de RV) com RNA desnaturado por aquecimento, extrai
do a partir de fezes infectadas e imobilizadas em membranas de
nitrocelulose (FLORES et alii, 1983; DIMITROV et alii, 1985).
Embora estas sejam tecnicas de uma grande sensibilidade e es-
pecificidade, a necessidade de equipamentos especificos limi-
tam sua utilizacdo no diagnostico de rotina (RED DE COLABORA-
CION DE LABORATORIOS VETERINARIOS DE DIAGNOSTICO, 1985).

A imunofluorescencia tem sido amplamente utilizada
no diagnostico das rotaviroses, permitindo detectar RV em cor
tes histologicos de intestinoc delgado (DAVISON et alii, 1975b)
esfregacos de fezes (YOLKEN et alii, 1977; MC NULTY, 1978;
WORLD HEALTH ORGANIZATION,.]979), ou cultura de celulas infe-
tadas com preparados de fezes (MC NULTY, 1978; RED DE COLABO-
RACION DE LABORATORIOS VETERINARIOS DE DIAGNOSTICO, 1985), Ca
racteriza-se esta tecnica por apresentar uma sensibilidade si
milar a microscopia eletronica (MC NULTY, 1978). A necessida-
de de possuir um microscBbio de fluorescencia (de elevado cus
to) além de ser um metodo relativamente trabalhoso e sujeito
a certa subjetividade, destacam-se como as principais desvan-
tagens da tecnica (ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 19871).

Embora todos os metodos anteriormente mencionados
possam ser utilizados no diagnostico das rotaviroses, atual-
mente tem sido quase totalmente substituidas por metodos de
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imuncensaio (SIMHON, 1985; ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD,
1981). A presenca de pequenas quantidades de Ag ou Ac, nao de
tectados pelas tecnicas convencionais, podem ser obtidos quan
do um dos reagentes imunoldgicos mencionados & ligado a marca
dores de alta sensibilidade, os isotopos no caso do radioimu-
ensaio (RIA} e as enzimas no teste de imunoabsorvancia (ELISA);
(VOLLER et alii, 1980). Além de sua elevada sensibilidade, ba
seada no fato de que tais marcadores podem ser detectados ain
da em concentracoes tdo baixas como 1 x 10~ -18 moles, os meto-
dos de imunoensaio permitem processar rapidamente e simulta-
neamente um grande numero de amostras, sendo ainda possivel sua
realizacao em forma automatica (ISHIKAWA & KATO, 1978 e PESCE
et alii, 1978).

A necessidade de se dispor de equipamentos espe-
ciais, caros, reativos instaveis (pequena meia vida), que ofe
recem riscos biologicos, e sua manipulacao estar legalmente re-
gulamentada, limita a aplicacdo do radioimunoensaio no diag-
nostico de rotina (VOLLER et atii, 1980; WORLD HEALTH ORGANI-
ZATIONM, 1979; ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 1981).

Por estas razdes, na atualidade, o teste de ELISA
e considerado a prova de escolha para se realizar o diagnosti
co de RV (ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 1981}, destacando
sé como suas principais vantagens, a estabilidade dos reagen-
tes; os resultados podem ser lidos visualmente ou com um es-
pectrofotometro; baixo custo; simples elaboracao; nio sendo ne
cessario dispor de pessoal altamente especializado, nem tecno
logia complicada permitindo sua realizacao em laboratorios de
escassa infraestrutura (VOLLER et alii, 1980).

Apos a aplicacdo do ELISA para quantificar imuno-
globulinas G humanas por ENGVALL & PERLMANN em 1971, muitos pes-
quisadores tem trabalhado no desenvolvimento desta tecnica pa
ra o diagnostico imunologico em grande nimero de doencas huma
nas e animais.

VOLLER et alii (1974), aplicaram pela primeira vez
0 teste de ELISA no diagnostico de uma doenca infecciosa, de-
tectando Acs contra malaria, adaptando ELISA ao sistema de mi
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croplacas.

Essa tecnica foi primeiro utilizada na deteccio de
RV e os Acs dirigidos contra ele por SCHERRER & BERNARD (1977).
No mesmo ano ELLENS & LEEVW (1977a e b); YOLKEN et alii (1977
a e b); AMATO et alii (1977); publicam mais informacdes sobre
essa materia.

Nos Ultimos anos, o teste de ELISA tem sido aper-
feicoado e padronizado, convertendo-se no teste de preferen -
cia para ¢ diagnostico de RV em diferentes especies animais
(YOLKEN et alii, 1980; ELLENS et alii, 1978; SIMHON et alii,
1979; GRAUBALLE et alii, 1981). Além do diagndstico, o teste
de ELISA & aplicado com 8xito em estudos soroldgicos (THOULESS
et alii, 1982); epidemioldogicos (WHITE et alii, 1984: LAMBERT
et alii, 1984; LAZDINS et alii, 1985) e moleculares (COULSON
et alii, 1985), nesta doenca.

-No metodo de ELISA mais comumente empregado na de-
tec¢ao de RV utiliza-se um revestimento de Ac sobre uma fase
solida, o "Ac de captura", para pescar o Ag. Identifica-se o
Ag atraves de um Ac especifico conjugado com uma enzima (meto
do direto "simples sandwich") ou, alternativamente, com um 50
ro especifico detector e em seguida com um conjugado anti-an-
tisoro especifico (método indireto duplo "sandwich"). Em am-
bos metodo, o produto da reacio resultante do desdobramento en-
zimatico, a cdr, & avaliada pela simples interpretacao visual
ou quantificada num espectrofotometro (ORGANIZACION MUNDIAL
DE LA SALUD, 1981; KURSTAK, 1985).

Recentemente diferentes autores tém feito algumas
observacoes referentes a utilizacdo dos Ac policlonais no tes
te de ELISA.

BRESCHKIN et alii (1981), observaram que uma das
desvantagens potenciais do ELISA & quando se utilizam Soros
convencionais preparados frente a RV como fonte de Acs de “"cap
tura". Com este tipo de Acs, podem nao ser detectados com efi
ciencia todas as amostras de RV.

Um soro policlonal contem Acs altamente heterogé-
neos, com diferentes variacoes de especificidade, enguanto
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que um ACm reconhece um Unico epitopo com uma unica afinida-
de. Um ACm e um reagente mais especifico e sensivel (KNISLEY
et alii, 1986).

Baseado nestas observacbes o objetivo deste traba-
Tho foi produzir e selecionar um ACm com alta reatividade cru
zada entre amostras de RVB que possa ser usado como Ac de cap

tura, detector e/ou revelador no teste de ELISA no diagnosti
co das rotaviroses bovinas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Desde a primeira comunicacao realizada por KOLLER
& MILSTEIN (1975),sobre a producao de ACm, estes reagentes ob-
tidos atraves da técnica de hibridomas vem sendo amplamente
utilizados no estudo das doencas virais, entre elas,as rotavi-
roses.

Em 1981, foram obtidos oito clones produtores de ACm
apos a imunizacdo de camundongos com tres amostras de RV: WA
(humana), SA-11 (primata nao humano) e NIC (bovina). Destes
clones, seis davam reacoes cruzadas, sendo os dois restantes es-
pecificos, um para WA e outro para NIC (BRESCHKIN et alii,1981).

Em 1982, utilizando-se como imunogeno a amostra WA
de RV,foi obtido um ACm de tipo IgG, dirigido contra o maior
polipeptideo do capsidio interno (p42K), o qual possuia a ca-
racteristica de reagir cruzadamente contra outros RV de mami-
feros mas nao com os aviarios (GARY et alii, 1982).

ROSETO et alii (1983) trabalhande com a amostra
Thiversal de RVB, produziram e caracterizaram cinco clones de hi
bridomas produtores de ACm. Destes, tres eram dirigidos contra o maior
polipeptideo estrutural do virion (p39/42K) e imunoprecipita-
vam cruzadamente o maior polipeptideo do RV humano e do RV de
macaco. Um quarto ACm possuia a capacidade de reconhecer so0-
mente o p89K, que & um polipeptideo estrutural do capsidio ex-
terno, Um quinto ACm resultou positivo por imunofluorescencia
mas nao mostrou atividade por imunoprecipitacao. MNenhum deles
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mostrou atividade neutralizante.

GREENBERG et alii (1983a), analizaram os ACm dirigi
dos contra a proteina estrutural do capsidio interno (p42K}.
Estes ACm foram postos a reagir com RV de origem humana, bovi
na, primata nao humana, suina, egliina, murina, canina, felina
e aviaria. Oito deles reagiram com o Ag comum de namiferos. Dois
ACm reconheceram Ag sub-grupo especifico de uma maneira mais
eficiente do que a de um Ac policlonal.

Tendo como objetivo a producao de ACm soroneutrali
zante frente as amostras SA-11, NIC e WA de RV, SONZA et alii
(1983),produziram 27 clones. Desees, nove tinham a capacidade de neu-
tralizar a amostra homologa SA-11. 0s autores observaram ain-
da que; em alguns casos, existia uma estreita correlacao en-
tre a atividade neutralizante e a funcao inibidora de hemoa-
glutinacao. Baseando-se nisso, puderam concluir que estas duas
fungoes sao reguladas por dois epitepos diferentes Tlocaliza-
dos bem proximos entre si na superficie do capsidio externo do
virion,

De camundongos imunizados com RV do macaco rhesus
(Macacca sp), 39 clones foram selecionados dos quais 36 imuno
precipitaram com o polipeptideo p82K do capsidio externo. A-
lem disto alguns deles possuiam capacidade soroneutralizante
especifica somente frente ao virus homologo (GREENBERG et alii,
1983 b).

BEARDS et alii (1984),reportaram que um ACm foi mais
eficiente na "captura" de RV quando foi comparado com tres so
ros policlonais anti-RV preparados em cabra, cobaio e coelho,
resnectivamente, apos terem sido analisados no teste de ELISA  indi-
reto duplo “sandwich". Resultados similares foram encontrados
quando esses mesmos reagentes foram utilizados como Ac detec-
tor. A utilizacao simultanea de um ACm na “"captura" e como
conjugado na revelacdo no teste de ELISA direto simples"sand-
wich" mostrou ser menos eficiente que os metodos indiretos.

WHITE et alii (1984), utilizaram dois ACm como Ac de
tectores no teste de ELISA indireto duplo, "sandwich" para
classificar 252 isolamentos de criancas com diarreia por RV,
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249 (99%) isolamentos foram identificados desta maneira. Com-
parativamente, os mesmos autores empregaram um Ac policlonal
como Ac detector e conseguiram classificar apenas 35 dessas a
mostras. Por imunoaderencia-hemoaglutinacao foram classifica-
das 37% e pela analise eletroforetica do RNA virico, 80% des-
ses isolamentos.

SONZA et alii (1984), obtiveram 18 ACm a partir de
uma fusao com linfocitoes de camundongos imunizados com as a-
mostras SA-11, NIC e WA de RV. Cinco desses ACm foram obtidos
imunizando com NIC e WA mas reconheciam p42K dessas duas amostras
e ainda SA-11. Por outro lado, os ACm obtidos com amostra SA-
11 identificavam dois grupos de epitopos localizados em p34K ape
nas da amostra homologa. Um grupo desses ACm se relacionava
com atividade neutralizante, outro com inibi¢aoc da hemoagluti
nacao e um terceiro com ambas atividades.

LAMBERT et alii, 1984; trabalhando com amostras de
RV denominadas: RIT 4237 {origem bovina), 82.561 e 81.2162 (ambas de ori
gem humana),obtiveram 41 ACm derivados de cinco fusdes celula
res detectados pelo teste de ELISA indireto. Dois deles mostra
ram atividade neutralizante e doze reagiamno teste de fixacao
do complemento. Dois ACm, MHZ (especifico de sub-grupo 1) e
MH25 (especifico de sub-grupo II),foram utilizados no teste
de ELISA indireto duplo "sandwich" para realizar um estudo e-
pidemiologico sobre um total de 74 amostras, sendo possivel
classificar 96% das amostras.

SABARA et alii (1985), descreveram pela primeira vez
a obtencao de um ACm com capacidade neutralizante para uma a-
mostra de RVB (amostra 486). Estes ACm reconheciam epitopos lo
calizados no polipeptideo p38K do capsidio externo.

