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RESUMO

O antigeno do virus da cinomose canina (CIC) foi produzido em dois tipos de
cultivos celulares, células de fibroblasto de embrifo de galinha (FEG) e
celulas de rim de macaco verde (Vero). Esses antigenos foram utilizados
para ensaio do teste de ELISA indireto (ELISAI), detectando anticorpos
sorologicos de caes. Os oitenta e um soros testados frente ao antigeno
produzido em FEG e os sessenta testados frente ao antigeno produzido em
Vero foram previamente analisados pela soroneutralizagdo (SN). Neste
trabalho s@o apresentados e discutidos os procedimentos para a producéo
do antigeno viral e os resultados obtidos em sua utilizag&o nos dois sistemas
de ELISAI desenvolvidos.




1 INTRODUGAO

A cinomose canina (CIC) € uma doenca altamente contagiosa causada
por um morbilivirus, podendo acometer membros das Familias Canidae,
Mustelidae e Procyonidae. O virus da CIC produz doenga natural no cio,
caracterizada por um periodo de incubacdc de trés a seis dias,
envolvendo febre, secrecdo nasal e ocular, disturbios intestinais e
pulmonares. Comumente ocorrem sintomas no sistema nervoso central
(SNC) durante a fase aguda da doeng¢a ou, apos trés a quatro semanas
de evolucgao clinica. Em alguns casos a infecgdo do SNC pode aparecer
sem sinais prévios de doenca ou apos o periodo de recuperacdo das
manifestacdes sistémicas. Durante muito tempo foi uma das maiores
causas de doencas neurclogicas em cades, poréem, a partir da vacinagao
sistematica, houve grande redugdo na sua incidéncia; contudo a
frequéncia da doenga entre animais previamente imunizados ainda €
significativa. Dentre os diversos fatores de falhas vacinais, os inerentes a
vacinacao poderiam ser evitados atraves do conhecimento dos niveis de
anticorpos passivos gue possuem efeito neutralizante sobre a vacing,
estabelecendo-se um programa de imuniza¢ao mais adequado.

A determinagdo do perfil sorologico de filhotes, permite avaliar o
momento certo da primovacinagdo. Como a ingestdo de colostro &
variavel para cada filhote, os titulos de anticorpos tambem irdo diferir,
existindo dessa forma, uma época individual mais apropriada para iniciar
0 esquema vacinal. A alta prevaléncia da doencga na populagdo canina
torna necessaria a vacinagado sistematica e portanto, a sorologia no
diagnostico da CIC é limitada, ja que titulos de anticorpos no soro de um
animal, mesmo com sintomatologia clinica compativel, poderiam indicar
contato prévio com o virus ou a presenca de anticorpos vacinais. Titulos
aumentados de IgM podem ser detectados no soro de cédes que se
recuperam da fase aguda da doenca. Em cdes vacinados ou n&o, altos
niveis de IgG podem ser encontrados em infec¢do recente, passada ou
presente, o mesmo podendo ocorrer apos vacinagado. O uso da sorologia
pareada, asscciada a presenga da sintomatologia, pode auxiliar no
diagnostico clinico, sendo portanto essencial um exame sorologico com
boa sensibilidade e especificidade, que seja de baixo custo, simples e
rapido. O teste sorologico seria ainda indicado para titulagdo de soros
hiperimunes contra a CIC, e para avaliar o estado imunolégico de caes
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pertencentes a canis, detectando animais com titulos baixos, dentre eles,
cadelas na época de cobri¢do, para que possam receber a vacina em
tempo habil atingindo titulos protetores.

O virus da CIC tem sido propagado em diferentes sistemas de cultura,
incluindo células de aves, mustelideos, cies, humanos, felinos e primatas. O
efeito citopatico caracteristico (ECP) é a formacdo de células gigantes
multinucleadas (sincicios) e lise celular, porém em alguns sistemas como as
células de fibroblasto de embrido de galinha o ECP pode ser menos
evidente.

O teste de soroneutralizacdo é altamente sensivel e especifico sendo,
entretanto, de custo superior. pela necessidade do uso de cultivos
celulares e os resultados sdo mais demorados, limitando seu uso na
rotina O teste imunoenzimatico (ELISA) é reconhecido como um bom
metodo de pesquisa para varias classes de anticerpos contra antigenos
conhecidos, sendo rapido, sensivel e especifico quando bem
padronizado.

O presente trabalho objetivou a producdo de antigenos virais para o uso
em ensaios com ELISA indireto, visando a deteccdo de anticorpos
sorologicos de cédes contra o virus da CIC. Testou-se duas metodologias
de produgdo do antigeno: o virus cultivado em células de fibroblasto de
embrido de galinha e em células Vero. A sensibilidade e especificidade,
de cada teste, foi avaliada frente ao teste de soroneutralizacéo (SN).




2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 - Agente etioldgico

O virus da CIC é membro da Familia Paramyxoviridae, Sub-Familia
Paramyxovirinae, Género Morbilivirus, onde encontram-se também, o
virus do sarampo, morbilivirus dos golfinhos, cinomose das focas. peste
bovina, peste de pequenos ruminantes, conforme a classificagio feita em
1993 pelo International Comittee on the Taxomony of Viruses (Lamb &
Kolakofsky, 1996).

A natureza contagiosa da CIC ja era conhecida desde meados do século
XIX, porem Carré (1905) considerou-a como enfermidade causada por
um virus, posteriormente confirmado por DunKin & Laindlaw (1926).

Em simpésio sobre imunizacao para CIC, Ott (1966) em retrospectiva
com relacao as origens das amostras vacinais, referenciou Green (1939),
0 qual descobriu que inoculando sucessivamente o virus da CIC em
furGes aumentava a viruléncia para estes e aparentemente reduzia a
viruléncia para os caes, estabelecendo assim pela primeira vez a vacina
com virus vivo modificado ou atenuado para protegdo contra CIC. Haig
(1948) adaptou em membrana corioalantdide de ovo embrionado de
galinha a amostra trabalhada por Green, produzindo a amostra
Ondersterpoort utilizada como amostra vacinal. Cabasso & Cox (1949)
confirmaram os resultados de Haig. partindo de uma amostra viral de
campo adaptando-a em ovo, obtendo dessa forma a amostra Lederle.
QOutra, adaptada por Belcher, ficou conhecida como amostra Wisconsin
FXNO. Os primeiros a cultivarem o virus em cultivo celular foram Dedie
& Klopte (1951), porém Rockborn (1958), adaptou o virus em cultura de
células de rim de c&o. originando uma nova amostra. O virus adaptado
em ovo foi adaptado em cultura de célula de embrido de galinha por
Cabasso et al. (1959).

Segundo Corréa & Corréa, 1992 acredita-se que amostras virais
isoladas até o presente momento, pertengam ao mesmo sorotipo, por
serem sorologicamente indistinguiveis, apesar da duracio e do tipo de
sintomas produzidos por elas variarem muito. Porém recente pesquisa
desenvolvida por Gema et al., (a) (1996) utilizando um teste de
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imunoperoxidase, analisando 129 amostras de soros de cdes contra o
virus da CIC contradiz a afirmagao anterior. No referido teste, o soro anti-
Ondersterpoort reagiu fracamente contra duas amostras isoladas,
sugerindo a presenca de diferentes populagdes do virus da CIC a
campo.

O virus apresenta genoma de RNA de fita simples, envelope lipidico
pleomorfico circundando o cerne, derivado da membrana plasmatica da
célula do hospedeiro, (Lamb & Kolakofsky, 1996) (FIG. 1). Por ser um
virus envelopado é sensivel aos solventes lipidicos; agentes como calor
e luz ultravioleta inativam o virus, o qual permanece estavel a liofilizacdo
(Krakowka et al., 1985; Appel et al., 1987; Greene & Appel, 1990; Shell,
1990).

