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RESUMO

Foi desenvolvido um teste imunoenzimatico com fina-
lidade de deteccao de anticorpos para o virus da doenca de Gum
boro, denominado ELISA-B. Foram trabalhados tres tipos de an-
tigenos, dos quais dois foram preparados a partir de sobrena-
dante de cultivo celular (fibroblastos de embriao de ovos de
galinha SPF) infectado com a amostra Lukert do virus da doenca
de Gumboro (VDG), sendo que a etapa de produgao inicial de am-
bos foi identica mas diferente na etapa final (um foi produzi-
do por centrifugacao e o outro por ultrafiltracao). 0 tercei-
ro antigeno foi produzido a partir de bolsas de Fabricio lesa-
das provenientes de galinhas SPF infectadas com a amostra BH-
83 do VDG. Os antigenos provenientes de cultivo celular gera-
ram resultados insatisfatorios e ¢ antigeno preparado com bol-
sa de Fabricio produziu bons resultados. 0 conjugado desenvol-
vido foi preparado com imunoglobulina G de coelho anti-gamaglo
bulina de galinha acoplada & peroxidase. 0s soros padroes con-
troles utiiizados (positivo e negativo) foram produzidos em ga
linhas SPF e testados inicialmente por imunodifusao (AGP).

Foram feitos estudos entre as provas de AGP, soro-
neutralizacao (SN) e o ELISA-B envolvendo 312 amostras de so-
ros de frangos de corte procedentes de granjas das regioes do
Alto Sao Francisco e Zona Metalurgica do Estado de Minas Gerais.

Entre o ELISA-B, o AGP e a SN foi encontrada uma cor




relacao significativa através do estudo pelo x2 (x2 = 10,90,
P < 0,05).

Foram comparados, isoladamente, pelo x2, o AGP com
ELISA-B e o SN com ELISA-B, 0 que resultou em diferencas sig-
nificativas (x2 = 7,87, P < 0,05).

Ao correlacionar AGP com SN nao foi detectado dife-
rencga significativa (yx? = 5,93).

A analise pelo x? entre ELISA-B e o ELISA comercial
importado (ELISA-A) ndo foi possivel de ser estabelecida, vis-
to que o somatorio entre os positivos e negativos foram muito
proximos. 0 ELISA-A com 243 soros examinados apresentou um
total de 111 positivos e 132 negatives. 0 ELISA-B, por sua vez,
do mesmo total, apresentou 110 positivos e 133 negativos.
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1. INTRODUGAOQ

A producao anual de frangos de corte no Brasil foi
superior a um milhao de aves em 1987, conforme PRODUCAD (1988),
o que da dimensdao da real importancia da avicultura em nosso
pais. Na atualidade tem-se inUmeras doencas que podem desempe-
nhar um menor ou maior papel na avicultura industrial e entre
elas esta a Doenca Infecciosa da Bursa de Frabricius (DIB). E
tambeém muito conhecida como Doenca de Gumboro (DG). 0 seu diag
nostico tem sido problematico especialmente porque ainda ndo fo
ram popularizadas as tecnicas mais sensiveis como as que se ba
seiam em testes imunoenzimaticos em fase solida (ELISA).

A DG tem como agente etiologico wum virus de sime-
tria icosaedrica de 58 a 60 mm, nao envelopado e que pertence
a Familia BIRNAVIRIDAE Género Birnavirus. Esse nome se deve a
caracteristica fisica do genoma por ser a RNA de fita dupla
(HIRAI et al, 1979, BROWN, 1986).

Atualmente, a infecc¢ao pelo virus da doenca de Gum-
boro (VDG) tem sido predominantemente de natureza sub-ciinica.
Entretanto, devido a destruicao celular que ocorre mesmo nesse
tipo de infeccao e em funcao do papel importante dos linfoci-
tos B, as aves apresentam imunodepressao que pode ser permanen
te, especialmente quando se infetam ainda jovens. Consequente-
mente, ficam mais susceptiveis a implantacao de outros agentes
infecciosos como hepatite por corpusculo de inclusdao, doenca de




Marek, salmoneloses, colibaciloses e coccidioses (CHO & EDGARD,
1969, WYETH & CULLEN, 1976).