Onze ACm com capacidade neutralizante foram produ-
zidos utilizando-se como imunogeno tres sorotipos diferentes de
RV humano, S2 (sub-grupo I, sorotipo 2), YO (sub-grupo II, so
rotipo 3) e KU (sub-grupo II, sorotipo 1). Estes ACm foram a-
nalisados em testes de neutralizacido frente a dez amostras de
origem humana e dois de origem animal (SA-11 de macaco e Lincoln
de bovino). Sete desses ACm reagiram com todas as amostras in




17

cluidas dentro de um unico sorotipo, dois reconheceram varias a-
mostras de diferentes sorotipos humanos, 0 gque nao ocorreu com
aquelas de origem animal, e as duas restantes so neutralizaram uma
Gnica amostra (TANIGUCHI et alii, 1985),

COULSON et alii (1985),o0btiveram,a partir de camun-
dongos imunizados com amostra RV-3 {(humana), tres clones secre
tores de ACm com atividade neutralizante. Dois deles reagiam
com amostras viricas pertencentes ao sorotipo 3, e outro reco
nhecia apenas a amostra homologa.

CRANAGE et alii . (1985),descreveram uma prova de he=
moaglutinacao inversa passiva utilizando hemacia sensibiliza-
da com um ACm grupo especifico dirigido contra VP6. Este tes-
te mostrou-se tao eficaz quanto o ELISA policlonal.

Dois ACm, um especifico para RV sorotipo 1 e ou-
tro especifico para RV sorotipo 3,mostraram-se eficientes, quan
do foram utilizados como Ac de captura no teste de ELISA in-
direto duplo "sandwich", permitindo a realizacao do diagnostico e tam
bem a identificacdo sorologica diretamente de fezes obtidas de in
dividuos infectados {SHAW et alii, 1985).

HERRMANN et alii (1985}, comparam a eficiencia no
diagnostico de RV de um teste de ELISA indireto duplo "sandwich"
policlonal comercial com um ELISA indireto duplo "sandwich" no
qual utilizou-se um ACm na etapa de detecgao, sendo analisa-
das um total de 141 amostras previamente identificadas por mi
croscopia eletronica. 0Os autores concluiram que o ELISA monoclo
nal mostrou-se mais sensivel e especifico.

Um grupo de ACm foram utilizados na selecao e estu
dos antigenicos de amostras mutantes de RV SA-11 resistentes
a neutralizacao. Os autores identificaram uma amostra altamen
te resistente a neutralizacao por soro hiperimune, caracteri-
zando uma glicoproteina, no capsidio externo, classificada co
mo sitio antigénico dominante, responsavel pela neutralizacao
(LAZDINS et alii, 1985).

Utilizando a microscopia eletronica como metodo de
referéencia, 100 amostras de criancas com diarreia foram anali
sadas, detectando-se RV.em 44% delas. Baseados nestes resulta
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dos os autores estudaram comparativamente outros quatro tes-
tes, um ELISA indireto duplo "sandwich" monoclonal, dois ELISA
policlonais e uma prova de latex aglutinacgo; com o0 objetivo
de determinar o grau de eficiencia destes no diagnostico das
rotaviroses. 0 ELISA monoclonal mostrou-se significativamente
mais sensivel na identificacao das amostras positivas (KNISLEY
et alii, 1986).

Duas amostras de RY C11 e ALA isoladas de <coelhos
foram classificadas dentro do sub-grupo I utilizando ACm na
deteccao no teste de ELISA indireto duplo “"sandwich" (THOULESS
et alii, 1986).

Um total de 176 amostras de fezes humanas foram e-
xaminadas por quatro tecnicas de diagnostico de RV, um ELISA
indireto duplo "sandwich" monoclonal (considerado o método de
referencia neste trabalho), um ELISA indireto duplo "sandwich"
poticlonal comercial I, uma modificacao deste denominado
ELISA indireto duplo "sandwich" policlonal Il e um teste co-
mercial de latex aglutinacdo. Os autores concluiram que 0
ELISA policlional II apresentou sensibilidade semelhante ao
ELISA monoclonal, e o latex aglutinacao tao especifico como
este ultimo (DOERN et alii, 1986).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Virus
3.1.1. RVB amostra Lincoln purificada*

RVB amostra Lincoln foi multiplicado em cultura pri
maria de celulas de rim fetal bovino em presenca de 2ug /ml
de tripsina (Pharmacia) em meio Hanks (sigma). 0 sobrenadante
obtido, a partir das celulas infectadas apos dois ciclos de
congelamento e descongelamento, foi clarificado por centrifu
gacao a 5.000 rpm durante 20 minutos. A suspensao virica (105
DICTSO%/mI) foi misturada com polietilenoglicol (Sima 8.000 )
em uma concentracao final de 7,2%. Apos 12 horas de repouso a
4. Centrifugou-se a 6.000 rpm durante 45 minutos, o sedimen
to ressuspenso em meio Hanks foi novamente clarificado por cen
trifugacao a 6.000 rpm durante 20 minutos. 0 sobrenadante foi
concentrado atraves de um colchdo de sacarose (Merck) 45% p/v
por centrifugacao a 24.000 rpm em rotor SW 27 durante 140 mi-
nutos. 0 sedimento ressuspenso em meio Hanks foi centrifugado
em um gradiente de cloreto de cesio (Sigma Grade 1) (0,52 -
0,26 g/cc) a 20.000 rpm em rotor SW 27.1 a 5°C durante 22 ho-

* Material cedido pela Dr2 Estela Cornaglia, Laboratorio de

Usyreva, Departamento de Virologia, INTA-Castelar, Rep. Ar-
gentina.
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ras. Finalmente, determinou-se o pico do virus fazendo a lei-
tura das diferentes fracoes a 260 nm, 0 RVB amostra Lincoln pu
rificado foi conservado a -70°.

3.1.2. RV amostra SA-11 (origem macaco)*
3.2. Amostra de fezes**

Neste trabalho foram incluidas, como grupo de tes-
te, 48 amostras de fezes de bezerros previamente analisadas e
classificadas como positivas ou negativas (TAB. II), pelas tég
cas de ELISA-INTA policlonal (metodo indireto duplo "sandwich");
isoladamente em cultura de celulas, utilizando como sistema re
velador imunofluorescéncia direta; e eletroforese do RNA viri
co em gel de poliacrilamida, de acordo com os protocolos de-
senvolvidos por RED DE COOPERACION DE LABORATORIOS VETERINA -
RIOS DE DIAGNOSTICO (1985).

3.2.1. Processamento das fezes

Para serem analisadas no teste de ELISA, as fezes
foram homogeneizadas em PBS (British Drug House) 0,1 M pH 7,2
numa dilui¢do de 1/10 e apos clarificadas por centrifugacao a
2.000 rpm durante 15 minutos. Esta suspensao foi conservada a
te o momento de sua utilizacao a -20%C. Na hora de serem tes-
tadas em ELISA; as amostras foram diluidas 1:3 em PBS /EDTA pre
parado nas seguintes proporcdes: 4ml de EDTA (Britsh Drug Hou
se) 0,25 M pH 7;5; ajustado com Tris (Sigma) e 96 m1 de PBS
0,1 M ph 7,2,

* Material cedido pela Drd@ Eliane de Castro, Laboratorio de
Virologia do Instituto Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro.

**Material cedido pelas Dr2 M. Barrandequy, E. Cornaglia e N.
Fiztman, Departamento de Virologia, INTA-Castelar, Rep. Ar-
gentina.
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TABELA Il - Classificacao das 48 amostras de fezes de bezer-
ros apos terem sido analisadas por tres tecnicas
de referencia (ELISA-INTA policlonal, isolamento
em cultura de celulas e Eletroforese do RNA viri-
co em gel de poliacrilamida)

Amostras positivas pelos tres testes Amostras negativas pelos tres testes

034 041 043 058 060 111 112 134 143 031 032 039 051 054 114 118 135
194 196 200 202 204 210 216 217 219 192 270

220 269 274 276 280 283 284 285 286

294 295 297 298 301 302 303 304 310

316 322

Fonte: Amostras cedidas pelo Laboratorio de USYREVA, Dep. Virologia, INTA-
Castelar - Republica Argentina.

3.3. Camundongos™

Nestes experimentos foram utilizados camundongos da
linhagem Balb/c, machos e femeas com 4 a 6 semanas de vida.

3.4, Antisoros

3.4.1. Soro de camundongo anti-RVB

0 soro de camundogo poiiclonal anti-RVB foi obtido
a partir de tres camundongos Balb/c que receberam o esquema de

imunizacao apresentado no QUADRO 1. Os animais foram sangra-
dos pelo plexo venoso ocular, e 24 horas apos da formacdo do

* Material cedide pelo Prof. Carios Tavares, Departamento de
Bioquimica-Imunologia, Instituto de Ciéncias Biologicas da
UFMG.
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coagulo, o soro foi separado por centrifugacao a 2.500 g du-
rante 20 minutos a T.A. Este soro foi positivo no teste de
ELISA indireto ate uma diluicao de 1:6.400 sendo utilizado co
mo controle positivo no referido teste na diluicao de 1:800
em PBS 0,1 m pH 7,2,

3.4.2. Soro de camundongo pre-imune

0 soro de camundongo pre-imune foi obtido a partir
de tres camundongos Balb/c de trinta dias de idade de acordo
com a tecnica descrita em 3.4.1. A ausencia de Ac anti-RVB nes
tes soros foi confirmada pelo teste de ELISA indireto. Este
material foi utilizado como controle negativo no teste de ELISA
indireto na detec¢ao de Ac anti-RVB numa diluicao de 1:100 em
PBS 0,1 m pH 7,2,

3.4.3. Soro de coelho anti-RVB*

0 soro de coelho anti-RVB, denominado F33, tinha si
do previamente titulado, sendo utilizado como Ac de captura no
teste de ELISA I e ELISA IV, na concentracao de 0.08 ug de
proteina/100ul em tampdo carbonato-bicarbonato (British Drug
House) 10 mM pH 9,6.

3.4.4, Soro de bovino anti-RVB

0 soro de bovino anti-RVB, denominado F40, foi uti-
lizado como Ac detector na diluicao de 1:500 em PBS 0,1m pH
7,2 de ELISA I e I11.

3.4.5. Soros anti-IgG e IgM de camundongos**

Os soros padroes anti-IgG e IgM de camundongo prepa

* Material cedido pelo Laboratorio de USYREVA, Departamento
de Virologia, CICV-INTA, Castelar - Rep. Argentina.

** Material cedido pelo Dr. Daniel Lopez, Instituto Dudwig para Pesquisa
do Cancer, S3o Paulo.
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rados em coelho foram utilizados no teste de imunodifusao em
gel de agar na determinacdo dos isotipos dos ACm selecionados.

3.5, ACm2RVB purificados
3.5.1. Precipitacao com sulfato de amonio

Dez ml1 de 1iquido ascitico contendo ACmZRVB foram
diluido em 10 ml1 de PBS 0,1m pH 8,0. Este ACm de tipo IgM foi
precipitado por adicao gota a gota a 4°¢ sob agitacdo perma-
nente de 20 ml de uma solucao saturada de sulfato de amonio
(sigma ACS) pH 7,1 de modo a se obter uma concentracao final
de 50% de sulfato de amonio. Apos o material permanecer 30 mi
nutos em agitacao a 4°C, foi transferido a geladeira permane-
cendo em repouso "overnigth". 0 precipitado foi entao lavado
por centrifugacao a 10.000 rpm durante 20 minutos a 4°c e 0
sedimento ressuspenso em 4 ml de PBS 0,1 m pH 8,0 para 1:5 do
volume original do 17quido ascitico diluido. Uma nova precipi
tacao foi realizada em 2 ml de uma solucac saturada de sulfa-
to de amonio (0,5 m1 de sulfato de amonio por cada 1 ml de ma
terial ressuspenso, sob agitacao a 4°C durante 30 minutos. O
sobrenadante foi eliminado por centrifugacao a 10.000 rpm a
4°C durante 20 minutos e o sedimento contendo ACm 2RVB foi
ressuspenso em 1 ml de PBS 0,Im pH 8,0 (1:10 do vol.original),
sequindo-se dialise exaustiva contra o mesmo tampao (6 trocas
de 500 ml1 cada 12 horas durante 3 dias) com o objetivo de eli
minar o sulfato de amonio. Este material foi armazenado a
-20°c.