Fonte: Dr. Irene Mc Candhsh (Unrversndade e Glasgow)
Figura 1. Microscopia eletrénica do virus da cinomose

Estudo realizado por Hall et al. (1979) descreve as proteinas virais com seus
respectivos pesos moleculares (PM), sendo: L “large protein” (PM=200) uma
proteina grande e menos abundante localizada no complexo transcriptase
juntamente com as proteinas NP e P; H “hemaggiutinin protein” (PM=76)
uma glicoproteina responsaveél pela interagdo com a célula do hospedeiro
localizada na menbrana viral; P “phosphoprotein” (PM=66); NP “nucleocapsid
protein” (PM=58) associada as proteinas P e L durante o processo de
transcripgdo e replicagdo do virus; F — F; (PM=40) e F, (PM=23) “fusion
protein”; responsaveis pela fusdo com a célula do hospedeiro e M “matrix
protein”(PM=34) proteina da menbrana mais abundante.
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O virus atenuado da CIC adaptado em cultura de células tem sido propagado
em diferentes sistemas, incluindo cultura de células de aves, mustelideos,
cdes, humanos, felinos e primatas. O virus adsorve-se a célula alvo em
aproximadamente uma hora. O efeito citopatico (ECP) é caracteristico, com a
formacdo de celulas gigantes multinucleadas (sincicios) e lise celular
(Krakowka et al., 1985). Porém em alguns sistemas como celulas
fibroblasticas de embrido de galinha (FEG). o ECP pode ser menos evidente,
dependendo da amostra utilizada, niumero de passagens e método de
cultivo. Cultivando a cepa Ondersterpoort em sucessivas passagens em
FEG, Karson & Bussel (1959) encontraram como ECP o arredondamento
das celulas que permaneciam aderidas, mas eventualmente dispersas no
sobrenadante, sem formacgao de sincicios. Os autores observaram que com
aumento do numero das passagens, a presenca dos ECP ocorria em menor
tempo e com maior destruigdo, e que pequenas quantidades de particulas
virais propiciavam o aparecimento tardio dos efeitos e de forma mais focal.
Essas pesquisas possibilitaram o desenvolvimento de métodos menos
complexos para diagnostico viral e para monitoramento sorologico do curso
da doencga, e o desenvolvimento de vacinas atenuadas.

Estudo realizado por Cabasso et al. (1959) propagando o virus da CIC em
FEG avaliou o tempo otimo para coletar o sobrenadante. apos titula-lo com
quatro. cinco, seis e sete dias de incubagdo. Os resultados indicaram que
com quatro dias o titulo viral atingiu o seu pico.

A perda da viruléncia & um fendmeno frequentemente observado apos cepas
virulentas terem sido adaptadas a linhagem celular, mas esse mecanismo
ainda e pouco entendido. Parece que certos sitios do genoma do virus da
CIC, responsaveis pela perda ou ganho da viruléncia sao sitios mais sujeitos
a mutagdes, requerendo somente um pegueno numero de passagens em
sistema apropriado para mudar em ambas diregOes, ou seja perda ou ganho
de viruléncia, sequndo Hamburguer et al. (1991).

2.2 - Epidemiologia

O virus da CIC e abundante nos exsudatos respiratérios, mas pode ser
isolado de outros tecidos e exsudatos do organismo de um animal enfermo,
inclusive da urina. A eliminagdo pode ocorrer por 60 a 90 dias apos infecgo,
apesar de periodos menores serem mais comuns. A imunidade é
prolongada, mas nd@o necessariamente solida, pois pode ser alterada por
enfermidades imunossupressoras, ou por estresse. A taxa de infecgdo e
superior ao numero dos animais que apresentam a enfermidade, estimando-
se que ate 75% dos caes susceptiveis se tomam subclinicamente infectados




18

e eliminam o virus, sem sinais clinicos da CIC (Greene,1990; Corréa &
Corréa, 1992).

O sexo ou raga ndo tem influéncia no aparecimento da CIC, mas a idade de
maior incidéncia em cdes coincide com a epoca em que diminui a taxa de
anticorpos maternos passivamente transmitidos, sendo de ocorréncia mais
frequente em c&es com idade entre trés e seis meses (Greene,19380). O
contato com animais infectados, mantém o virus na populacéo, e o freglente
nascimento de filhotes ajuda a manter uma populacdo susceptivel (Greene,
1990).

Em estudo realizado nc Hospital Veterinario da UFMG no periodo de janeiro
de 1981 a agosto de 1983, através da andlise de 3.193 fichas clinicas da
rotina, Gouveia et al(1987) encontraram 6,1% de ocomréncia de CIC,
diagnosticada clinica elou laboratorialmente. Dentre os animais que
apresentaram a doenga 22,3% haviam recebido pelo menos uma dose de
vacina, indicando que falhas de imunizagdo séo frequentes. Provaveis
causas para esse fato seriam: presenga de baixos titulos virais e
conservacao inadequada das vacinas, interferéncia entre imunogenos em
vacinas polivalentes. ou ainda, doengas concorrentes, parasitoses,
hipertermia, estado nutricional e interferéncia de anticorpos matemos.
Observacoes semelhantes foram feitas por Alves (1996) que encontrou uma
prevaléencia da CIC de 525% dos quais 4 4% tinha idade entre 0-2 meses:
512% entre 2-12 meses e 38,3% acima de 12 meses de idade. O autor
verificou que 18.5% dos cées em estudo foram acometidos por doencas
infecciosas que poderiam ter sido prevenidas mediante imunizagdo. Ribeiro
(1988) constatou maior ocorréncia da CIC em regido geogréfica onde haviam
baixos niveis de vacinacao.

2.3 - Patogenia

A via de ingresso mais comum € a respiratoria, entretanto o virus da CIC
pode penetrar pela via digestiva ou conjuntival, por contato direto; as fontes
de infeccdo mais comuns sdo o ar, os fomites, dgua e alimentos
contaminados por secrecdes de cdes enfermos (Corréa & Corréa, 1992).

Dentre 24 horas, o virus replica-se nos macrofagos do trato repiratério
anterior e tonsilas. Do segundo ao quarto dia pos-infeccdo (PI), o numero de
particulas virais aumenta nas tonsilas e linfonodos retrofaringeos e
bronquiais. Entre o quarto e sexto dia P, ocomre a replicacdo do virus dentro
dos foliculos linfoides do bago, da lamina propria do estdmago e intestino
delgado, linfonodos mesentéricos e células de Kuppfer no figado. A
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disseminagdo do virus em o¢rgaos linféides corresponde a presenca de
leucopenia e aumento de temperatura no organismo. A leucopenia deve-se
principalmente aos linfécitos lesados pelo virus, afetando as células T e B
(Krakowka et al., 1980; Greene,1990).

A partir do nono dia pode haver invaséo das células epiteliais ocorrendo
replicacdo do virus e correspondendo ao segundo pico febril, com presenca
dos sintomas e sinais clinicos. Nessa fase € determinante o estado imune do
animal, com titulos de anticorpos adeqguados para CIC e imunidade celular
para eliminar o virus da maioria dos tecidos sem demonstrar sinal clinico da
doenga. Anticorpos IgG-CIC especificos tem-se mostrado efetivos em
neutralizar o virus extracelular, bem como inibir a disseminagéo intercelular
(Appell et al., 1982; Winters et al., 1984; Greene, 1990).

Céaes com niveis intermediarios tanto da resposta celular como humoeral
apresentam entre o nono e 14° P| disseminacdo do virus para todos os
tecidos epiteliais. Os sinais clinicos que se desenvolvem podem ser
eliminados com aumento do titulo dos anticorpos, porem o virus pode
persistir por longos periodos como virus completo em neurdnios, células
epidérmicas e tecido da Uvea. Esta permanéncia explicaria a encefalite tardia
e 0 ‘hard pad disease”, onde o virus esta restrito a neuronios e células dos
coxins plantares (Greene,1990; Coréa & Corréa, 1992).

Caes com estado imune debilitado apresentam entre o 9° e 14° dia PI
disseminagdo do virus para diversos tecidos, incluindo pele, glandulas
exocrinas e endocrinas, epitélios gastrointestinal e repiratorio e trato
genitourinario.  Sinais clinicos da doenga nesses cé&es s&o geralmente
severos permanecendo o virus nesses tecidos ate a morte do animal
(Greene, 1990).

2.4 - Imunidade

Anticorpos 1gG-CIC especificos tem se mostrado efetivos em neutralizar o
virus extracelular, bem como em inibir a disseminagao intercelular (Appel et
al., 1982; Winters et al., 1984; Greene, 19390).