Embora o indice de mortalidade seja baixo (as vezes
ate 5-6%) a morbidade & muito grande (aproximadamente 80%). Em
frangos de corte, principalmente, pode haver diminuicio do pe-
so final e um aumento nos Tndices de condenacao de carcacas ao
abate, devido as manifestacdes clinicas dos agentes oportunis-
tas frente a situacao de imunodepressdo (LUKERT & HITCHNER, 1984},

0 VDG esté disseminado no mundo inteiro. A partir da
primeira descricdo no sul dos EUA por COSGROVE (1962) foi de-
tectado na maioria dos paises com avicultura industrial (OKOYE,
1984). No Brasil, ja havia indicios da existencia da doenca
quando WINTERFIELD (1968) consequiu demonstrar anticorpos (Ac)
neutralizantes anti-VDG em soros de aves procedentes do nosso
territorio. A primeira notificacao de infecg¢do com base em a-
chados histopatologicos foi feita por NAKANO et al (1972) que
a encontrou em aves avos procedentes dos FUA. 0 primeiro iso-
lamento e caracterizacao de VDG no Brasil foi realizado por
SAUKAS (1978).

Segundo ATIVIDADE (1980), embora sem especificacio
dos metodos de diagndstico empregados, a DG & encontrada nos es
tados de Santa Catarina, Ceara, Pernambuco e Pari. Posterior-
mente, SILVA et al (1981) e OLIVEIRA et a] (1981), em soros de
aves enviados para laboratorios de diagndstico avicola de Be-
lo Horizonte, encontraram grande nimero de soros (72%) com Ac
anti-VDG ao teste de precipitacao em gel (AGP) para VDG. SAUKAS
et al (1981), estudando, sorologicamente, a prevaléncia do VDG
em aves do estado de Pernambuco, encontraram uma positividade
de 48,54% com o teste de AGP.

No periodo de 1983 a 1984, virios focos de DG c17-
nica foram notificados nos estados do Rio de Janeiro, Parana e
Regiao Centro-Oeste (DOENCAS, 1983, DOENCAS, 1984).

| LEVANTAMENTO (1988), estudando 177 lotes de frangos
de corte em 106 diferentes granjas das regioes do Alto Sao Fran
cisco e Zona Metallrgica de Minas Gerais, encontraram 87% dos




lotes positivos para VDG pelo AGP.

Com o desenvolvimento do teste de ELISA por ENGVAL
& PERMAN (1971) e a posterior adaptacdo deste para microtecni-
ca (VOLLER et al, 1985) descortinou-se um universo de possibi-
lidades para sua utilizacdo. No que se refere ao diagnostico
na avicultura foi inicialmente aplicado para Reovirus (SLAGHT
et al, 1978). Ja para o VDG coube a MARQUARDT et al (1980) a
primeira aplicacao do teste.

0 teste de ELISA pods ser preparado de mwaneira que
apresente como caracteristicas ser especifico, sensivel e re-
Tativamente barato. Os reagentes envolvidos sio estaveis e se-
guros, de facil manuseio e a leitura pode ser automatizada
(NICHOLAS & THORNTON, 1986). Tem as mais variadas aplicacoes na
sorologia podendo ser adaptado para detectar diferentes clas-
ses de Ac, separadamente ou em grupo, atraves de alteracdes de
especificidade dos Ac ligados a enzima (NICHOLAS & THORNTON,
1986). Pode ser usado em estudos epidemiologicos das enfermida
des infecciosas devido a facilidade de se trabalhar com um gran
de numero de amostras (MELENDEZ et al, 1985). O teste de ELISA
indireto tem sido largamente usado para deteccdo de Ac anti-vi
rus da bronquite infecciosa, enterite hemorragica, VDG e ence-
falomielite (VOLLER et al, 1985, NICHOLAS & THORNTON, 1986).
Uma outra aplicacao consiste em se poder avaliar a producao de
Ac de aves que tenham sido vacinadas (MARQUARDT et al, 1980).

Atualmente, no Brasil, o diagndstico soroldgico do
VDG vem sendo feito por AGP, soroneutralizacio (SN) e, even-
tualmente, por ELISA indireto com um "Kit" importado.

Com o intuito de se aplicar um teste imunoenzimati-
¢o com reagentes produzidos localmente e, portanto, difundir a
metodologia envolvida em todas as etapas foi propostoc a produ-
cao e desenvolvimento de um "Kit" ELISA para a pesquisa de Ac an
ti-VDG. '

Como outros objetivos desse desenvolvimento experi-
mental realizaram-se:

comparacao dos niveis de Ac anti-VDG em soros de




frangos de corte de 55-60 dias de idade atraves das técnicas de
AGP, SN e ELISA;

comparacao dos niveis de Ac anti-VDG em soros de
frangos de corte em idade de abate atraves do teste de ELISA
indireto desenvolvido neste trabalho (denominado ELISA-B) e um
"Kit" de ELISA comercial importado (denominado ELISA-A).