3.5.2. Quantificacao de proteinas

A dosagem de proteinas foi realizada seguindo-se o
método de BRADFORD (1976). A partir de uma aliquota do mate
rial purificado foram feitas diluicoes de base 2 em 5SS (Merck }
0,9% e 50ul de cada diluicao adicionada a 2 ml de reagente de
BRADFORD, 1976.
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As amostras foram lidas em espectrofotometro a 592
nm e os resultados lancados num grafico previamente construi-
do com diferentes diluicoes de uma solucao padrao de soroalbu
mina bovina (sigma).

A concentracao de proteina determinada foi de 12,8
mg/ml, valor obtido por extrapolacao da curva padrao.

3.6. Conjugados com peroxidase
3.6.1. Conjungado anti-Ig totais de camundongo*

0 conjugado anti-Ig totais de camundongo, para rea-
coes imunoenzimaticas (ELISA)}, foi utilizado na diluicao de
1:600 em PBS 0,Im pH 7,2. |

3.6.2. Conjugado anti-Ig totais de bovino

0 conjugado anti-Ig totais de bovino, para reacoes
imunoenzimaticas (ELISA), foi utilizado como Ac revelador no
teste de ELISA I e 111 na diluicao de 1:1.000 em PBS 0,Im pH
7.2,

3.6.3. Conjugacao de ACm 2RVB

Utilizou-se neste procedimento, a metodologia adota
da por WILSON & NAKANE (1980).

Apos a dissolucdo de 4,0 mg de peroxidade {tipo IV
Sigma) em 1,0 m1 de agua bidestilada, foi adicionado 200m] de
uma solu¢dao 0,1m de periodato de sodio (Sigma) gota a gota, sob
lenta agitacdo por 20 minutos a T.A. O sistema foi realizado
"overnight” a 4°C em tampdo acetato (Merck) 1 mM - pH 4,4. A
solucao doi estabilizada, pela adigcao de 20 ul de tampao car-

* Material cedido pelo Dr. Evaldo Nascimento, Laboratoric de
Imunoparasitologia, Departamento de Parasitologia do Insti-
tuto de Ciencias Biologicas da UFMG.
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bonato -bicarbonato 0,2 m - pH 9,6. Ainda neste mesmo tampao
ACm 2RVB, previamente precipitado com sulfato de amonia, foi
solubilizado de modo a se obter uma concentracao final de
8,0 mg/ml e entao adicionado a solucao de peroxidase-perioda-
to de sodio (Merck). Apos agitacao por tres horas a T.A., a-
crescentou-se 100 ul de baroidreto de sodio (Merck) 0,106 m ,
deixando a suspensac em repouso por 20 horas a 4%c. 0o conjuga
do foi precipitado a 4°C com um volume final de 50% de sulfa-
to de amonio 90% em pH 7,1. Apos centrifugacao a 10.000 r.p.m.
por 20 minut9s, o sedimento foi Tavado duas vezes na mesma SO
lucao e finalmente solubilizado em volume minimo de PBS 0,1 m
pH 7,2 e dializado exaustivamente contra o mesmo tampao. Adi-
cionou-se ao conjungado assim obtido, soroalbumina bovina na
concentracao final 1% de glicerina (Merck tamponada em PBS pH
7,2 v/v). 0 conjugado foi armazenado a -20°C em pequenas alj
quotas.

3.7. Microgeldifusao em agar

A tecnica de microgeldifusao foi usada para determi
nacac de isotipos de ACm. _

Foram utilizadas laminas de vidro de 7,5 x 2,5 «¢m
por 1T mm de espessura.

As laminas foram lavadas com Extran {Merck) a 2% em
agua, durante 12 horas a T.A. Foram seladas com uma cobertura
de 2,0 ml de agar (Special Agar Moble Difco) a 0,2% em aqua
destilada. Em seguida foram levadas a estufa a 37°C onde per-
maneceram por 12 horas para secarem do gel. A seguir foram con
servadas a T.A. No momento do uso das laminas foram cobertas
com moldes adequados para microgeldifusao. Agar 1% em PBS
0,15 m pH 7,2, contendo azida sodica (Merck) na concentracao
final de 0,1%, foi introduzido por capilaridade com auxilio de
uma seringa sob o molde.

0s sobrenadantes de cultura dos clones selecionados,
a serem testados, foram colocados em um volume aproximado de
10 ul nos orificios dos moldes para microgeldifusao. Nos ori-
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ficios centrais adicionou-se um volume aproximado de 10 ul
dos soros padroes anti-IgG ou IgM de camundongo.

Camaras umidas com solucio de azida sodica a 0,05%
em agua bidestilada foram utilizadas para a armazenagem  das
taminas durante as 48 horas de incubacao a T.A. Decorrido es-
se tempo, a leitura foi procedida pela visualiza¢do macrosco-
pica da Tinhas de precipitacao no gel.

3.8. Tecnologia de hibridomas - fusao celular

Na producao de hebridomas para a obtencao de  ACm
seguiu-se basicamente a tecnica descrita por GALFRE & MILSTEIN
(1981); com algumas modificacoes.

3.8.1. Esquema de imunizacao de camundongos

Camundongos Balb/c foram imunizados no dia 0 com 2
ug de RVB amostra Lincoln purificada, sendo que lug {suspendi
do em 200 ul de PBS 0,1m pH 7,2} foi inoculado por via intra-
peritoneal e 1 ug em 100 ul de PBS 0,Im pH 7,2) emuisificado
em adjuvante completo de Fruend (Difco) v/v, foi inoculado por
via subcutanea. Nos dias 12, 14, 15 e 16 apds a primeira ino-
culacao os animais receberam 2 ug de RVB amostra Lincoln puri
ficada a cada dia em 200 ul de PBS 0,Im pH 7,2 por via intra
peritoneal. Tres dias ap0s a ultima injecao os nivies de Ac
anti-RVB foram avaliados pelo teste de ELISA indireto. 0 ca-
mundongo que apresentou o maior titulo de.Ac anti-RVB (1/
3.200) foi o escolhido como doador de celulas para realizar a
fusao celular.

3.8.2. Obtencao das celulas do baco

0 camundongo imunizado foi sacrificado por ruptura
da coluna cervical e mergulhado em alcool 70%, levado a cape-
la de fluxo laminar fixado a uma prancha de dissecacao com pro
tecao de atuminio laminado e com o auxilio de pincas e tesou-
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as, sob condicoes de assepsia, a peie da regido peritoneal foi
removida, de modo a expor as visceras. 0 baco foi removido e
transferido para uma placa de Petri (100 x 20 cm 60 x 15 mm )
contendo solucao salina de Fazekas e Growth (FAZEKAS et alii,
1980) e dilacerado com duas pincas estereis.

A suspensao foi entdo filtrada por uma tela de nai-
lon presa a boca de um Beacker de 50 ml. 0s linfocitos foram
transferidos para um tubo de centrifuga de 35 ml e deixados em
repouso por 10 minutos. Paralelamente, procedeu-se a diluicao
de uma aliquota da suspensdo a 1:20 em solucdo de Turr (FAZE-
KAS et alii, 1980). A concentracdo de linfocitos para  fusao
foi padronizada em aproximadamente 8x 107m1 em solucao salina
de Fazekas e Growth.

3.8.3. Obtencao de macrofagos para camada alimenta-
dora ("Feeder Layer")

Camundongos albinos foram sacrificados e preparados
com o mesmo procedimento descrito em 3.8.2 com o auxilio de
pincas e tesouras estéreis a pele da regiao abdominal foi re-
batida sem a perfuracao da parede peritoneal. Inoculou-se na
cavidade peritoneal dos animais 3-4 ml de uma solucao de saca
rose (Sigma) 0,34 M, gelada, com auxilio de uma seringa de
0,5 m1 montada com agulha 25 x 8mm. Apds suave massagem sobre
o peritdneo, a solugdo de sacarose contendo macrofagos foi as
pirada e transferida para tubos de centrifuga mantidos em ba-
nho de gelo. 0Os macrofagos foram contados em camara de Neu-

bauer e distribuidos em placas de 96 orificios (2-4,0 x  10°

macrofagos por placa) em placas de 24 orificios (1,0 x 10° na

crofagos), garrafas plasticas de 80 ml (5 x 10° macrofagos e
garrafas de 250 ml 2,0 x 106 macrofagos). A camada alimenta-

dora, pode ser utilizada ate 4 dias apos a preparacao.
3.8.4, Cultivo de plasmocitomas

Adotou-se para fusdo celular, a linhagem de celulas
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de plascitomas SPZU de camundongo (SHULMAN et alii, 1978), nac
secretoras de imunoglobulinas, as quais foram transferidas do
nitrogénio 17quido diretamente para banho-maria a 37°C até o
completo descongelamento, sendo entao imersas em banho de ge-
1o por 3 minutos. Sob condi¢des assepticas, as celulas foram
introduzidas em tubos de centrifugas estéereis e lavadas em
10,0 m1 de meio RPMI (Sigma) contendo 10% de soro fetal bovi-
no (Microbiologica) e ressuspensao em 5,0 m]l do mesmo meio. A
suspensao de celulas foi entdo distribuida em garrafas e uti-
lizada na fase exponencial de crescimento, apresentando 98%
de viabilidade.

3.8.5. Fusao celular

Adotou-se o metodo descrito por FAZEKAS et alii
(1980).

Em tubo plastico de 50 ml, adicionou-se 8 x 10’ c&-
lulas de bagco de camundongo imunizado e 2,7 x 107 c&lulas de
plasmocitomas SP20 de camundongo. Ambas suspensces celulares
foram padronizadas em solucao salina de Fazekas e Growth. A
suspensao celular foi centrifugada a 1800 r.p.m. por 8 minu-
tos a T.A. e os sobrenadante completamente resprezado.

Ao sedimento adicionou-se um mililitro de polietile
no glicol, agente fusogénico da escolha {PEG 6000 - Sigma) ,
priviamente aquecido a 37°C, gota a gota, sob agita¢ao cons-
tante, prolongada ate 90 segundos ap0s completa adicao do PEG.
Adicionou-se entao 25, ml de solu¢dao salina de Fazekas & Grow
th, obdecendo-se a seguinte ordem cronologica, e sob agitacao
constante: 1,0 m1 em 30 segundos; 3,0 ml em 30 sequndos e
21,0 m1 em 60 segundos. Decorrido este tempo, o volume do tu-
bo foi completado para 45,0 ml com solucao salina, deixando -
se o sistema em repouso por 5 minutos. As celulas foram en-
tao centrifugadas a 1800 r.p.m. por 8 minutos, o sobrenadante
desprezado e o sedimento ressuspenso em 30 ml de meio RPMI
contendo 10% de soro fetal bovino. Centrifugou-se a suspensao
celular a 1800 r.p;m. por 8 minutos. 0 sobrenadante foi total
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mente desprezado e o sedimento redissolvido em 5,0 ml de meio
HAT (Sigma) contendo 15% de soro fetal bovino. Dessa suspen -
sio, 3 ml foram distribuidos em razao de uma gota por orifi-
cio em 2 placas de 24 orificios contendo "Feeder Layer" de ma
crofagos e 1,5 ml de meioHAT. Ao volume de 2,0 m1 de celulas
restantes, acrescentou-se 8,0 ml de meio HAT, sendo em segui-
da distribuidos uma gota por orificio em 2 placas de 96 orifi
cios contendo “"Feeder Layer" de macrofagos em 0,1 ml de meio
HAT. Todas as placas foram incubadas em estufa a 3700, umidificada e com
5% de C0,.

As placas foram examinadas a cada 2 dias para veri-
ficacio de crescimento de colonias e condicoes de pH do meio.
Uma semana apds a fusdo adicionou-se 1,0 ml de meio HAT as placas de
24 orificios e 0,1 ml as placas de 98 orificios, apos ter sido aspirado o
sobrenadante de cada pocinho. A partir do momento em que os clones se tor
navam visiveis macroscopicamente, a presenca de AC anti-RVB nos sobrena -
dantes das culturas, foi avaliado pela tecnica de ELISA, O meio HAT foi
usado para crescimento dos hibridos ate 15 dias apos a fusao
e em sequida substituido pelo meio HT (Sigma).