Caes com estado imune debilitado apresentam entre o nono e 14° dia pos-
infecc@o disseminagdo do virus para diversos tecidos, incluindo pele,
glandulas exdcrinas e endocrinas, epitélios gastrointestinal e respiratério e
trato genitourinario. Sinais clinicos da doenga nesses cdes sdo graves
permanecendo o virus nesses tecidos até a morte do animal. (Greene, 1990).
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Estudos da resposta sorologica a CIC em caes gnotobidticos confirmam que
os titulos de anticorpos soroneutralizantes variam inversamente com a
gravidade da doenca (Winters et al., 1984; Greene, 1990).

As imunoglobulinas absorvidas do colostro conferem ao neonato titulo
semelhante ao da mée, variavel de acordo com a doenga considerada. Na
CIC é observado gue o titulo do filhote corresponde a 3 e 77% do titulo da
mé&e antes € apos mamar o colostro respectivamente. A meia-vida dos
anticorpos para CIC & de 84 dias. ou seja, a cada 8.4 dias o nivel de
anticorpos no filhote decresce em tomo de 50%. Esta queda reflete um
catabolismo proteico normal. Desta forma ocorrera uma variagdo intra € inter-
ninhadas ( Greene, 1990; Mc Donald. 1992; Souza, 1996).

De uma maneira geral, titulos de anticorpos neutralizantes (AN) maiores ou
iguais a 100 (2,0 log) sdo correlacionados com prote¢do completa contra o
virus virulento. Abaixo deste nivel uma queda na resisténcia ou uma aita
dose de virus virulento podera levar & doenca (Gillespie et al., 1958;
Gillespie, 1966; Povey, 1986).

A quantidade de anticorpos maternos transferidos para o filhote é
diretamente proporcional ao titulo da mae. Estes anticorpos transferidos
passivamente da mae para o filhote proporcionam um periodo de imunidade
temporaria que varia de poucos dias a meses. Existe um periodo de tempo
em que o titulo declinante do filhote & inadequado para impedir uma infeccio
natural mas ainda interfere com uma imunizagdo ativa, sendo esta fase
denominada periodo critico. Assim, o programa de vacinagio para proteger
os filhotes contra a CIC deve comegar quando os anticorpos transferidos
passivamente declinem a um nivel que permita gue os filhotes respondam
imunologicamente frente a exposicdo ao virus vacinal. Varias pesquisas
indicam que um grande numero de filhotes a cada ano estdo expostos
durante o periodo critico. Na maioria dos filhotes, o titulo de anticorpos de
origem materna é suficientemente reduzido com 42 a 56 dias de idade. Em
alguns filhotes, os niveis de anticorpos maternos ainda sdo protetores aos 98
dias de idade interferindo com a imunizag&o contra a CIC. Em outros casos,
a protecao colostral pode desaparecer antes dos filhotes serem vacinados e
consequentemente, alguns filhotes estardo susceptiveis ao nascimento,
enquanto outros estardo protegidos e ndo poderdo ser vacinados até que
alcancem 84 dias de idade. (Baker et al., 1959; Shell, 1990; McDonald, 1992,
Souza, 1996).

Em trabalho realizado na Escola de Veterinaria da UFMG, estudando em
condigbes de campo o perfil sorologico de filhotes provenientes de cadelas
vacinadas, de acordo com 0s esquemas de imunizagdo preconizados pelo
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veterinério ou proprietario, Souza (1996) observou grande variagdo nos
titulos de anticorpos passivos contra CIC em filhotes. A técnica de
soroneutralizacdo utilizada mostrou-se eficaz, porém cara, trabalhosa e
demorada, pela necessidade do uso de culturas celulares. O autor destaca a
necessidade do estabelecimento de testes soroldgicos mais acessiveis ao
clinico, para monitoramento da imunidade passiva e, conseguentemente, do
momento mais adequado & primovacinagao.

2.5 - Testes sorologicos

Testes de soroneutralizacdo (SN) para CIC foram feitos em ovos
embrionados por duas decadas. Afravés de testes quantitativos, com
concentracdo de virus pré-determinada, pode-se demonstrar a especificidade
e a relacdo entre virus e titulo de anticorpos soroneutralizantes em ovos
embrionados. Embora confidvel, este teste era caro e demandava tempo
para se obter o resultado (Winters, 1981).

O teste de SN em cultura de célula mostrou-se tdo sensivel quanto o teste
convencional em ovo embrionado de galinha (Gillespie, 1966; Appel &
Robson. 1973). A formag&o de sincicios em célula de rim de macaco verde
(VERQO) em dois a trés dias por uma amostra de virus altamente atenuada
em ovo, Ondersterpcort, permitiu a utilizagdo da SN em placas de
microtitulacio (Appel & Robson, 1973; Greene,1990).

O teste imuncenzimatico (ELISA) & largamente utilizado para pesquisa de
anticorpos contra antigenos conhecidos. Noon et al. (1980) utilizaram o
ELISA indireto para pesquisa de anticorpos IgG e IgM de forma comparativa
com a soroneutralizagéo, obtendo alto grau de correlagdo entre os dois
testes. Em um dos experimentos, dois ces foram infectados com o virus da
CIC, e o ELISA conseguiu detectar IgM uma semana antes gue se
obtivessem resultados positivos per SN. No ELISA-IgG foi possivel detectar
anticorpos cinco a seis dias pos-infecgdo. Apos testarem 273 soros por
ELISA (com a diluigdo de 1/100) e SN, analises estatisticas indicaram gue
houve 97.1% de correlagdo entre os testes, sendo que o ELISA apresentou
95,7% de sensibilidade e 98,1% de especificidade.

Bernard et al. (1982) desenvolveram um ELISA com alta sensibilidade e
especificidade para detec¢do de anticorpos IgG em soros de cées contra a
CIC, preparando um antigeno purificadc em colchdo e gradiente de
sacarose, para separar as proteinas virais. Segundo os autores, para evitar
reacbes inespecificas de soros positivos com o soro fetal bovino este foi
retirado durante o processo de produgdo da suspensao viral. O ELISA foi
utilizado para avaliar a resposta humoral de cdes apés receberem vacina
comercial com virus vivo modificado da CIC. Sendo comparado a SN, o teste
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apresentou sensibilidade e especificidade semelhantes. e a vantagem de
reduzir o tempo de obtengdo dos resultados.

2.6 - Testes virologicos

Shin et al. (1995) utilizaram a reagdo em cadeia da polimerase com
transcricdo reversa (PCR-RT), para diagnostico da CIC, com o gene da
proteina do nucleocapsideo (CIC-NP), segundo os autores, a desvantagem
nesse metodo € a necessidade de equipamentos laboratoriais especificos.
embora seja de alta sensibilidade.

Gemma et al (1996b) utilizaram o soro contra CIC-NP (polipeptideo estrutural
do nucleocapsideo) no ELISA de captura para detec¢&o e caracterizagdo do
virus da CIC. Essa proteina € necessaria para a replicacdo do virus e € umas
das mais abundantes entre as proteinas virais do virus da CIC. Os resultados
demonstraram a utilidade do ELISA de captura para titulagio, diagnosticos
rapidos e analises antigénicas do virus da CIC.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 - Amostras

Para esse experimento foram utilizadas amostras. de soros de cdes, do
banco do Laboratorio de Viroses Animais do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva da Escola de Veterinaria da UFMG. As amostras
estavam identificadas apenas pela numeracgdo, portanto era desconhecido
idade, sexo e raca dos cdes doadores. Estas foram escolhidas de forma
aleatoria obtendo-se 81 soros para o teste em FEG e 60 soros para o teste
em Vero. os quais foram analisados previamente pela SN.

3.2 - Cultivo de células de rim de macaco verde (Vero)

Células Vero (ATCC. CLL-81,USA) foram cultivadas em meio essencial
minimo (MEM-Sigma), contendo 5% de SFB, 0,5% de anfotericina B e 2% de
P/S, em garrafas de vidro de 120 cm®. As garrafas permaneceram em estufa
com 5% de CO, durante trés dias a 37°C para a formac&o da monocamada:
apos esse periodo o meio de cultura foi desprezado e novo meio acrescido
para manutengdo da monocamada, contendo 2% de SFB, 0.5% de
anfotericina B e 2% de P/S e apos dois dias a monocamada era tripsinizada
para o repique da mesma.