2. REVISAO DE LITERATURA

HOWIE & THORSEN (1981) investigaram a aplicacio de
um teste de ELISA indireto para detectar Ac anti-VDG. 0 ant7-
geno (Ag) usado foi preparado com a amostra BECHT adaptada a
fibroblastos de embriao de galinha (CEF) e o conjugado emprega
do foi imunoglobulina (IgG) de coelho anti-galinha acoplado a
peroxidase. Padronizaram um teste adotando como diferenca m7-
nima para distinguir positivo do negativo 0,30 DO de leitura
em espectrofotometro a 449 nm. Concluiram ser o teste desenvol
vido objetivo, sensivel, especifico e econdmico e, alam disso,
acharam que a tecnica foi de facil execucdo, sendo a conjuga-
¢aoc com peroxidase o passo mais complexo. 0 fator c¢critico en-
contrado no desenvolvimento do teste foi a purificacdo do Ag
usado, alem da temperatura e tempo de reacio.

MARQUARDT et al (1980) elaboraram um ELISA indireto
para medir Ac anti-VDG em galinhas. 0 Ag foi preparado a par-
tir de celulas renais de embrido de galinha (CEK) infectadas com
uma amostra de VDG vacinal. Apos a destruicdo celular, o so-
brenadante da cultura foi ultracentrifugado e o sedimento ob-
tido reconstituido em_ tampdo TRIS-EDTA-NaCl em uma diluicdo de
1:200. Utilizaram-se na revelacdo IgG de coelho anti-galinha
conjugada com peroxidase na diluic3ao de 1:3000. Compararam os
resultados do teste desenvolvido com os resultados por SN e
AGP. Constataram que Ac anti-VDG podem ser detectados por ELISA




quatro dias pos-infeccdo. Com uma semana de infeccio os titu-
los variaram entre 1600 a 25.000, permanecendo altos por um ano.
Ac precipitantes foram detectados no soro sem diluir sete dias
nos-infeccdo e o pico detectiavel de AGP foi obtido entre 2-6
semanas (titulos de 40 a 160). 0O teste de ELISA detectou altos
titulos no perfodo de 1-4 semanas e pds-infeccio mostrou uma me
nor sensibilidade em comparacao com SN na 232, 432 e 433 semanas. A
diferenca entre SN e ELISA refletiu a divergencia de especifi
cidades antigenicas dos Ac medidos pelos dois testes emprega-
dos. Concluiram que o ELISA desenvolvido & sensivel, especifi-
o, reproduzivel e rapido.

NICHOLAS et al (1985) testaram em ELISA, AGP e SN
soros de galinhas SPF anteriormente vacinadas com quatro tipos
diferentes de vacina oleosa contra VDG. Na SN usaram os S0ros
diluidos ao dobro e 200 TICDs, de VDG. No ELISA usaram 0 Sis-
tema de microtecnica e as amostras de soro diluidas 1:20. Uti-
Tizaram na revelacdao IgG de coelho anti-galinha conjugada com
peroxidase. 0 teste de ELISA detectou Ac anti-VDG na maioria
das aves sete dias apos a vacinacdao (dav), a SN detectou, nes-
se prazo, Ac em alguns soros e AGP em nenhum. No 149 dav as aves
estavam positivas aos tres testes, excetuando-se um grupo (A).
No 219 dav todas estavam positivas aos trés testes. Houve con-
cordancia na maioria dos resultados entre ELISA e SN. Entretan
to, 37 aves negativas para SN e AGP estavam positivas no ELISA
e 31 positivas para ELISA estavam negativas para AGP e SN. Exis
tiu significativa correlacdo entre as médias das respostas a
todos os testes. Foi demonstrado uma correlacdo entre SN e AGP
de r 0,818, entre SN e ELISA de r = 0,665 e entre AGP e ELISA
0,573.

SNYDER (1985) utilizou o ELISA para deteccio de Ag
e Ac em programas de controles de DG em planteis de poedeiras
comerciais. Demonstrou a possibilidade de emprego de um teste
duplo indireto de Ac para identificacdo de virus (Amostra D-78)
e frisou a versatilidade do ELISA indireto na determinacao quan-
titativa de Ac anti-VDG.

de r




BRIGGS et al (1986) empregaram um teste de ELISA pa
ra pesquisa e determinacao de titulo de Ac anti-VDG. Desenvo]-
veram uma equacao, atraves da analise de uma curva preparada u
tilizando-se da relacdo positivo-negativo, de maneira a se de-
terminar o titulo de Ac usando-se uma Gnica diluicio do soro.
0s resultados foram comparaveis com a SN.

CASTELLDO et al (1987) determinaram Ac anti-VDG em ma
trizes que tinham sido anteriormente vacinadas contra DG com
virus vivo e também com virus inativado, através das provas de
AGP, SN e ELISA. Concluiram que nos animais positivos os titu-
los SN foram maiores do que para o ELISA. Nio encontraram fal-
sos positivos sendo que apenas o AGP apresentou dois falsos ne
gativos {(2,53%).