3.8.6. Clonagem dos hibridos em meio 1iquido

As células que secretavam AC anti RVB, foram re-
tiradas dos orificios das placas com auxilio de pipetas
tipo Pasteur, contadas em camaras de Newbauer e clonadas a-
traves de diluicoes limitantes. Este metodo, cbviamentente,
baseia-se na diluicdo das células de maneira que, estatis
ticamente terJamos apenas uma célula viavel por pocinho. E-
las foram diluidas a 1:10, 1:100, 1:1000, por transferencia
sucessivas em tubos de ensaio estéreis (100 x 100 mm) conten-
do 0,9 m1 de meio HAT. Do tubo que continha a maior diluicao,
ou seja, menor quantidade de celulas, retiravam-se 50 celulas
com auxilio de uma pipeta esteril de vidro {capacidade para
0,1 ou 0,2 m1), transferindo-as para um tubo esteril, conten-
do 2,5 m! de meio HAT. Em um segungo tubo, contendo o mesmo
volume de meio, foram colocadas 100 celulas. As celulas conti




30

das em 2,5 m1 de meio foram distribuidas, na proporcao de uma
gota por orificio, na metade de uma placa de 96 orificios, con-
tendo "Feeder Layer" de macrofagos em 0,1 m! de meio HAT. Na
outra metade dessa mesma placa, distribuiu-se as 100 celulas,
contidas em outro tubo de ensaio.

De cada placa de clonagem, selecionou-se no maximo
3 clones, baseando-e na capacidade de secretar AC anti-RVB, no
poder de crescimento e na viabilidade dos hibridos. Quando sur-
giram duvidas sobre a primeira clonagem, as células foram re-
clonadas, seguindo-se 0 mesmo procedimento descrito anteriormente.

3.8.7. Expansao dos clones positivos

0s clones selecionados que se€ desenvolveram em po-
cinhos de clonagem, apresentando aspecto circular e aderencia
a placa, foram transferidos para placas com 24 pocinhos com
auxilio de pipetas Pasteur estéreis, a partir do 109 dia  de
crescimento. Apos o 49 dia, as celulas foram transferidas no-
vamente para garrafas de 8,0 ml contendo 3,0 m1 de meio HT e
"Feeder Layer" de macrofagos, onde prosseguiu-se © cultivo
ate a formacio semiconfluente de celulas, sendo entaec trans-
feridas para garrafas com capacidade de 250 ml, permanecendo
até tornare-se confluentes em todo o fundo do frasco, sendo
transferidas para garrafas de Roux, para a obten3do de grandes
volume de sobrenadante de cultura contendo ACm.

Invariavelmente, todos os clones expandidos e que
apresentavam boa viabilidade, foram tambem congelados, sendo
as celulas coletadas diretamente de garrafas de cultura, con-
tadas em camara de Newbauer, centrifugadas a 1800 RPM por 8
minutos e ressuspensas em solucao gelada de DMSO (Sigma) 5%,
gota a gota, sob agitacdo ate se obter uma concentracao celu-
lar de 106-107 celulas/ml. A suspensao foi distribuida em ali
quotas de 1,0 ml em tubos de Nunc {Thomas Scientific) estereis,
devidamente identificados e imediatamente deixados “overnight"
a -YUOC, sendo entao, introduzidos em nitrogenio 1iquido.
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3.8.8. Producao de 17quido ascitico

Um grupo de camundongos Balb/c foram inoculados pre
viamente com 0,5 ml de Nujol (Shering, Brasil) ou Pristane e,
6, 10, l4-tetrametilpentadecano (Sigma), por via intraperito-
neal. Pela mesma via foram inoculadas 106 celulas de cad clo-
ne em um volume de 0,5 m)l de meio RPMI contendo 15% de soro
fetal bovino. Apds o desenvolvimento do tumor (7-10 dias apos
inoculo), o 1iquido ascitico foi coletado, centrifugado a 900
r.p.m., por 10 minutos a T.A., decantado em frascos tipo peni
cilina e as celulas fordm ressuspensas em 0,5 a 0,1 ml de meio
RPMI e novamente inoculadas em outros camundongos. O congela-
mento a -20°C do 17quido ascitico obtido de cada camundongo
foi precedido de dosagem de AC anti-RVB pelo teste de ELISA
indireto.

3.9. Reacao imunoenzimatica (ELISA)
3.9.1. ELISA indireto na deteccao de AC anti-RVB

3.9.1.1. Sensibilizacac das placas e padronizacao
da concentracao de Ag

Microplacas de poliestireno (Hemobag), contendo 96
orificios, com capacidade de 200 ul por orficio foram sensi
bilizadas com RVB - amostra Lincoln purificada "nas con-
centracoes de 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1 e 0,2 ug de protei-
na por 100 ul de tampao carbonato bicarbonato 10 mM pH 9,6. A
cada orificio da placa adicionou-se 100 ul da solucao de Ag,
sequindo-se incubacao - "overnight" a 4°¢C, em camara umida sen
do utilizadas ao dia seguinte da sensibilizacao.

A padronizacdo da concentracao de RVB-amostra Lin-
coln purificada a ser observida nos orificios da placa foi fei
ta empregando soro de camundongo anti-RVB (3.4.1.) na dilui-
cao de 1:800 em PBS 0,1 M pH 7,2 e soro de camundongo preimu-
ne, control negativo (3.4.2.) na diluicao de 1:100 em PBS
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0,17 m pH 7,2.

A padronizacao da concentracao otima de proteina do
Ag e da curva de variacao das cores nas reacoes quantitativas
foram feitas baseando-se nas absorc¢oes obtidas atraves de es-
pectrofotometro caracteristica no comprimento de onda (DO) de
492 nM.

3.9.1.2. Execucao da tecnica

As placas sensibilizadas com o Ag foram lavadas duas
vezes com SST, por inversao sobre a pia e posteriormente so-
bre papel absorvente para retira o excesso de SST. Em seguida,
100 ul de PBSC adicionado em cada.orificio com o objetivo de
cobrir os espacos livres da fase solida (bloqueio. Apds incu-
bacdo durante 30 minutos a 37°C ou 1 hora & T.A. em camara G-
mida, as placas foram lavadas tres vezes com SST. A continua-
¢ao 100 ul de soro, sobrenadante de cultura ou liquido asciti
co foram adicionados aos diferentes orificios. Quando dese-
jou-se determinar o titulo de Acs, nesses materiais, as dilui
coes foram feitas em PBS 0,1 M pH 7,2.

Apos incubacdo durante 45 minutos a T.A. em camara
umida, as placas foram lavadas seis vezes em SST. Em cada ori
ficio foi entao colocado 100 ul de conjugado anti-Ig totais de
camundongo (3.6.1.), na dilui¢ao de 1:600 em PBS 0,1Im pH
7,2, seguingo-se nova incubacao por 45 minutos a T.A. em cama
ra umida. Apos essa incubacdo, as placas foram lavadas nove
vezes em SST e adicionou-se em cada orificio 100 ul de tampdo
citrato (Merck) 0,1 M pH 5,0 contendo 30 mg por cento de orto
fenilenodiamino {(Sigma) e 0,012% de H,0, (Peridrol Merck) co-
mo substrato. As placas foram incubadas durante 15 minutos a
T.A. em camara escura e, apds esse periodo, 50 ul de acido sul
furico {Merck) 2 N foram adicionados em cada orificio para in
terromper a reacao.
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3.9.1.3. Leitura das reacoes e interpretacoes dos
resultados

As leituras das reacoes foram feitas com ajuda do
espectrofotometro no comprimento de onda (D0O) de 492 nm e a
interpretacac dos resultados levando em consideracdo os con-
troles positives e negativos usados para cada placa.

3.9.1.4, Controles do conjugado e substrato

Em cada placa foi incluido um controle do conjuga-
do (2 orificios que receberam Ag de captura, PBS 0,1 MpH 7,2
substituindo as Igs de camundongo, conjugado e substrato} e um
contorle de substrato {2 orificios que receberam Ag de captura,
PBES 0,1 M 7,2 e substrato). 0 controle do substrato foi u-
tilizado na calibragdao do espetrofotometro.

3.9.1.5, Controles positivo e negativo

Em cada placa foi incluido um soro de camundongo
policlonal anti-RVB (3.4.1) na diluicao de 1:800 em PBS 0,1 M
pH 7,2 como controle positivo e um soro de camundongo preimu-
ne (3.4.2) na diluicdo de 1:100 em PBS 0,1 M pH 7,2, como con
trole negativd.

3.9.2. ELISA na deteccao de R.V.B.

3.9.2.1, ELISA I indireto duplo "sandwich" utili-
zando Ac policlonais

3.9.2.1.1. Sensibilizacao das placas
Microplacas de poliestireno (3.9.1.1.) foram sensi

bilizadas com G,08 ug de proteinas por 100 ul de tampao car-
bonato 10 mM pH 9,6 por orificio, do sorc de captura F33 an-
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ti-RVB (3.4.3) seguindo-se incubacdao "overnight” a 4°C em ca-
mara umida, sendo utilizadas as placas no dia seguinte da sen
sibilizacao.

3.9.2.1.2. Execuciao da tecnica

As placas sensibilizadas com Ac de captura foram
lavadas com SST e bloqueadas com PBSC seguindo-se o protocoio des
crito em 3.9.1.2. Em seguida,100 ul da suspensao de fezes pre
viamente processadas (3.2.1.) foram adicionadas, sendo distri
buida cada amostra em um orificio. Apds incubacao durante 1
hora a T.A. em camara umida as placas foram lavadas 3 vezes
com SST. Em cada orificio foi ent3o colocado 100 ul de soro
bovino detector anti-RVB F40 (3.4.4.) na diluicdo de 1.500 em PBS
0,1 M pH 7,2. Apos incubac3do de 1 hora a T.A., em camara umida
as placas foram lavadas 4 vezes com SST. Imediataménte,adicig
nou-se em cada orificio 100 ul de conjugado anti-Igs de bovi-
no (3.6.2) na diluicao de 1:1.000 em PBS 0,1 M pH 7,2. Apos
incubacdo de 1 hora a T.A. em cimara Umida,as placas foram la
vadas 7 vezes com SST e adicionou-se em cada orificio 100 wul
da solucao de substrato de acordo com o estabelecidoem 2.9.1.2
As p]acaé foram incubadas durante 15 minutos a TA em camara
escura, e apos esse periodo, 50 ul de dcido sulfurico 2 N foram adi-
cionados a cada orificio para interromper a reagao.

3.9.2.2. ELISA II indireto-duplo "sandwich” utili-
zando ACmZ2RVB como Ac detector

3.9.2.2.1. Sensibilizacao das placas

Idem 3.9.2.1.2.

3.9.2.2.2. Execucéo da tecnica

As placas sensibilizadas com Ac de captura foram
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lavadas, bloqueadas com PBSC e as amostras adicionadas como foi
descrito em 3.9.2.1.2. Apds incubac3do durante 1 hora a T. A,
em camara umida as placas foram lavadas tres vezes com SST.
Em sequida cada orificio recebeu 100 ul de ACm2RVB (3.5) em
PBS 0,1 M pH 7,2 como Ac detector. Apos incubacao durante 1
hora a TA em camara umida as placas foram lavadas 4 vezes com
SST. Imediatamente, adicionou-se em cada orificio 100 ul de
conjugado anti-Igs totais de camundongos (3.6.1.) na diluicao
de 1:600 em PBS 0,1 M pH 7,2, Apos incubac3do durante 1 hora a
TA em camara umida, as placas foram lavadas sete vezes com
$ST e adicionou-se em cada orificio 100 ul da solucao de subs
trato de acordo com o estabelecido . em 3.9.1.2. As placas fo-
ram incubadas durante 15 minutos a TA em camara escura, e a-
pos esse perjodo, 50 ul de 3dcido sulfurico 2N foram adiciona-
dos a cada orificio para interromper a reacao.

3.9.2.3. ELISA III indireto duplo "sandwich” utili
zando ACm2RVB como Ac de captura

3.9.2.3.1. Sensibilizacao das placas

Microplacas de poliestireno (3.9.1.1.) foram sensi
bilizadas com 100 ul de diluicces do ACm2RVB purificado (3.5.)
em tamnao carbonato-bicarbonato 10 mM pH 9,6. As placas foram
incubadas "overnight" a 4°C em cimara Umida sendo utilizadas
no dia seguinte da sensibilizacao.