3.3 - Produgao antigénica do virus da CIC para o ELISA-Vero

O Laboratorio Lema do Brasil forneceu trés litros de suspensdo do virus da
CIC, amostra Ondersterpoort, cultivado em células Vero. Para esta produgéo
foram utilizados 500mL da suspensdo, com titulo de 10*'TCIDsy/mL., sendo
clarificada por centrifugagéo a 4.000 x g (Sorvall, rotor GSA) durante 30
minutos a 4°C. O sobrenadante foi colocado em um “becker”, contendo barra
magnética, para receber a solugdo saturada de sulfato de amonia 35% em
sistema de gotejamento, e ficou, apds a adicdo, em repouso por duas horas
a 4°C. A solug&o foi centrifugada a 4.000 x g (Sorvall, rotor GSA) durante 30
minutos, a 4°C, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi
ressuspendido com NTE pH 74 (0,1M Tris, HCI, NaCl, EDTA), sendo
posteriormente dializado ovemight em agua bidestilada a 4°C. O virus foi
distribuido em microtubos e armazenado em nitrogénio liquido. As mesmas
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etapas foram realizadas para o antigeno negativo (suspensado de células
Vero).

3.4 - Cultivo primario de celulas fibroblasticas de embrido de galinha (FEG)
3.4.1 - Coleta do tecido

Ovos embrionados de galinha (spf) Setor de Aves do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva) com nove a dez dias de idade foram limpos
com alcool iodado sendo a casca aberta, em fluxo laminar, para retirada dos
embrides. Cabeca, patas e asas foram descartadas e o restante do embrido
colocado em tampao PBS (NaCl 8,0g, KCI 0,2g, Na-.PO, 0,78g, KH-PO4
0,2g, NaHCO; 0,35g - pH 7.4) contendo 0.5% de anfotericina B e 2% de
penicilina/estreptomicina (P/S). Os embridées foram triturados por pressdo, em
seringa de 20 mL, e os fragmentos recebidos em becker contendo PBS para
lavagem.

3.4.2 - Preparacao das celulas para o cultivo primario

Apos a retirada do PBS. foram adicionados 50 mL de tripsina 0.25%
contendo vermelho fenol 1%, para cada seis embrides, e mantida a 37°C. O
material permaneceu agitando por cinco minutos com barra magnetica sendo
filtrado, logo apds, em dupla camada de gaze e centrifugado em tubos de 15
mL por 10 minutos a 120 x g (Centrifugador Excelsa 2, modelo 205N, Fanem
Brasil). O sobrenadante foi descartade e as células ressuspendidas com
meio de cultivo Parker 199 (Gibco-BRL, USA) com anfotericina B 0.5% e P/S
2%. Por contagem celular em camara de Neubauer a concentragcao de
células utilizada para o cultivo foi em média 4 x 10° células/cm® em meio 199
acrescido de 5% de soro fetal bovino (SFB). As garrafas foram mantidas em
estufa a 37°C durante trés dias, para posterior repique das células em
cultivos secundarios.

3.5 — Cultivo do virus da CIC utilizado para os testes de SN e para a
producao da suspensao viral em FEG.

A amostra de virus Ondersterpoort cultivada em células Vero foi gentiimente
cedida pelo Laboratdrio Lema Biologic do Brasil. A suspens&o viral foi
clarficada por centrifugacdo a 4.000 x g durante 30 minutos, a 4°C e
acondicionada a -20°C. A amostra de virus foi inoculada (passagem cega)
em suspensdo de cultivo primario de FEG (garrafa de 25 cm’). Apds quatro
dias em estufa de 5% CO- a 37°C, o sobrenadante foi coletado e titulado,
apresentando um titulo de 10°%* TCIDsymL. O volume de 1,0 mL desse
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sobrenadante foi inoculado em cultivo secundario de FEG e obtendo titulo de
10%* TCIDgy/mL. sendo este o indculo para producdo da suspensao viral em
célula Vero.
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Para a produgdo de suspensao viral a monocamada de células Vero,
cultivada em garrafa de 120 cm® de area de cultivo, recebeu 1,6 mL do
indculo diluido em MEM contendo 2% de SFB. Apds uma hora de incubacio
em estufa com 5% de CO,a 37°C sendo homogeneizado a cada 15 minutos,
o indculo foi retirado e acrescentou-se MEM com 5% de SFB. Apds o
aparecimento do efeito citopatico (ECP) caracteristico, com a formacéo de
sincicios e destruicdo de aproximadamente 75% da monocamada, foram
feitos trés ciclos de congelamento e descongelamento, sendo o
sobrenadante recolhido e clarificado (Sorvall, rotor GSA) a 4.000 x g durante
30 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi aliquotado em criotubos de 1,0 mL,
titulado obtendo-se titulo de 10%* TCIDsymL e acondicionado a -80°C
(Revco®). Essas aliquotas foram utilizadas para o inoculo da producdo da
suspens&o viral em células FEG e para os testes de SN.

3.6 - Teste de soroneutralizagéo (SN)

O teste de SN foi realizado em microplaca Costar® de 96 pogos para cultura
de tecido fundo chato, segundo Souza (1996), com as amostras em triplicata
e presenca dos seguintes controles: soro padréo positivo, soro padrdo
negativo, soro, meio com soro fetal e meio sem soro fetal. A amostra
Ondersterpoort foi cultivada conforme descr4ito no item 3.4.

3.7 — Produgao da suspensac do virus da CIC em FEG
3.7.1- Pré-teste da inoculagao do virus da CIC em FEG

Foi realizado um pré-teste em garrafas de 120 gmz para padronizar o inoculo
a ser utilizado em garrafas de vidro de 250 cm®. Trés tipos de multiplicidade
de infecgao (MOI — “multiplicity of infection”) foram testados: 0,01, 0,001 e
0,003. Os sobrenadantes foram coletados apds quatro dias, conforme
Cabasso et al. (1959), e aliquotas foram retiradas para posterior titulacdo em
células Vero, como descrito no item 3.10.

3.7.2 - Suspenséo do virus da CIC em FEG

Os cultivos primarios de FEG em garrafas de vidro de 120 cm? e 250 cmz,
permaneceram por trés dias em estufa a 37°C o sobrenadante foi descartado
e as celulas foram repicadas com tripsina 0,25%, na proporgdo de 1:2,

Fme
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utilizando-se em média 4 x 10° células/cm®. As garrafas de 250 cm? foram
utilizadas para indculo da CIC e as de 120 cm” para repigues posteriores.

Apds a formacao da monocamada (24 horas) o sobrenadante foi descartado
e as celulas receberam o inoculo diluido em 10mL de meio 199 sem SFB. A
adsor¢éo ocorria durante uma hora a 37 °C sendo homogeneizada a cada 15
minutos, apos o gue o indculo era descartado. Meio 199 (120 mL) sem SFB
fol acrescentado as células inoculadas as quais permaneciam em estufa a
37°C durante quatro dias, apos o gue o sobrenadante foi recolhido e
armazenado a -20°C, até ser realizado o processo de semipurificagdo.

3.7.3 - Produg&o da suspenséao de antigeno negativo (controle) em FEG

O antigeno controle negativo foi obtido a partir de sobrenadante de
monocamada de FEG né&o inoculada, submetido ao mesmo processamento
gue o antigeno viral, sendo o indculo substituido por PBS pH 74 O
sobrenadante foi coletado e armazenado em freezer a -20°C. até o processo
de semipurificacao.

3.8 - Produg&o do antigeno viral semi-purificado para o ELISAI-FEG.

O protocolo de semi-purificagéo foi seguido conforme proposto por Bernard
et al. (1982), com modificacbes. Todas as etapas de semi-purificagio,
descritas para a suspensao do antigeno viral, foram também realizadas com
a suspensao do antigeno negativo.