3.9.3.2. Execucgao da tecnica
Idem 3.9.2.1.2.
3.9.2.4. ELISA IV direto simples "sandwich" utili-

zando ACm2RVB conjugado com peroxidase co
com Ac revelador




36

3.9.2.4.1. Sensibilizacao das placas
Idem 3.9.2.1.1.
3.9.2.4.2. Execucdao da tecnica

As placas sensibilizadas foram tratadas, incubadas
com as amostras e lavadas como em 3.9.2.1.2. Imediatamente a-
dicionou-se 100 ul em cada orificio de ACm2RVB conjugado com
peroxidase (3.6.3.) na diluicao de 1:1.000 em PBS 0,1M pH 7,2.
Apos de incubacdo durante uma hora a TA em camara umida as pla
cas foram lavadas sete vezes com SST e adicionaram-se em cada
orificio 100 ul de substrato de acordo com o estabelecido em
3.9.1.2. As placas foram incubadas durante 15 minutos a TA
em cimara escura e apos esse periodo 50 ul de acido sulfurico
2N adicionado a cada orificio para interromper a reacao.

3.9.2.5. ELISA V direto simples "sandwich" wutili-
zando ACm2RVB como Ac de captura e simul-
taneamente conjugado com peroxidase como
Ac revelador

3.9.2.5.1. Sensibilizacao das placas

Idem 3.,9.2.3.1.

3.9.2.5.2, Execucdo da tecnica
_ As placas foram tratadas e incubadas com as amos -
tras e lavadas de acordo com 3.9.2.1.2. Imediatamente adicio-
nou-se 100 ul de ACm2RVB conjugado na diluicao de 1:1.000 em

PBS 0,1 M pH 7,2 sendo feita a revelacio diretamente como foi
descrito em 3.9.2.4.2.

3.9.2.6. Leitura das reacbes e interpretacao dos
resultados
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As leituras das reacoes foram feitas com ajuda do
espectrofotometro no comprimento de onda (DO) de 492 nM.

Leitura menores de 0.200 (DO) foram consideradas ne-
gativas. Esta primeira classificacdo foi feita considerando que
uma intensidade de cor menor que esse valor, alem de ser de
dificil percepcao no caso de se realizar a leitura em forma vi
sual, em geral e conseqtiencia de reacOes inespecificas. Leitu
ras iguais ou maiores de 0.200 (D0), foram consideradas posi-
tivas com a seqguinte classificacao: de 0.200 a 0.499 (DO) 1+;
de 0.500 a 0.999 (DO) 2+; de 1.000 a 1.499 (DO) 3+; de 1500 a
2.000 (DO) 4+ e maiores de 2.000 (DO) 5+.

Na categoria 0.200 a 0.499 (DO) 1+, deve-se desta-
car que um resultado que seja incluido em um valor de 0.200 a
0.300 (DO) pode o originar diividas no caso de se realizar a
leitura visual, sendo necessario, guando e de interesse o re-
sultado individual, confirmar esses resultados com um novo tes
te ou recorrer a outros testes de referéncia.

3.9.2.7. Controle de conjugado e substrato

Em cada teste de ELISA, foram inciluidos um contro-
le conjugado (dois orificios) onde o Ag foi substituido por
PBS(EDTA e um controle de substrato em onde o Ag foi substi-
tuido por PBS/EDTA e o conjugado por PBS 0,1 M pH 7,2. 0 con-
trole de substrato foi sempre utilizado na calibracao do es-
pectrofotometro.
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4., RESULTADOS

4.1. Padronizacao do teste de ELISA indireto na de-
teccao de Ac anti-RVB

A primeira preocupacao quando se trabalha com a tec
nologia de hibridomas e quanto ao metodo a ser usado para se
detectar os Acs produzidos. O teste de ELISA indireto foi )
escolhido para esse fim por ser um metodo altamente sensivel,
por requerer pequenas concentragoes de Ag, ser de facil execu
cdo e por permitir ao mesmo tempo avaliar um grande numero de
sobrenadantes de culturas de celulas.

Com a finalidade de pesquisar Ac anti-RVB tornou-se
necessario a padronizacao do teste de ELISA indireto, uma vez
que nao eram conhecidos os parametros ideais para o emprego do
Ag de RVB amostra Lincoln purificada nesta tecnica.

Os dados apresentados no GRAF.1, demonstram que 0,]
ug da amostra Lincoln de RVB purificada por 100 ul de tampao
carbonato 10 mM pH 9,6, representa a concentracac otima para
se detectar Ac de camundongo anti-RVB, pelo teste de ELISA in
direto. Um incremento na concentracao do Ag de ate 2 mg nao au
mentou a sensibilidade da prova. Em razao disto, no teste de
ELISA indireto para deteccao de Ac anti-RVB, foi utilizada a
concentracao de 0,1 ug de RVB amostra Lincoln purificada por
100 ul de tampao carbonato 10 mM pH 9,6.
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4,2. Producao de ACm

A obtencao de hibridos, bem como as etapas envolvi-
das na selecdo de clones estdo representadas no QUAD.1. As cg
lulas apos a fusdo foram distribuidas em duas placas de 96 o-
rificios e duas de 24 orificios em meio HAT. Todos os orifi -
cios continham "Feeder layer" de macrofagos. Apos o crescimen
to, a presenca de Ac no sobrenadante das culturas foi avalia-
do pelo teste de ELISA indireto, em um total de 135 orificios
selecionados por apresentar um otimo crescimento. Setenta e
cinco dos sobrenadantes, (55,55% dos orificios testados), es-
tavam secretando Ac anti-RVB. Esses 75 hibridos foram classi-
ficados pela intensidade de cor desenvolvida no teste de ELISA
em: a) fracamente positivo (1 +); b) positivo (2 +); sendo am
bos grupos posteriormente desprezados; e c) fortemente positi
vos (3 +), sendo todos eles expandidos e criopreservados; e
sete clonados (QUAD. 1). Das sete clonagens, foram seleciona-
dos 12 clones, dos quais tres contaminaram, e nove permanece-
ram com capacidade secretora de Ac sendo portanto inoculados
intraperitonealmente em camundongos Balb/c para produgao de
1iquido ascitico. Destes nove, dois nao cresceram, quatro per
deram a capacidade de secretar Acs e o0s tres restantes tive-
ram bom crescimento e boa capacidade secretora de Acs anti-RVB
(QUAD. T1). Na TAB. III apresenta-se um resumo das principais
caracteristicas destes nove clones produtores de ACm.

4,2.1. Caracterizacao isotipica dos ACm

A caracterizacao de isotipos dos nove ACm obtidos
de cultura de celulas esta representada na TAB. III. Nela po-
demos observar que os ACm denominados ACmIRVB; ACmSRVB e ACm12RVB
(33,33% dos clones obtidos} pertencem a classe G das imunoglio
bulinas, e que os ACm denominados ACm2RVB, ACm4RVB, ACm5RVB,
ACm10RVB e ACm11RVB (66,66% dos clones obtidos) pertencem a
classe M das imunoglobulinas. '
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4.2.2. Atividade imunologica dos ACm frente ao RVB

A atividade imunologica "in vitro" dos ACm foi ava-
liada pelo teste de ELISA indireto. Os titulos maximos dos ACm
na presenca de RVB estao mostrados na TAB. IV. Nos sobrenadan -
tes de cultura, em geral o titulo da maioria dos ACm ({ACMA4RVE,
ACm5RVB, ACm6RVB, ACm10RVB, ACm11RVB e ACm12RVB) foitmixo,reg
gindo positivamente s0 quando o material foi testado sem dij-
luir. Titulos intermediarios foram obtidos com ACmIRVB e ACMORVE ,
enquanto ACm2RVB permaneceu positivo até uma diluicio de 1:
1.000.

Dos tres ACm obtidos em camundongo, a partir do 13
quido ascitico, ACm2RVB apresentou um titulo elevado (1:1.000.000)
enquanto ACm5RVB e ACm6RVB revelaram baixo titule (TAB. IV).

Em razao destes resultados, o ACm2RVB foi se]eciong
do para a realizacao de estudos subsequentes, sendo os demais
ACm. armazenados para estudos posteriores.

4.3, ELISA no diagnostico de RVB

A capacidade apresentada pelos cinco testes de ELISA
desenvolvidos neste trabalho em detectar RVB em fezes, foi a-
valiada frente a 48 amostras de bezerros que tinham sido pre-
viamente caracterizadas como positivas ou negativas (TAB. II)
por trés metodos de diagnostico de referéncia: isolamento em
cultura de células, ELISA-INTA policlonal e eletroforese do
RNA virico em gel de poliacrilamida (3.2). Foram também  in-
cluidas, como controles positivos, as amostras de referéncia
RVB amostra Lincoln e RV-SA11.

Em todos os casos as leituras das reacoes foram fei
tas com ajuda de um espectrofotometro no comprimento de onda
de 492 nm, os resultados expreséados em valores de DO, e as
amostras foram classificadas pela intensidade de cor desenvol
vida na reacao de acordo com o estabelecido em 3.9.2.6.
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4,3.1. ELISA I indireto duplo "sandwich" utilizando
Acs policlonais

Na TAB. V sao apresentados os resultados para cada
uma das amostras analisadas pelo teste de ELISA 1.

Por este teste, 14 amostras (47,75% das positivas)
foram classificadas com 2 + (DO de 0.500 e 0.999) sendo que a
majior leitura obtida foi de 0.752 (DO) correspondendo a amos-
tra 194. A maioria das amostras (63,15% das positivas) foram
classificadas com 1 + (DO de 0.200 a 0.499), (TAB. X, GRAF. 6).

E interessante se destacar que a leitura de quatro
amostras (210, 269, 301 e 302), 10,6% das amostras positivas,
foi menor que 0.300 (DO) (TAB. V).

4.3.2. ELISA II indireto duplo "sandwich" utilizan-
do ACmRVB como Ac detector

4.3.2.1. Titulacao de ACm2RVB como Ac detector

Com o objetivo de determinar a capacidade de detec-
cao e padronizar a concentracao otima de ACmRVB a ser utiliza
da no teste de ELISA IT, foram empregadas as seguintes dilui
coes deste ACm purificado: 1:25.000; 1:50.000; 1:75.000; 1:
100.000; 1:125,000; 1:150.000; 1:175.000 e 1:200.000. Estas
diluicoes foram testadas no ELISA II frente a concentracoes fi
xas de RVB amostra Lincoln purificada e tres amostras de fe-
zes de bezerros previamente caracterizadas'por ELISA I . - poli-
clonal, havendo sido classificadas como fortemente positivas:
amostra 194; fracamente positiva: amostra 30]; e negativa: a-
mostra 031, Como e indicado no GRAF. 2, ACm2RVB mostrou-e e-
ficaz como Ac detector, sendo considerada a diluicao de 1:
50.000 como a concentracao otima a ser utilizada neste teste,.

4,3.2.2, Analises das amostras de fezes de bezerros

Na TAB. VI sao apresentadas os resultados para cada
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uma das amostras, analisadas pelo teste de ELISA II.

Este teste apresentou uma especificidade e sensibi-
lidade de 100%, sendo que 55,26% das amostras positivas foram
classificadas com 2 + (DO de 0.500 a 0.999) e 44,77% das amos
tras positivas com 1 + (DO de 0.200 a 0.499) (TAB. X;  GRAF.
6). Somente 2 amostras, 204 e 301, apresentaram uma leitura
menor que 0.300 (DO) (TAB. VI).

4.3.3. ELISA III indireto duplo "sandwich" utilizan
do ACm2RVB como Ac de captura

4.3.3,1. Titulacao de ACm2RVB como Ac de captura

Com o objetivo de determinar a capacidade de captu-
ra e a concentracao otima de ACm2RVB a ser utilizado no teste
de ELISA III, foram empregados microplacas de poliestireno sensi
bilizadas com ACm2RVB purificado nas seguintes concentracoes:
6; 6,8; 8; 9,6; 12; 18; 24 e 48 ng de proteina por 100 ml de
tampao carbonato bicarbonatoc 10 mM pH 9,6.