3.8.1 - Clarificagdo e concentragao

A suspensdo de antigeno viral foi clarificada por centrrfugagao a 4000 x g
(Sorvall RC-2B, rotor GSA) por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
coletado e o sedimento celular desprezado, O sobrenadante contendo
particulas virais foi concentrado por ultracentrifugagdo. Tubos de 50 mL do
rotor A-641/Sorvall Ultra Pro-80 foram utilizados para concentrar o volume
total de 500 mL da suspenséo viral a 122,121 x g por 3 horas, a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento recoberto com 500ul, em cada
tubo, de NTE pH 7,4 (0,1M Tris, HCI, NaCl, EDTA) para ressuspender e
homogeneizar o sedimento. No final do processo obteve-se um volume final
1000 vezes concentrado.




3.8.2 - Semi-purificacio

O material resultante da concentragdo foi ultracentrifugado em colchdo de
sacarose a 60% (p/v), preparado em PBS pH 7 4, a 65.000 x g (rotor AH-
629/Sorvall Ultra Pro-80) durante uma hora e 40 minutos, a 4°C. Em tubos
de 20 mL foram colocados 5 mL do colch&o de sacarose 60% para 5 mL do
material ressuspendido em NTE pH 7 4. Apds a ultracentrifugacdo farmou-se
a banda de virus sobre o colchdo de sacarose 60%. a qual foi coletada,
diluida com NTE 8H 7,4 e concentrada por ultracentrifugagdo 122.000 x g por
duas horas, a 4°C, para remocao da sacarose. O sobrenadante apos a
concentragao foi descartado e o sedimento ressuspendido em 500ul de NTE
pH 74 O material resultante da semi-purificacdo foi acondicionado em
freezer -20°C, até a sua utilizagao no teste ELISAI.

3.9 - Dosagem protéica.

As concentragbes dos antigenos, viral e negativo, utilizadas nos
experimentos, foram determinadas empregando-se o método de Lowry
(1959).

3.10 - Eletroforese em gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE).

A eletroforese foi utilizada para analisar o protocolo de semi-purificagéo
empregado. A técnica avaliou comparativamente o perfil eletroforético das
proteinas dos Ag+sp da CIC e Ag-sp, bem como esses antigenos na etapa
de concentragao e a producgdo do virus da CIC em célula Vero.

O método utilizado foi a eletroforese em placa vertical de minigel de
poliacrilamida (Mini-Protean®II/Bio-Rad) contendo SDS. com sistema
descontinuo de pH, segundo descrito por Laemmli (1970)

O gel de resolugdo usado para andlise das amostras foi de 12% e o de
empilhamento de 4%, sendo confeccionados com (Bis-acrilamida 40%, Tris-
HCI 1,5M, pH 88, Tris-HCI 0,5M, pH 68, SDS 10% plv, Glicerol 80%,
Persuifato de aménio 10% p/v, TEMED 0,05%) Como padrdo de peso foi
utilizado o Broad Range da Bio-Rad®. A corrida teve a duracdo de uma hora
em TBS pH 8,3 (Tris25mM, Glicina 0,2M, SDS 0,05%) & 150 volts.

3.10.1 Solubilizagdo das amostras

Imediatamente antes da eletroforese as amostras foram desnaturadas e
solubilizadas pela adigdo de tamp&o de amostra preparado com Tris-HCI
0,5M; 0,8 g SDS; 3 ml de glicerol 80% (Merck®); 0,4 ml de Azul de
bromofenol 0,05%; seguido pela fervura por cinco minutos.
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3.10.2 Fixacao e Coloracéo do minigel

O gel foi fixado em solucdo de metanol 10% e acido aceético 5% em agua
destilada por trés horas, corado com 0.04% Commassie Blue Brilhant, 10%
acido aceético e 25% de metanol por trinta minutos e descorado na solugdo de
metanol e acido aceético, por dois dias, segundo Fairbanks et al. (1971).

3.11 - Titulagao do virus da CIC.

A titulacdo da suspenséo de virus produzida em celulas Vero para a SN, e
produzida em FEG para o ELISAI foi realizada da mesma forma, utilizando-
se microplacas (Costar) com 96 pocos. Foram feitas seis diluicbes decimais
da amostra original do virus (10" a 106) em MEM sem SFB e adicionado
posteriormente a suspenséo de ceélulas Vero na concentragdo de 25.000
células/poco em MEM com 5% de SFB, 0,5% de anfotericina B e 2% de P/S.
Em cada microplaca foram mantidos controles de MEM com 5% SFB, de
MEM sem SFB e de célula. As placas permaneceram em estufa com 5% de
C0O, a 37°C durante cinco dias, sendo feita a Ieitura logo apos esse periodo e
o titulo calculado pelo metodo de Reed & Muench (1938). A leitura foi
realizada considerando como positivo o ECP caracteristico em células Vero,
produzido pelo virus da CIC, com a formag&o de sincicios e destruicdo da
monocamada.

3.12 — Padronizagao do ELISA indireto (ELISAI)
3.12.1- Teste de ELISA indireto

Neste teste o antigeno virico e o antigeno controle negativo participam da
fase solida, seguidos pelo soro (Ac) de cdo a ser testado e por ultimo o
conjugadoe anti-espécie canina marcado com peroxidase.

3.12.2 - Titulagdo em bloco dos reagentes no ELISA-FEG.

Para estabelecer a diluicdo otima de trabalho dos soros e antigenos foi
realizada a titulagédo em bloco em microplaca (Costar). Foram utilizadas trés
diluicdes (1/30, 1/50, 1/100) do antigeno semi-purificado positivo e controle
negativo frente a duas diluicdes (1/50, 1/20) dos soros positivo e negativo
padréo e do conjugado (1/1000 e 1/1500). A placa foi adsorvida com as trés
diferentes diluicGes dos antigenos Ag+sp e Ag-sp durante duas horas a 37°C
em Tampao Tris (Solugdo A = Trisma Base 6.05g + NaCl 8.78g + H,O q.s.p.
1000mL. Solugéo B = Tris HCI 1,58g + NaCl 1,76g + H,O q.s.p.200 mL
pH=9,0, misturadas na proporgdo de uma parte da Solugcdo B para 9 da
Solugdo A, no momento do useo), segundo Lobato, 1997. Apos esse periodo
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foram adicionados 100uL de Tampao de Blogueio (TB - PBS pH 7,4 / Leite
em pé desnatado 5% / Tween 0,05%) incubando-se a placa por uma hora a
37°C e lavando-se logo apés com Tamp&o de Lavagem (TL - PBS pH 7,4 /
Tween 20- 0,05%) trés vezes. Os soros padréo positivo (p+) e negativo (p-),
foram diluidos em TB e adicionados (50ul/pogo) na placa e incubados por
uma hora a 37°C. Apds a lavagem com TL (3x), foram adicionados
50ul/pogo do conjugado anti-lgG canina' diluido em TB nas diluicbes
previamente definidas durante 30 minutos a 37°C. O excesso de conjugado
foi retirado lavando-se a placa seis vezes com TL e posteriormente sendo
adicionados 50ul/pogo do substrato (Ortophenilenediamina 2mg -Sigma + 3
uL H;0, 30 volumes + 10 mL Tampéo Citrato(TC) - Acido Citrico 10,51 g/L
pH 4,5). A reacéo foi paralisada apds 15 minutos com 50uL H,SO,4 4N e a
leitura realizada no espectrofotdmetro com filtro de comprimento de onda
492nm e filtro diferencial de 405nm.