A padronizacdao da concentracao de ACm2RVB a ser ab-
sorvida nos orificios da placa foi feita no teste de ELISA
III, empregando concentracoes fixas de RVB amostra Lincoln pu
rificada e as tres amostras de bezerros indicadas em 4.3.2.1,

Como estd indicado no GRAF. 3, 24 ng de proteina de
ACm2RVB foi considerada a concentracao otima a ser utilizada no
teste de ELISA III, embora uma.concehtracﬁo tao baixa como 12
ng de proteina foi capaz de detectar virus na amostra 301 con
siderada como fracamente positiva.

4.3.3.2. Analise das amostras de fezes de bezerros

Na TAB. VII sao apresentados os resultados para ca-
da uma das amostras analisadas no teste de ELISA III.

ELISA III mostrou-se 100% especifico e 100% sensi-
vel. Na TAB. X e no GRAF. 6 pode-se observar que das 38 amos-
tras positivas somente nove (23,68% das positivas) apresenta-
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ram uma leitura menor que 0.500 (DO}, sendo que apenas uma de
las (amostra 301) a leitura foi menor que 0.300 (DO) confir -
mando seu baixo conteudo de Ag. E interessante se destacar que
cinco amostras (13.15% das positivas) foram classificadas com
3 + (DO de 1.000 a 1.499) nivel de positividade ainda n3o a-
presentado nos testes anteriores.

4,.3.4, ELISA IV indireto simples "sandwich" utili -
zando ACm2RVB conjugado com peroxidase como
Ac revelador

4.3.4.1. Titu1ac50 de ACm2RVB conjugado no teste de
ELISA 1V

Com o objetivo de determinar a capacidade 'de reve-
lacao e padronizar a concentracao otima de ACm2RVB conjugado
com peroxidase no teste de ELISA IV foram testadas as sequin-
tes diluicoes deste material: 1:500; 1:1.000; 1:1.500; 1:
2.000; 1:2.500; 1:3.000; 1:3.500; 1:4.000; 1:4.500 e 1:5,000 .
Nesta determinacao se utilizaram microplacas de poliestireno
sensibilizadas de acordo com 3.9.2.1.1. sendo empregadas as
amostras de virus indicadas em 4.3.2.1. A diluicdo 1:1.000foi
considerada otima para ser utilizada no diagnﬁstico de RVB no
teste ‘de ELISA IV (GRAF. 4).

4.3.4.2. Analise das amostras de fezes de bezerros

Na TAB. VIII s3ao apresentados os resultados para ca
da uma das amostras analisadas no teste de ELISA IV.

A especificidade e sensibilidade no teste de ELISA
IV foi de 100%. Neste teste das 38 amostras positivas, comen-
te cinco delas (13,15%) apresentaram uma leitura menor que
0.500 (D0O), sendo que em duas amostras (210 e 301) a leitura
foi menor que 0.300 (D0); sete amostras (18,42% das positi -
vas) uma leitura de 0.500 a 0.999 (DO); doze amostras (31,57%
das positivas) uma leitura de 1.000 a 1.499 (DO); onze  amos
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tras (28,94% das positivas) uma leitura de 1.500 a 2.000 (DO)
e tres amostras (7,89% das positivas} uma leitura superior de
2.000 (DO) (TAB. VIII, GRAF. 4).

E interessante destacar que leituras superiores a
1.500 (DO) nao tinham sido obtidas nos outros testes de ELISA
previamente descritos neste trabalho (TAB. VIII; GRAF. 4).

4.3.5. ELISA V direto simples "sandwich” utilizando
ACm2RVB na captura e simultaneamente conjuga
do com peroxidase na revelacao

4,.3,5,1. Titulacao de ACm2RVB conjugado com peroxi-
dase no teste de ELISA V

Com o objetivo de determinar a capacidade de revela
¢ao e padronizar a concentracdo otima de ACm2RVB conjugado com
peroxidase no teste de ELISA V foram testadas as mesmas dilui
coes deste material indicadas em 4.3.4.1. Utilizou-se para es
ta determinacao, microplacas de poliestireno sensibilizadas com
ACm2RVB purificado de acordo com o descrito em 3.9.2.3.1.,sen
do empregadas as amostras de virus indicadas previamente em
4.3.2.1.

Embora uma diluicao de 1:2.000 permitiju diferenciar
as amostras positivas das negativas; foi considerada 1:1.000
a concentracao otima de ACm2RVB conjugado para se utiiizar no
teste de ELISA V no diagnostico de RVB (GRAF. 5).

4.3.5.2. Analise das amostras de fezes de bezerros

Na TAB. IX sac apresentados so resultados para ca-
da uma das 48 amostras analisadas no teste de ELISA V.

0 teste de ELISA V demonstrou-se 100% especifico e
100% sens?ve1; sendo onde se observarm as reagoes mais forte-
mente positivas: 63,15% das amostras positivas'foram classifi
cadas com 5 + (DO maior que 2.000); 13,55% com 4 + (DO de
1.500 a 2.000); 2,63% com 3 + (DO de 1.000 a 1.499); 10,52 %
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6s o tusoo: 2 ‘)Iuco;
244 orificios} Total anols-

75 sobrenadantes de culturg secrer-
tando Acs onti RVB - 55,55% -

\

+ + + T+ ry
24 {32%) 33 (44%) 18 { 24%)

24 expandidos e
congelodos

[J 7.clonogens ]

| 12 ciones |

\/

desprezados

. 9 inoculodos
3 contamingrom

dongos e congelodos

em camun-

\

— 4
2Nn0o crecerom perderam

de secretor

copacidade 3 ascifes

_

ACm2 RVB selecionado por
seu olto titulo 1x 106emELISA

ACm2 RVB -purificado por
precipitocgo com{NHz) S04

_—

ACm 2 RVB detector em EUSA
Il duplo"sandwich™ 1. 50000

ACm2RVB copturo em ELISA
1l duplo"sondwich" 24 ng/orfich

| ACMZ2RVB .
" conjygodo com Peroxidose

11000 (ACm 2 RVB)
Ac revelodor ELISA IV

1:1000(ACm2 RVB)
Ac revelodor ELISAV

+ :fracamente positivo
+ + :positivo
4+ 4 + :fortemente positivo
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TABELA III - Caracteristicas dos nove clones secretores de ACm

Sobrenadante Producao Liquido
Isotipo de cultura tumor de ascitico
ACmTRVE +++ sim -
Ig G ACm9RVB ++ sim -
ACm12RVE + sim -
ACnZRVE 4+ sim .
ACm4RVB + nao
ACm5RVE + sim e
Ig M ACm6ORVB S+ sim +
ACm1CRVB + sim -
ACm11RVB + nao

+++ : Clones fortemente positivos no teste de ELISA

++ : Clones mositivos no teste de ELISA

+ : Clones fracamente positivos no teste de ELISA

- : Clones que perderam a capacidade de secretar
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TABELA V - Teste de ELISA I indireto duplo "sandwich" utilizan
- do Ac policlonais no diagnostico de RVB

AmostrzrTas Leitura (DO) Intrepretacao
034 0.401 +
041 0.454 +
043 0.390 +
058 0.734 ++
060 0.673 s
111 0.645 ++
112 0.499 +
134 0.501 ++
143 0.566 +4
194 0.752 ++
196 0.400 +
200 0.576 ++
202 0.490 +
204 0.302 +
210 0.259 +
216 0.380 +
217 0.467 +
219 0.589 ++
220 0.470 +
269 0.290 T
274 0.530 ++
276 0.523 ++
280 0.510 ++
283 0.454 +
284 0.369 +
285 0.402 +
286 0.380 +
294 0.580 ++
295 0.444 +
297 0.487 +
298 0.502 ++
301 0.207 +

- 302 0.297 +
3073 0.408 +
304 0.490 +
310 0.456 +
316 0.377 +
322 0.511 +4
031 0.034 -
032 0.002 -
039 0.004 _
051 0.011 -
054 0.003 -
114 0.005 -
118 0.018 -
135 0.006 -
192 0.014 -
270 0.009 -

RVBE (Lincoln) 0.310 +

SA-11 0,446 +

Controle do conjugado 0.000 -

Controle do conjugado 0.000 -

DO de
+ DO de
++= DO de

0.000 a 0.199
0.200 a 0.499
C.560 a 0.999%




DO o 492 nm

2.000
1.500
concentracao
otima
1.000 194 -o-...
RVB-LO..,
e, o\.
\-
0.500 gy
T
301 "a '\_\
031 - _
\I

0.000 -

1/25.000-
1/175.000488 ¢

1/50.000
1/75.000
1/100.000-
1/125.000-
v, 1suoooH
1/200.0 00§84

Diluigoes de ACm2RVB

GRAFICO 2 - CURVA DE TITULACAO DE ACm2 RVB PURIFICADO
COMO Ac DETECTOR NO TESTE DE ELISA II.

RVBL.RVB emostra Lincoln purificada

031 'amostro negativa pora RVB

194 :aomostro fortemente positiva pora RVB
301 :amostra frocomente positiva pore RVB
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TABELA VI - Teste de ELISA II indireto duplo "sandwich" utili-
zando ACmZRVB como Ac detector no dignostico de RVB

Amostras ‘Leitura (DO) ‘Interpretacao
034 0.462 ' +
041 0.586 ++
043 0.496 +
058 _ 0.760 ++
060 0.85¢6 ++
111 0.631 + 4+
112 0.627 ++
134 0.509 ++
143 0.642 ++
194 0.766 ++
186 0.413 +
200 0.653" +
202 0.498 +
204 0.267 +
210 0.310 +
216 0.550 ++
217 0.533 ++
219 0.622 ++
220 0.488 +
269 0.377 +
274 0.669 ++
276 0.500 ++
280 0.547 ++
283 0.451 +
284 0.447 +
285 0.466 +
286 0.455 +
294 0.588 +4
295 0.520 ++
297 0.542 4
298 0.553 ++
301 0.247 +
302 0.34C +
303 0.439 +
304 0.554 ++
310 0.466 +
316 0.431 +
322 0.520 ++
031 0.081 -
032 0.069 -
039 0.103 -
051 0.114 -
114 0.098 -
118 0.044 -
135 0.035 -
162 0.082 -
270 0.069 -

RVB (Lincoln) 0.625 +4

SA-11 Cc.744 ++

Controle do conjugado 0.049 -

Controle do substrato 0.026 -

DC de 0.000 a 0.189
DO de 0.200 a 0.499
DO de G.500 a C.999

+
++

o n




DO a 492 nm
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2.000
1.500 concentrocoo
) otimo
.o 194
_/"o'"""--o----" 7
-
1.000 eO— e "
___.__...o-""
e oA © RVB-L
o 0"
0.500 0
O g
. 301
o\o__,,p——/_o—? o 031
0.0 ---—-o——————o;———-o——--—"‘o““'—-—-o———-— b
6 6.8 8 9.6 12 18 24 as |

ng de proteinas /100 ul

GRAFICO 3- CURVA DE TITULACAO DE ACm 2RVB PURIFICADO
COMO Ac DE CAPTURA NO TESTE DE EL!SA Il

RVB-L.RVB oamostro Lincoln purificoda

031 amostro negotivo parec RVB

194 omostro fortemente positiva poro RVB
301 :amostra frocamente positiva poro RVB
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TABELA VII - Teste de ELISA JII indireto duplo ''sandwich" uti-

lizando ACmZRVB como Ac de captura, no diagndostico de RVB

‘Amostras Leitura (DO) Interpretacao
034 0.414 +
041 0.731 ++
043 0.363 +
058 0.823 ++
060 1.174 +++
111 0.567 ++
112 0.600 ++
134 0.374 +
143 0.476 +
194 1.292 +++
196 0.820 ++
200 0.511 ++
202 0.987 ++
204 0.312 +
210 0.335 +
216 0.902 +4
217 1.100 ++
219 0,988 ++
220 0.775 ++
269 0.659 ++
274 0.971 ++
276 0.728 ++
280 1.009 ++ +
283 0.976 ++
284 0.736 ++
285 0.984 ++
286 0.737 4
294 1.300 + 4+
295 0,645 +4
297 0.0678 ++
298 0.866 F+
301 0.250 +
302 0.381 +
303 0.705 +4
304 0.841 ++
310 0.737 ++
316 0.350 +
322 0.720 ++
031 0.053 -
032 0.035 -
039 G.108 -
051 0.114 -
054 0.111 -
114 0.131 -
118 0.051 -
135 0.045 -
192 0.101 -
270 0.050 -
RVEB (Lincoln) 0.871 ++
SA-11 0.857 ++
Controle do conjugado 0.034 -
Controle do substrato 0.001 -
- = DO de 0.0C0 a 0,199
- .= DO de 0.200 a 0.499
++ = DO de 0.500 a 0.999
+++= DO de 1.000 a 1.496
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DO a 492 nm

concentro¢do

otimo
. 728
m.ooo.—wwb o— N —a_
~N
| N
Pl. -
ll...l.o.ll.\l.‘..oj..fl.
1.500 4 | /o/
\
\
\
/.
1.000- /
\
n<m-ro....:.w\...\ /./
o.woo -4 \ I.\\-..
\\\... ///.d
031 . -
Pl... . ]
0.000 M35, D: Sy
g 8 ¢§ ¢ & 8 8§ 8§ ¢ 8
N ~ = o o ) " . o o
AR T 5 3 A T3 g 2

Diluigdes de ACm 2 RVB conjugado
GRAFICO 4 -CURVA DE TITULACAO DE ACm2 RVB CONJUGADO COM PEROX!DASE

COMO Ac REVELADOR NO TESTE DE ELISA

RVB-L. RVB omostra Lincoln purificado

031
194
301

:amostro negotive poro RVB
-amostra fortemente positiva pora RVB
omostra fracomente positiva para RVB

v




TABELA VlII - Teste de ELISA IV direto S'tmp]es.w 5andw1ch“-ut1~

lizando ACmRVB conjugado-com peroxidase como Ac

reve]ador no diagnostico de RVB

Amos tra

s Leitura (DO} Interpretacao
034 0.376 +
041%- 1.185 +++
043 0.412 +
058 > 2.000 44+
- 060 > 2,000 +++++
111 0.715 ++
112 0.668 ++
134 0.613 ++
143 0.729 4+
194 > 2.000 N
196 1.737 +H++
200 B 1.615 e
202 1.888 ++++
204 0.409 +
-210 0.270 +
216 1.266 +++
217 h 1.473 +++
219 1.523 e+
220 1.024 T+t
269 1.283 +++
274 1.975 ++++
276 - 1.338 44
280 1.588 i+t
283 1.535 ++4++
284 1.645° +H++
285 1.944 ++++
286 1.313 4+
294 1.852 ++++
295 1.448 +++
297 0.914 ++
298 1.5671 ++++
- 309 0.880 + .
-302 1.312 +++
303 1.001 +++
304 1.330 +4+
310 1.454 +44
316 0.915 +4
322 0.739 ++
031 0.091: -
032 0.042 -
.039 0.103 -
051. 0.104 -
0654 0.051 -
114 0.054 -
118 -0.0616 -
135 0.055 -
192 0.021 -
270 0.039 -
RVB (Lincoln) 0.971 ++
SA-11t > 2.000 44+
Controle do conjugado 0.012 -
Controle do substrato 0. GUD =~
- = DO de 0.000 a 0.199 .
+ = DO de G.200 a 0.499
++ = D0 de 0.500 a £.989
+4++ = DC de 1.000 a 1.499
s4+++ = D0 de 1.500 a 2.0CC
+++++ = D0 > que 2.000
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TABELA IX - Teste de ELISA Vdireto simples "sandwich" utilizan
do ACm2RVB como Ac de captura e simultaneamente
ACmZRVB conjugado com peroxidase como Ac revela-
dor, no diagnostico de RVB

-

Amostras. Leitura (DO) Interpretacio
C34 0.376 +
041 " 0.771 +4++4
043 . 0.574 . ++
058 > 2.000 ' +++++
060 > 2.000 +++++
111 0.929 ++
112 1.287 +4++
134 0,378 ++
143 0.544 ++
194 > 2.000 +++++
186 > 2,000 +4++++
200 > 2.000 _ S+
-262 > 2.000 . T4+
204 0.487 +
210 0.344 : +
216 > 2.000 44+
217 > 2.000 +++++
219 - > 2.000 ++ 4+ 4
220 > 2.000 +++++
269 ~ > 2.000 ++4+++
274 >.2.000 +++++
276 > 2.000 ottt
280 > 2.000 ) +++++
283 > 2.000 . +++44
284 > 2.000 . Sttt
285 "> 2.00C . P
286 1.905 o+t
S 294 > 2.000 +H+++
295 >.2,000 ) +++++
297 1.938 ' ++++
298 > 2.000 +++tt
301 0.385 o+
- 302 > 2.000 ’ +++++
303 1.964 ERRRERER
304. > 2.000 +++44
310 . > 2.000 +4+++4
316 ‘ R 1.977 i 4+
322 . > 2.000 EUFAFRES
i : .
0314 0.091 -
- . 032 0.052 -
039 0.094 -
051 0.092 -
054 0.127 -
14 0.113° -
118 0.085% -
135 0.067 -
192 0.114 -
270 0.043 -
RVYB (Lincoln) 1.012 : F++
SA-11 > 2.000 R
Controle do conjugado 0.017 : -
Controle do substrato 0.007 -
- = DD de 0.000 a 0.199
+4 . = D0 de 0.200 a 0.499
++ = DO de 0,500 a 0.999
+++° = DO de 1.000 a 1.499 ’ .
++++ = DD de 1.500 a 2.000
4444 =

DO > 2.000
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5. DISCUSSAOD

Recentemente, tecnicas “rapidas”, tambem denomina-
das de terceira geracao (ORGANIZACIOR MUNDIAL DE LA SALUD, 1981),
baseadas fundamentalmente em principios imunologicos, estao sen
do introduzidas nos laboratorios de diagnostico virologico, subs-
tituindo metodos classicos como isolamento em culturas  de
celulas, fixacao de complemento, soroneutralizacao, etc., no
intuito de aumentar a eficiéncia e rapidez na deteccao de Ags
e Acs, alem de facilitar, simplificar e economisar cada vez
mais o diagnostico de rotina.

Entre as tecnicas rapidas, o teste de ELISA vem ad-
quirindo uma grande difusdo e aceitacdo geral, em conseqlien -
cia das excelentes qualidades por ele apresentadas (VOLLER et
alii, 1980).

No caso das rotaviroses,o teste de ELISA & conside-
rado hoje, por sua simplicidade e sensibilidade, o metodo de
eleicao para diagnostico, permitindo detectar RV ou seus
Ags, diretamente nas fezes de individuos infectados sem neces
sidade de tratamentos previos (YOLKEN et alii, 1977a; ELLENS et
alii, 1978; SIMHON et alii, 1979; GRAUDALLE et alii, 1981; OR
GANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 1981).

Um numero crescente de meétodos imunoenzimaticos es-
tao sendo hoje produzidos e difundidos por diferentes labora-
torios oficiais e privados (Mkits" comerciais) destinados a
realizacdo do diaagnostico das rotaviroses humanas e das dife-
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rentes especies animais, em geral utilizando soros policlo-
nais convencionais (KNISLEY et alii, 1986).

0 problema potencial destes soros policlonais, de-
vido ao fato de serem obtidos de fontes diferentes ou da mes-
ma fonte em periodos de tempo diferentes, & o seu alto grau
de heterogenicidade como conseqliencia do elevado nimero de po
pulacoes de Ac diferentes, variaveis e indefinidas que parti-
cipam em sua constituicao.

Estes imunesoros podem, portanto, apresentar varia-
coes de especificidade e de sensibilidade, reatividade cruza-
da com outros Ag presentes na amostra e identificacao eficien
te de virus de uma amostra e nao de outra (BRESCHKIN et alii,
1981). Este fenomeno € mais critico nos testes de diagnostico
de elevada sensibilidade, como e o caso dos m@todos imunoenzi
maticos, originando uma grande variacao nos resultados e preo
cupando aos fabricantes de "kits" de diagnostico pela falta
de uniformidade e confiabilidade nos produtos elaborados.

Alguns autores,visando solucionar o problema produ-
ziram ACm com o objetivo de substituir os soros policlonais
no teste de ELISA para diagnostico de RV (BRESCHKIN et alii,
1981; BEARDS et alii, 1984; WHITE et alii, 1984; LAMBERT
et alii, 1984; SHAW et alii, 1985; HERRMANN = et alii,
1985; KNISLEY et alii, 1986; DOERN et alii, 1986).

Os ACm pelo fato de reconhecer um Unico epitopo, sao,
caracteristicamente reagentes altamente especificos. A obten-
cdo destes reativos e feita a partir de clones de celulas hi
bridas capazes de crescer "in vitro", e como podem ser armaze
nados em nitrogenio 1iquido por tempo indeterminado, garantem a
producao uniforme e continua do produto de sua secrecdo. A in
clusao destes reativos bem definidos e homogéneos nos "kits"
de diagnostico permite dispor de metodos com um alto grau de
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€specificidade, sendo tambem PossTvel obter maior reproducibi
lidade nos resultados, independentemente do tempo ou local de
sua realizacao (MILSTEIN, 1980),

Com esse objetivo, néste trabalho foram produzidos
€ selecionados nove ACm (TAB. IT1I), que reconheceram RVB amos
tra Lincoln com diferentes nivejs de eficiencia (TAB. IV). €n
tre eles o denominado ACm2RVB de isotipo M apresentou uma ai-
ta capacidade de reagir com o Ag homdlogo, mantendo €ssa atj-
vidade atz uma diluicao de 1:1.000.000 no teste de ELISA indi
reto na deteccdo de Ac (TAB, 1v).

Observa-se que nesta avaliacdo foi utilizado, como
Ac revelador (conjugado), up S0ro anti Igs totais de camundon
90s, sendo portanto provavel uyp aumento desse titulo no caso

varam a avaljar g ACm2RVB en Quatro diferentes versoes do
teste inunocenzimitico na identificacio de RVB, sendo analisa-
da independentemente de sua Capacidade como Ac de deteccao (E
LISA 11), Ac de Captura (ELISA ITI), Ac de revelacao (ELISA
IV) e Simultaneamente comp Ac de capntura e revelacao (ELISA v).

Com a finalidade de Comparacao foij incluido o teste de
ELISA | indireto duplo "sandwich® policlonal convenciona].Sei
viu,também,como base para asg modificacgeg que originaram os

testes de ELISA II, 117 e IV,

clusivamente na conposicao de alguns dos reativos imunclogi -
cos (Ac) e no numero de incubacdes realizadas ("sandwich" gy-
Plo ou simples). Mantiveram-se constantes o protocolo da tec-
nica, os materiais, solucoes e drogas utilizadas, que even-
tua]mente,poderiam interferir na COomparacao dos resultados.

de bezerros, Previamente classificadas COMo positivas oy nega
tivas por tras tecnicas de referencia (4.1.3.) ¢ duas  amos-
tras padrges de RV {Rvg amnestra Lincoln e SA-T11), éncontrou -
S€ que 0s cinco testes de ELISA empregados foram 100% especi-
ficos, con ausencia de falsos Positivos, e 1pgy sensiveis, com
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ausencia de falsos negativos. A intensidade de cor desenvo]vi
da durante a reacao pelas amostras positivas foi marcadamen-
te diferente em cada teste, quando se analisaram as leituras
obtidas no espetrofotometro em un comprimento de onda (DO) de
492 nm (TAB. X e GRAF., 6).

No teste de ELISA I,as reacoes positivas foram em
geral baixas, alcancando um valor maximo de 2 + (DO 0.500 a
0.999) e houve uma alta percentagem de reacoes de 1 + (63.15% das amos
tras positivas) quando comparado com os outros testes (GRAF.6), suge
rindo um mediocre desempenho dos soros policlonais, embora te-
‘nham sido empregados em diluicoes relativamente baixas.

Em funcao destes resultados,no caso de se empregar
este teste no diagnostico de rotina, & aconselh3vel para uma
melhor interpretacao dos resultados, principalmente quando se
realiza a leitura a simples vista, processar as amostras para
lelamente na mesma placa com um soro de captura hiperimune po
sitivo e um soro de captura negativo, de acordo com o protoco
lo descrito em RED DE COOPERACION DE LABORATORIOS VETERINA-
RIOS DE DIAGNDSTICO, 1985. tsta modificacio & inprescindi
vel quando se tem aque confirmar,com uma nova prova, aquelas a
mostras classificadas neste trabalho como fracamente positi -
vas (DO 0.200 a 0.300) apresentadas no teste de ELISA I em
quantidades importantes (10,52% das amostras nositivas).