3.12.3 - Titulagdo em bloco dos reagentes para o ELISA-Vero,

Para estabelecer a diluicdo otima de trabalho dos soros e antigenos foi
realizada a titulagdo em bloco em microplaca (Costar). Foram utilizados
quatro diluicbes dos antigenos positivo e negativo (1/50, 1/100, 1/200, 1/400),
trés dos soros padréo positivo e negativo (1/50, 1/100, 1/150) e a diluicdo do
conjugado testado previamente na diluicdo 1/4000. A placa foi adsorvida com
as quatro diferentes diluigdes dos antigenos positivo e negativo durante trés
horas a 37°C em Tampdo Carbonato pH 96 (Na.CO; 15mM; NaHCO;
35mM). Apos esse periodo a placa foi lavada com Tampéao de Lavagem (TL -
PBS pH 7.4 / Tween 20- 0,05%) trés vezes. Em seguida foram adicionados
100uL de Tamp&ao de Bloqueio (TB) PBS-Caseina 2% pH 7.4 (NaCl 0,15M:
KCL 2,7mM; Na,HPO4 8mM; KH,PO, 1,5mM e 2% (p/v) de caseina (Merck)
incubando-se a placa por uma hora a 37°C e lavando-se logo apos com TL
trés vezes. As diluigdes dos soros padréo positivo (p+) e negativo (p-), foram
em TB e adicionados (100ul/poco) na placa e incubados por uma hora a
37°C. Apos a lavagem com TL (3x), foram adicionados 100ul/pogo do
conjugado anti-IlgG canina’ diluido em TB na diluicdo previamente definida
durante 30 minutos a 37°C. O excesso de conjugado foi retirado lavando-se a
placa seis vezes com TL e posteriormente sendo adicionados 50ul/pogo do
substrato (Ortophenilenediamina 2mg -Sigma + 3 pL H,O, 30 volumes + 10
mL Tampdo Citrato(TC) - Acido Citrico 10,51 g/l pH 4.5). A reacéo foi
paralisada apos 15 minutos com 50uL H.SO,4 4N e a leitura realizada no

' Conjugado anti-IgG canina gentilmente cedido pela Fundagdo Ezequiel Dias.
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espectrofotdmetro com filtro de comprimento de onda 492nm e filtro
diferencial de 405nm.

3.12.4 - Critérios de avaliagao dos resultados das titulacdes em bloco

Os resultados foram interpretados levando em consideragdo, a andlise dos
resultados das leituras obtidas por densidade opticas (DO). Para estabelecer
a melhor diluicdo de trabalho os reagentes sistematicamente utilizados foram
0 soro positivo com titulo na SN de 256, soro negativo com titulo na SN <2 e
os controle de conjugado, de blogueio e de soro. A média aritmética dos
valores de absorbancia foi calculada para cada diluicdo em duplicata, dos
reagentes e controles, usada na padronizagao do teste frente a cada tipo de
antigeno positivo e controle negativo. O resultado final de cada diluicdo teste
foi calculado da seguinte forma: média dos resultados das DO de cada
diluic&o teste frente ao antigeno positivo menos a média dos resultados das
DO da diluigéo teste frente ao antigeno negativo. O mesmo método foi
utilizado para o calculo da DO dos soros de campo.

3.13 — ELISAI-FEG

Foram utilizadas microplacas para ELISA (Costar) com 96 pogos adsorvidas
com 50ul/pecinho dos antigenos Agv-sp e Agt-sp, ambos na diluicdo de
1:30, em Tampé&o Tris diluido conforme em 3.12.2. Apos o periodo de duas
horas de adsorcao a 37°C as placas foram blogueadas e posteriormente
lavadas como descrito em 3.12.2.

Foram testadas por placa duplicatas de 20 soros de campo, soros padrdo
positivo e negativo, controle de soro e blogueio. Os soros foram diluidos 1:20
em TB sendo adicionados 50ul/pogo e incubados por uma hora a 890
Apos a incubacgdo a placa foi lavada com TL (trés vezes) e 50ul/poco do
conjugado, diluido 1:1500 em TB, foram colocados nas placas que foram
incubadas por 30 minutos a 37°C e lavadas com TL (seis vezes).

Todos os pogos receberam 50l da solugdo de substrato, conforme em
3.12.2 e a reacao foi paralisada apos 15 minutos com acido sulflrico 4N.
As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (Sigma) com filtro de
492nm e filtro diferencial de 405nm. Os resultados foram analisados
estatisticamente levando-se em consideracdo os critérios definidos em
3.12.4.




3.14 - ELISAI-Vero

Foram utilizadas microplacas para ELISA (Costar) com 96 pogos adsorvidas
com 100ul/pocinho dos antigenos positivo e negative, ambos na diluicdo de
1/400, em Tampac Carbonato pH 9,6, apos o periodo de trés horas de
adsorcao a 37°C as placas foram bloqueadas e posteriormente lavadas
como descrito em 3.12.3.

Foram testadas por placa duplicatas de 20 soros de campo, soros padrdo
positivo e negativo, controle de soro e blogueio. Os soros foram diluidos
1:100 em TB sendo adicionados 100ul/poco e incubados por uma hora a
37°C: ApGs a incubacéo a placa foi lavada com TL (trés vezes) e 100ul/poco
do conjugado, diluido 1:4000 em TB, foram colocados nas placas que foram
incubadas por 30 minutos a 37°C e lavadas com TL (seis vezes).

Todos os pogos receberam 50ulL da solugdo de substrato, conforme em
3.12.3 e a reacao foi paralisada apos 15 minutos com &cido sulfurico 4N.
As leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro (Sigma) com filtro de
492nm e filtro diferencial de 405nm. Os resultados foram analisados
estatisticamente levando-se em consideracdo os critérios definidos em
3.12.4.

3.15 - Analise dos resultados

A sensibilidade, especificidade da SN em relacdo aos ELISAI propostos
foram calculados com os dados da tabela 1 através do Teste Qui-quadrado.
O ponte de corte foi estabelecido através da média das DO dos soros
negativos mais um desvio padréo.

Na analise dos resultados comparada a SN foram considerados animais
positivos e/ou protegidos agueles com titulo de anticorpos neutralizantes
maior ou igual a 100, segundo Gillespie et al., 1958;Gillespie, 1966:
Povey,1986.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Cultivo primario de células FEG

A produgéo de cultivo primario de FEG é um processo trabalhoso que
envolve disponibilidade de ovos embrionados livres de patogenos em idade
adequada (9 a 10 dias) além da possibilidade de ocormrer contaminagéo do
cultivo durante o preparo, portanto esses fatores limitam uma grande
producéo de suspensao viral em pouco tempo, o gue difere da linhagem
celular continua. Durante o experimentc com FEG esses foram os
inconvenientes encontrados com a célula, mesmo tendo ocorrido poucas
vezes contaminagdo celular, o que exigia o descarte das garmrafas
contaminadas e nova producao de cultivo primario.

4.2 — Cultivo do virus da CIC para o teste de SN e produgdo da suspensao
viral em FEG.

O virus utilizado sofreu antes algumas passagens cegas em FEG para elevar
o titulo viral sendo que no primeiro indéculo resultou no aumento do titulo de
10>" TCIDs, /mL para 10** TCIDgymL. Uma aliquota desse sobrenadante foi
inoculada em cultivo secundario de FEG obtendo novo aumento do titulo
para 10** TCIDsymL.. Com o aumento do titulo, o virus foi inoculado
novamente em células Vero. A partir de 1,6mL da suspenséo viral em FEG
secundario, correspondendo ao MOI de 0,0064 em células Vero obteve-se o
titulo de 1052 TCIDso/mL.. Essa suspenséo viral foi utilizada para os testes de
SN e para inéculo das células FEG.

4.3 — Pré-teste da inoculagdo do virus da CIC em FEG

Um pré-teste foi realizado para estabelecer a MOI a ser utilizada na
produgé&o da suspenséo viral em FEG, sendo a MOI de 0,001 a que
forneceu o melhor titulo viral (10> TCIDsg/mL), conforme apresentado na
Tabela 1.
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Tabela 1. Resultados do pré-teste para o indculo do virus da CIC em
FEG.

MOI TCIDso/mL
0,01 10™"
0,001 10%4
0,003 10%2

4.4 — Produgéo da suspenséo de virus da CIC em FEG

A produgéo da suspensdo viral foi realizada sem a utilizagdo de soro fetal
bovino, conforme Bernard et al. (1982), permanecendo as garrafas em estufa
a 37°C durante quatro dias, conforme Cabasso et al. (1959).

Como descrito por Karson & Bussell (1959) e Cabasso et al. (1959), ndo
foram encontrados ECP caracteristicos em FEG com a propagac&o do virus.
Os efeitos encontrados ao quarto dia nas monocamadas (Fig. 2) foram o
arredondamento celular e principalmente a fragmentagido das células. As
células permaneciam aderidas a garrafa, mas eventualmente muitas
dispersas no sobrenadante.