A substituicao do soro bovino poeliclonal anti-RVB
{soro detector) por ACm2RVB na diluicao de 1:50.000 no teste
de ELISA II melhorou a eficiencia do metodo, invertendo a dis
tribuicao das percentuais das amostras positivas com respeito
as observadas no teste de ELISA I (GRAF. 6).

Embora essa capacidade tenha se tonservado ate uma
diluicao 1:75.000, permitindo detectar a presenca de Ag vi-
rais na amostra 301, Caracterizada por possuir baixa concen -
tracao de RV, com o objetivo de garantir a sensibilidade do
metodo, 1:50.000 foi considerada a diluicado otima a ser utili
zada neste teste, [ interessante destacar que, como Ac reve
lador (conjugado), foi utilizado um soro anti-Igs totais de ca
mundongo, existindo a possibilidade de se aumentar ainda mais
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a eficiencia deste teste com a inclusao de um conjugado espe-
cifico anti-IgH.

Estes resultados coincidiram com os reportados por
BEARDS et alii (1984), os quais demonstraram um melhor ren -
dimento no teste de ELISA indireto na identificacdo de RV com
a inclusao de um ACm na diluicdo 1:10.000 na etapa de detec-
cao. Posteriormente outros autores (WHITE et alii, 1984 ; LAN-
BERT et alii, 1984; HERMANN et alii, 1985) confirmaram esses
resultados quando utilizaram ACm anti-RY grupo especifico na
etapa de deteccao, Observa-se que em todos esses trabalhos os
diferentes ACm foram empregados em concentracdes marcadamente
superiores ao ACm2RVB, destacando-se como uma das qualidades
deste ACm, o seu elevado titulo.

Um melhor comportamento ainda foj observado no tes-
te de ELISA III com a incorporacao de ACm2RVB como Ac de cap-
tura. 0 poder de captura deste ACm pode ser avaliado observando
0s dados apresentados no GRAF. 3 e no GRAF. 6 Uma concentra
¢ao tao baixa como 12 ng de proteina (equivalente a uma
diluicao 1:100.000) foj suficiente para capturar RVB ainda na
amostra 301 (fracamente positiva) € Um aumento na concentracio
de proteina na fase s6lida ate 48 ng nao modificou substan-
cialmente os resultados, sendo que 24 ng de proteina foi considerada
a concentracao otima de ACm2RVB para sensibilizar as micropla
cas no teste de ELISA III.

Nestas condicles o teste de ELISA II] apresentou rea
coe fortemente positivas de ats 3 + (DO 1.000 a 1.499) traduzida por
intensidade de cor,nao observada nos testes anteriores.

Esta excelente capacidade de captura converte a
ACmzZRVB em um reativo altamente qualificado, considerando que
a primeira fase do teste de ELISA & estremamente critica, e
uma eficiente captura & a base fundamental de todo teste imu-
noenzimatico sobre o que se sustenta as demais etapas.

Esta ultima observacao explicaria o fato que o0s me-
Thores resultados, entre os tres testes de ELISA doble "sand-
wich", foram obtidos em ELISA II] quando ACm2RVB substituiu o
soro policional na captura, embora tenha sido mantido o mesmo siste
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ma detector-revelador que em ELISA I. A substituicao de soro
policlonal detector por ACmZ2RVB em ELISA II, mudando a totali
dade do sistema revelador apesar de melhorar a eficiencia com
referéncia ao ELISA I, nao alcangou o nivel obtido no ELISA III
(TAB. IX, GRAF. 6).

Em trabalhos anteriores diferentes autores (BEARDS
et alii, 1984; SHAW et alii, 1985; KHNILEY et alii, 1986) de-
monstraram que a inclusao de um ACm na fase solida no teste
de ELISA aumentou,significativamente, a capacidade de captura
de RY, quando foi comparado com soros policlonais. Embora es-
tes resultados coincidam com os apresentados neste trabalho,
destaca-se que esses ACm foram empregados em diluicoes nao
maiores de 1:10,000 (BEARDS et alii, 1984), quatro vezes menor a
indicada para o ACm2RVB.

Visando simplificar ainda mais o teste de ELISA
no diagnostico de RVB, o ACm2RVB foi conjugado com pero
xidase e avaliacao em duas versoes diferentes do teste de
ELISA direto simples "sandwich": o ELISA IV que utilizou soro
poticlonal na captura e ELISA V que wutilizou na captura ACm
2RVB.

0 teste de ELISA direto simples "sandwich" conta com
a vantagem de eliminar uma etapa de incubacao, facilitando des
sa forma a operacionalidade do laboratorista, alem de dimi-
nuir as possibilidades de erros possiveis de. se produzir duran-
te a realizacao da tecnica (ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD,
1981).

Embora o teste de ELISA IV tenha conseguido um au-
mento marcado na intensidade de cor desenvolvida pelas amos
tras positivas, 0 teste de ELISA V, que utilizou exclusi-
vamente ACm2RVB como reative imunologico, foi o que apresentou a
maior eficiencia na deteccao RVB, mostrando as reacdes mais
fortemente positivas (TAB. IX; GRAF. 6).

tstas marcadas diferencas obtidas nas leituras das
amostras positivas, entre o teste de ELISA IV e V, so podemn
ser explicadas pela substituicao do soro de captura policlo-
nal por ACmRVB,confirmando.como ja foi observado no teste de
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ELISA III, a excelente capacidade de captura deste ACm.

Embora o marcado aumento na intensidade de cor ob-
servada na maioria das amostras positivas nos testes de ELISA
IV e fundamentalmente, ELISA V, como conseqgllencia da maior efi
ciencia na deteccao de RV, alcancando em algumas leituras va-
lores de ate 5 + (DO 2.000}, este fato nao modificou a espe-
cificidade dos testes, mantendo-se ausentes os falsos positi-
vos (TAB. IX).

Embora tenha sido descrito que o teste de ELISA du-
plo "sandwich” & mais sensivel que o simples “sandwich" pelo
fato de estar amplificada a reacao Ag-Ac nas etapas detecgao-
revelacao (QRGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 1981), surpreen-
dentemente oS tesfes de ELISA IV e V apresentaram as reacoes
mais fortemente positivas.

Estes resultados contradisseranm 0s obtidos por
BEARDS et alii (1984). MNesse informe, 0s autores reportaram que
um teste de ELISA direto simples "sandwich" utilizando exclu-
sivamente ACm, semelhante ao teste de ELISA V desenvolvido nes
te trabalho, foi menos sensivel que dois testes de ELISA indi
reto duplo "sandwich", um deles incluindo ACm na captura e ou
tro na deteccao.

Este fato poderia ser explicado considerando que es
ses autores utilizaram como conjugado um ACm do isotipo G,
enquanto que no teste de ELISA IV e V foi utilizado um ACm do
isotipo M. A estrutura pentamerica da IgM, com peso molecular
cinco vezes sunerior a IgG, ligaria mais moleculas de peroxidase
durante o processo de conjugacao, amplificando a reacao duran
te a etapa de revelacdo. Alem disto a IgM ndo necessariamente,
saturaria todos seus parotopos na reac¢ao Ag-Ac, sendo isto
mais fativel no caso da IgG, amplificando ainda mais essa rea
cao-

Apos a conjugacao,o ACm2RVB perdeusignificativamen-
te seu titulo. Nas FIG. 6 e 7 pode se observar que, em ambos
sistemas,o conjugado revelou a presenca de virus na amostra
301 (amostra fracamente positiva) em uma diluicao ate 1:2.000,
sendo 1:1.000 considerada a diluicdao otima para ser utilizada
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rotineiramente nestes dois testes de ELISA.

Embora seja normal a perda de Igs durante o proces-
so de conjugacao, ainda com 0s soros policlonais, este fato
pode se agravar no caso doACm2RVB de isotipo Igh, macromolecu
la que alem de apresentar uma maior fragilidade, tende normal
mente a formar agregados, desvantagens proprias, deste tipo
de Ig que devem ser consideradas no momento de sua manipula -
cao.

0 fato de ser ELISA V um teste direto, de facil rea
lizacao, que so inclui reativos homogeneos bem caracterizados,
alem de apresentar um alto grau de sensibilidade e especifici
dade, onde as reacoes positivas sao intensas e bem definidas
facilitando a leitura direta a simples vista, abre excelentes
possibilidades para se incluir este teste no diagnostico de
rotina de RVB.

E interessante se destacar que o ACmZ2RVB apresenta a
capacidade de reconhecer, em forma cruzada, o RV amostra SA-11 (o
rigem de macaco). Esta amostra e comumente empregada na pre-
paracao de imunosoros e incluida como controle positivo nos
testes imunoenzimaticos desenvolvidos para o diagnostico de
RY humana, portanto esta reatividade cruzada cria excelentes
possibilidades para se analisar a eventual inclusao do ACm2RVB
no teste de ELISA na identificacao de RV humano e de outras es
pecies de mamiferos que,como ja tem sido descrito por dife -
rentes autores,compartem determinantes antigenicos comuns de
grupo (MC NULTY, 1978; MOHANTY, 1981).

Embora neste trabalho nao tenha sido possivel iden-
tificar o polipeptideo reconhecido pelo ACm2RVB, estes resul-
tados sugerem que reagiria com algum epitope localizado no
VP6, onde se tem caracterizado os determinantes antigenicos
comuns de grupo (TAB. 1). Esta observacao se apoia tambem no
fato de aue VYP6 e o polipeptideo que representa a maior parte da mas-
sa proteica total (60%) do virus completo, explicando nrova -
velmente, as reacoes pelas quais a maioria dos ACm obtidos pe-
los diferentes pesquisadores que trabalharam com RV, estao di
rigidos contra essa proteina estrutural ou pelo menos quando
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isto nac tem sido confirmado, caracterizam-se por apresentar
reatividade cruzada (BRESCKIN et alii, 1981; GARY et alii,
1982; ROSETO et alii, 1983; GREENBERG et alii, 1983a; GREEN-
BERG et alii, 1983b; SONZA et alii, 1984; LAMBERT et alii,
1984 ; CRANAGE et alii, 1985).

Considerando a estrutura pentamerica do ACm2RVB, se
ria interessante se analisar no futuro a possibilidade de a-
daptar este ACm em um teste de aglutinacao passiva, sensibili
zando, eventualmente hemacias de carneiro ou particulas de la-
tex, tecnica que tem sido descrita com exito utilizando ACm
por CRANAGE et alii, 1985,

Finalmente o ACmZRVB apresentou caracteristicas tais como,
alto titulos, elevada afinidade, reatividade cruzada e boa adap
tacao no teste de ELISA nas funcoes de captura, deteccao ou
revelacio. Alem disso, o hibrido secretorapresentou otimo cres
cimento "in vitro", com boa producao de tumor e liquido asci-
tico, oferecendo excelentes possibilidades para sua futura u-
tilizacao no diagnostico das rotaviroses,
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6. CONCLUSOES

Foram obtidos nove ACm com capacidade de reconhecer
RVB, sendo tres deles de isotipo G e seis de isotipo M.

Um deles, o ACm2RVB, apresentou titulo de ate 1:1.000.000.

ACm2RVB mostrou-se efetivo como Ac de captura, de-
tector e revelador em quatro variacoes diferentes do teste de
ELISA.

0s cinco testes de ELISA desenvolvidos neste traba-
1ho apresentaram uma sensibilidade e uma especificidade de
100%.

A inclusdo do ACm2RVB nas diferentes variantes do
teste imunoenzimatico, aumentou a intensidade de cor desenvol
vida durante a reacao pelas amostras positivas, quando compa-
rou-se com as obtidas no ELISA I policlional.

As reacoes mais foriemente positivas foram obtidas
no teste de ELISA V que utilizou exclusivamente ACm2RVB.

0 reconhecimento de RV amostra SA-11 por ACmZRVB su
gere a possibilidade de se utilizar, tambem, este ACm no diag -
nostico de RV humano e, eventualmente,de outras especies de ma
miferos.

A reatividade cruzada apresentada pelo ACmZRVB suge
re que este tenha reconhecido url epitopo localizado em
VP6.
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