Portanto para avaliar a presenga do virus no sobrenadante, uma pequena
aliquota era retirada para titular em célula Vero, na qual o virus apresenta
ECP caracteristico com a formagéo de sincicios. O titulo do virus da CIC em
FEG variou entre 10*° e 10°* TCIDs,

Figura 2 - Monocamada de FEG apds quatro dias de inoculagdo com
virus da CIC.
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4.5 — Producao do antigeno viral semi-purificado para o ELISAI-FEG

Para a preparacdo do antigeno viral as coletas do sobrenadantes foram
realizadas sem congelamento e descongelamento da monocamada, como
proposto por Wechsler, et al. (1985), evitando desta forma uma maior
contaminaga@o da suspensao viral com debris celulares, que sdo uma das
provavels causas para reacoes inespecificas em ELISAI, segundo Bemard et
al., (1982); Biawell.et al (1977). Com o intuito de evitar ao maximo a
possibilidade dessa contaminacdo, decidiu-se fazer a semi-purificagdo do
material. Apés a concentracao da suspensao viral utilizou-se o colchdo de
sacarose 60%. segundo Bemard et al (1982), sendo a banda coletada na
interface do colch&o, ja que o virus da CIC apresenta um coeficiente de
sedimentacgao igual a 50s perrmanecendo, desta forma. acima do colchao.

4 6 — Dosagem protéica

Como pode ser visto na Tabela 2, os antigenos viral e celular produzidos em
FEG apresentaram uma diminuig&o na concentracao total de proteina apos a
semi-purificac@o. devido as etapas de clarificagdo e ultracentrifugac&o. onde
parte das proteinas contaminantes foram provavelmente retiradas. Os
antigenos produzidos em Vero apresentaram a quantidade de 1500ug/mL de
antigeno positivo e 17000ug/mL de antigeno controle negativo

Tabela 2. Resultados das dosagens protéicas dos antigenos positivo e
controle negativo produzidos em FEG, empregando-se o método de
Lowry

Ag + Ag -
Concentrado FEG 167,1 pg/mL 77,12 ng/mL
Semi-purfic. FEG 51,5 ug/mL 16.28 pug/mL
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4.7 — Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese comparou o virus da CIC produzido em células Vero e em
células FEG, bem como o virus nas fases de concentracdo e apds semi-
purificagdo em colchao de sacarose (FIG 3). O método de coloragéo utilizado
‘comassie blue brilhant’ ndo apresentou uma boa sensibilidade para
amostras com baixa concentracdo protéica, justificando a dificuldade de
visualizacdo de bandas nas canaletas (4) e (5) referentes ao sobrenadantes
apos semi-purificacdo. A coloragéo com nitrato de prata talvez pudesse ter
evidenciado as bandas devido & sua maior sensibilidade. Nas etapas de
concentragéo do sobrenadantes virais em Vero e em FEG, canaletas (3) e
(7) respectivamente pode-se notar uma banda mais acentuda na altura do
PM = 58 correspondendo provavelmente a proteina do nucleocapsideo e

Figura 3- Eletroforese em minigel de poliacrilamida. Amostras: (1) Peso
Molecular Paddo(PM) Broad Range (Bio-Rad), (2) célula Vero com SFB
concentrada; (3) CIC em célula Vero com SFB concentrada; (4)
sobrenadante de célula FEG sem SFB concentrado e passado em de
colchdo de sacarose 60% ; (5) sobrenadante de CIC em célula FEG sem
SFB concentrado e passado em colchdo de sacarose 60%; (6) sobrenadante
de célula FEG com SFB concentrado: (7) sobrenadante de CIC em célula
FEG com SFB concentrado.
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outra na altura do PM=66 comrespondendo a proteina P (PM=66).
Comparando as bandas virais com as celulares, pode-se evidenciar na
canaleta (3) além da banda na altura do PM=58, duas bandas variando entre
35 e 38 Kda e outra variando entre 25 e 28 Kda, que podem ser bandas
corespondentes a proteina M (PM=34) e a proteina F; (PM=23),
respectivamente. Na canaleta (7), pode-se evicenciar bandas na altura dos
pesos moleculares iguais a 180 KDa, 58 KDa uma banda variando entre 25 e
28 Kda. comrespondendo as proteinas L (‘large protein” PM=200), do
nucleocapsideo e proteina F;

4.7 — Padronizagdo do ELISAI

Testes anteriores de padronizagdo por titulagédo em bloco foram realizados,
variando desde tempo de adsorsdo do antigeno, diluicdo dos antigenos,
diluic&o dos soros, diluigdo do conjugado. Em cada titulagao procurou-se 0s
resultados que melhor separassem o soro padréo positivo do negativo. Aqui
é descrito apenas a titulagdo em bloco, com o intervalo de diluicdes dos
reagentes, que obteve melhor resuitado.

A padronizacgéo possibilitou determinar a melhor diluigdo de trabalho dos
reagentes, sendo para o ELISAI-FEG as diluigbes de: 1:30 para os
antigenos, 1:20 para os soros padrdes e 1:1500 para o conjugado (Fig.
4). Para o ELISAi-Vero as diluigbes de trabalho foram 1/400 dos
antigenos. 1/100 dos soros testes e 1/4000 do conjugado (Fig. 5) Os
soros padrdo utilizados como controle positivo € negativo apresentavam
titulos de 400 e < 2 na SN, respectivamente, e foram utilizados como
referéncia nos testes subsequentes.




| osp+ 1m0 |
Osp+ 120
mSp- 150 |

| msp- 120 |

Absorbincia

Dilvicdes do antigeno

Figura 4 — Resultados da titulagio em bloco do ELISAi em FEG.
conjugado diluido 1:1500.

400

Dilui 883 dos antigenos

Figura 5 — Resultados da titulagio em bloco do ELISAi-Vero,

conjugado diluido 1:4000.
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4.8 — ELISAI

Utilizando o teste de SN como referéncia, encontrou-se como ponto de
corte no ELISA-FEG uma DO (Densidade Otica) igual a 0,097 e a anélise
dos resultados revelou 61,76% de sensibilidade e 83% de especificidade.
O ponte de corte no ELISA-Vero foi de 0,36 e a analise dos resultados
revelaram 41 6% de sensibilidade e 81,3% de especificidade (Tab.3).
Nos dois testes observou-se uma baixa sensibilidade e uma
especificidade ainda inadequada para a utilizacdo dos mesmos.

Noon et al (1980) utilizando a célula Vero na produgdo do virus da CIC,
para um ELISAI, obteve como resultado 95.7% de sensibilidade e 98,1%
de especificidade, neste experimento os autores realizaram o processo
de congelamento e descongelamento do sobrenadante, sonicagdo da
suspensado e posterior clarificagdo. Com essas etapas talvez tenham
conseguido obter particulas virais ainda associadas a células, refletindo
dessa forma melhores resultados.

Bernard et al. (1982) uitlizando inicialmente a metodologia de Noon et al
(1980) observaram que havia reagdo cruzada ao antigeno negativo
prejudicando os resultados. Com isso realizaram o processo de
purificacdo da suspensdo, com o colchdo e o gradiente de sacarose para
redugao de proteinas contaminantes, o que levou a melhores resultados.

Durante os experimentos (ELISAI-FEG e ELISA-Vero) observou-se como
fator de interferéncia na sensibilidade dos testes a presenca de soros
positivos a SN que apresentavam forte reagdo ao antigeno negativo por
razbes ainda nao bem esclarecidas, fato ja descrito por outros
pesquisadores (Bernard et al. 1982; Bidwell, et al., 1977). Apesar de
terem sido tomadas algumas medidas para evitar essa reagdo, pelo
menos durante o experimento do ELISAI-FEG, como a nao utilizagdo do
SFB apos o inoculo e a coleta sem congelamento e descongelamento da
monocamada. A alternativa de fazer a diluigdo do soro teste com
antigeno negativo a 37°C por uma hora e posterior centrifugagao, para
minimizar a reagdo cruzada, segundo Bidwell et al. (1977), nao
conduziram a uma melhoria dos resultados aqui apresentados.

Os resultados das absorvancias dos soros positivos (positivos/protetores
na SN) apresentaram valores extremamente baixos sendo o valor
maximo de 0,189 (ELISA-FEG), inclusive para soros com altos titulos de
anticorpos soroneutralizantes, o mesmo pode-se notar para 0sS S0ros
negativos com titulos <2 na SN. Nao foi possivel, entdo, estabelecer
correlacdo dos titulos na SN com as respectivas absorvancias no
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ELISAI-FEG (TAB 4 ). No ELISAi-Vero observou-se a mesma falta de
correlagéo (Tab.5), ou seja , soros com titulos na SN altos, apresentando
absorvancias extremamentes baixas e titulos baixos com absorvancias
elevas.

Um dos fatores para contribuir com os resultados encontrados neste ELISAI
pode estar na etapa de semi-purificacdo em colch&o de sacarose. gue pode
ser responsavel pela perda de grande parte de particulas virais, como
descreve Wechsler, et al.(1985). Os autores desenvolveram um trabalho
utilizando, dentre outros, o virus do sarampo, no qual analisou a quantidade
de particulas virais e debris celulares apos a coleta do sobrenadante. O
experimento avaliou dois métodos de coleta: com agitacéo e sem agitacéo
prévia do sobrenadante (ndo sendo realizado 0 congelamento e
descongelamento do mesmo). Apds a coleta, o sobrenadante foi clarificado
em baixa rotagdo e concentrado por ultracentrifugagdo. Analisando por
eletroforese em gel de poliacrilamida o autor concluiu que, a coleta do
sobrenadante viral com agitacdo prévia aumenta a quantidade de particulas
virais, sem aumentar a contaminacdo celular, como ocorre com o
congelamento e descongelamento, e sem ocorrer perdas de particulas virais
como ocorre com o metodo de purificacéo utilizando colchdo e gradiente de
sacarose.

A FIG 6 mostra a freguéncia de soros com relagdo aos valores das D.O
obtidas no ELISAI-FEG. Nesse grafico observa-se a presenca de soros
negativos com valores de D.O. elevadas, bem como soros
positivos/protetores com valores de D.O. baixas, ndo encontrando dessa
forma a separagéo das curvas de soros positivos/protetores e negativos
esperada.
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Tabela 3. Teste Qui-Quadrado aplicado aos resultados do ELISAI frente
ao teste padrdo de SN

SN SN
Pos. Neg. Total Pos. Neg. Total
E E
L | Pos. L Pos.
|| (DO> 5 9 14 I (DO> 21 8 28
S| 0,36) S | 0,097)
A A |
\%
E| Neg F Neg. 14 39 53
R| (DO< 7 39 46 E (DO<
0| 0,36) G | 0,097)
Total 12 48 60 Total 34 47 81
Sensibilidade= 41 6%:; Sensibilidade=61,76%
Especificidade=81,3% Especificidade=83%
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Tabela 4. Soros utilizados no experimento do ELISAI com antigeno em
FEG com seus respectivos titulos na SN e absorbancia (492 nm).

Soros SN DO492 Soros SN DO492

1 128 0.059 42 16 0.091

128 0.102 43 22 0.112
3 128 0.183 44 32 0.087
4 128 0.161 45 32 0.125
5 211 0.142 46 74 0.102
6 305 0.053 47 81 0.091
7 305 0.101 48 81 0.093
8 350 0.099 49 87 0.132
9 362 0.085 50 89 0.034
10 362 0.189 51 <2 0.124
11 362 0.113 52 <2 0.077
12 396 0.083 53 %2 0.042
13 429 0.084 54 <2 0.050
14 429 0.142 55 <2 0.009
15 430 0.114 56 %2 0.017
16 512 0.112 57 <2 -0.008
17 595 0.145 58 =2 0.015
18 610 0.103 59 <2 0.012
19 610 0.018 60 <2 -0.032
20 724 0.082 61 <2 0.072
21 724 0.080 62 <2 0.088
22 724 0.085 63 <2 0.033
23 841 0.122 64 <2 0.058
24 860 0.152 65 <2 0.01
25 860 0.098 66 <2 0
26 1448 0.125 67 <2 -0.021
27 1448 0.164 68 <2 -0.022
28 2048 0.060 69 <2 0.081
29 2048 0.068 70 <2 0
30 2048 0.054 71 <2 0.047
31 2048 0.085 72 <2 0.005
32 2048 0.108 73 <2 0.055
33 2048 0.141 74 <2 0.091
34 2048 0.1475 75 =2 0.005
35 6 0.1086 76 <2 -0.005
36 6 0.046 77 €2 0.145
37 10 0.132 78 <2 0.041
38 1 0.051 79 <2 0.1
39 11 0.053 80 <2 0,052
40 13 0.046 81 <2 0
41 13 0.057
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Tabela 5. Soros utilizados no experimento do ELISAI com antigeno em ux
Vero com seus respectivos titulos na SN e absorbancia (492 nm).

Soros SN D0O4392

Soros SN D0492 31 2 0.045
1 128 0.099 32 2 0.146
2 150 0.197 33 2 0.137
3 172 -0.092 34 2 0.058
4 178 0.417 35 3 0.052
5 211 0.420 36 3 0.095
6 298 0.69 37 3 0.059
7 355 -0.190 38 3 0.30
8 600 0.125 39 6 0.175
9 1024 0.803 40 B 0.157
10 1413 -0.347 41 7 0.214
11 2048 -0.49 42 22 0.078
12 2048 0.494 43 25 0.216
13 2 -0.002 44 27 0.30
14 2 0.009 45 27 0.366
15 2 0.009 46 27 0.318
16 2 0.077 47 38 0.44
17 2 0.066 48 45 0.225
18 2 0.016 49 45 0.223
19 2 0.056 50 45 -0.346
20 2 -0.002 51 45 0.284
21 2 0.242 52 45 0.338
22 2 0.265 53 45 0.401
23 2 0.263 54 45 0.407
24 2 0.23 55 45 0.353
25 2 0.24 56 53 0.422
26 2 0.29 57 53 0.395
27 2 0.25 58 53 0.39
28 2 0.329 59 79 0.406
29 2 0.056 60 92 0.393
30 2 0.357
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Figura 6 - Distribuicdo dos soros positivos (SN>100) e negativos
(SN < 2) pelo ELISAI-FEG.
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5 CONCLUSOES

A produgao antigénica do virus da cinomose em células de fibroblasto de
embrido de galinha (FEG) ndo se mostrou uma boa opg¢éo, devido as
dificuldades inerentes ao cultivo primario, como a facilidade de
contaminagdo e impossibilidade de produgcdo de antigeno em larga
escala, embora esta seja uma célula sensivel ao virus.

A produgdo antigénica do virus da cinomose em ceélulas Vero torna-se
mais interessante por se tratar de linhagem continua, podendo desta
forma aumentar a massa viral de forma rapida.

Os ELISA indiretos propostos apresentaram valores de sensibilidade
(61,8%) e especificidade (83%) para o ELISA-FEG e 416% de
sensibilidade e 81,3% de especificidade para o ELISA-Vero, baixos. e,
foram incapazes de separar soros positivos de soros negativos, portanto,
ndo estabeleceram correlacdo com os resultados obtidos no teste de
soroneutralizagao viral.

Alguns aspectos tornam-se importantes para producdo de antigenos
mais eficientes, como a reavaliagdo dos processos de purificacéo
antigénica adicionando-se por exemplo uma etapa de Western Blot para
avaliar o antigeno produzido. Para o ELISAi seria valido, durante a
padronizagdo, o teste de outros tampdes na fase de adsors&o do
antigeno da CIC a placa, bem como o seu tempo de adsors&o.

A utilizagao de um banco de soros de cdes com procedéncia, idade, raga
estado de saude e vacinacdo conhecidos auxiliaria para algumas
inferéncias na discussado dos resultados encontrados .
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6 SUMMARY

Antigens of canine distemper virus (CDV) were prepared from chicken
embryo fibroblast (CEF) or green monkey kidney cells (VERO). CDV infected
monolayers and used to develope an indirect ELISA (iELISA) for testing CDV
specific serum antibodies in dogs. 81 and 60 sera were assayed against CEF
CDV antigen or VERO CDV antigen, respectively, all previously tested by
serum neutralization (SN). Alternatives for producing iELISA CDV antigen are
discussed in perspective of obtaining improved antigen yield as well as a
higher specificity and sensitivity.
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