MEULEMANS et al (1987) compararam um teste de ELISA
com SN para DG em 74 soros de matrizes vacinadas. Para o ELISA,
o Ag foi preparado com a amostra PBG-988 de VDG adaptada a CEF,
concentrado atraves do sistema AMICON, reconstituido e ultra-
centrifugado. Os soros testes foram diluidos a partir de 1:100
em serie na base dois. A amostra PBG-988 foi usada na concen-
tracao de 100 TICDs,. Os resultados comparativos do teste SN
e ELISA realizados entre 74 soros analisados apresentaram um
coeficiente de correlacdo r = 0,72. Consideraram como positivo
no ELISA um titulo igual ou superior a 400 o que correspon-
dia a 10 na SN.




3. MATERIAL E METODOS
3.17. Soros
3.1.1. Soros testes

Foram utilizadas 312 amostras de soros provenientes
de 19 granjas das regioes do Alto Sao Francisco e Zona Metalir
gica do Estado de Minas Gerais. Foram armazenadas em volumes
de 10 ml a -20°C e descongeladas no momento do uso.

3.1.2. Soros controles

Os soros utilizados como controles positivo e nega-
tivo foram obtidos de galinhas SPF (SPAFAS REZENDE) (vide sub-

itens 3.4.2 e 3.4.3). Foram armazenados nas mesmas condicoes das
amostras de soros testes.

3.2. Cultivo celular e meios de cultura

Prepararam-se celulas (fibroblastos - CEF) a partir de
embrioces de galinhas SPF com dez dias de incubagcdo, conforme
ROMERQO (1986). Resumidamente, os embrides foram colocados em
uma placa de petri (100 mm x 15 mm) contendo Salina de Saint
Growth (NaCl: 8,0 g; KCi: 0,4 g; Na,HPO.H,0: 1,77 g; NaH,PO,:




0,69 g; solucao de vermelho de fenol 1%: 0,5 mi; H,0 dd: 1000
ml - pH final 7,2). Apos a lavagem, foram retiradas as vJsce-
ras, massa cerebral e parte das asas e patas. Foram novamente
lavados e, em seguida, passados através de uma seringa de 20
mi. Os fragmentos foram recolhidos em um erlemayer contendo uma
solucao de tripsina 0,25% (p/v). A mistura foi posta sob agi-
tacao magnetica com velocidade suave durante dez minutos a 37°C.
A suspensao foi decantada e o sobrenadante transferido para tu
bos de centrifuga contendo um ml de soro fetal bovino (CULTILAB,
Campinas). A tripsinizagdo foi repetida por mais duas vezes. A
suspensao com celulas foi centrifugada durante dez minutos a
1.000 rpm e o deposito celular ressuspendido em meio-199 (SIGMA)
com 5% de soro fetal bovino, 40 ug/ml de gentamicina (SCHERING)
e 40 ug de fungizona (SQUIBB). Apds contagem em camara de New-
bauwer, foram semeadas 150.000 celulas por pocinho. As placas
foram incubadas durante 24-48 horas em estufa a 37°C com 5% de
CO, ate o total fechamento da monocamada celular.

3.3. Virus
3.3.1. Amostra Lukert

E uma amostra vacinal adaptada a CEF e utilizada pa
ra producao de Ag para o teste de ELISA. Foi gentilmente cedi-
da pela Dr2 Rosilene Mont Alverne (LANARA - Pedro Leopoldo-MG).

3.3.2. Amostra BURSINE I1I

Essa amostra vacinal foi reconstituida em H,0 des-
tilada e armazenada em nitrogénio 17quido para uso na prova de
soroneutralizacao em cuitivo celular. Foi gentiimente cedida
pela VACCINAR (Belo Horizonte-MG).
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3.3.3. Amostra BH-83

E uma amostra patogénica e que tem sido passada (4X)
em galinhas SPF. Foi gentilmente cedida pelos Professores Re-
gino Leonardo de Oliveira e Jose Sergio de Resende (Escola de
Veterinaria da UFMG).

3.4, Producao de imunesoros
3.4.1. Soro de coelho anti-gamaglobulina de galinha

Quatro coelhos de aproximadamente 2 kg de peso cada,
da raca Nova Zelandia branco, foram inoculados por via intra-
dermica no dorso com 1 ml de indculo contendo 100 pg de proted
na de gamaglobulina de galinha diluida ao terco em adjuvante
completo de Freund (DIFCO) segundo HERBERT (1974a) e HERBERT
(1974b). Apos 60 dias foi feito reforco com 2 m1 <contendo 200
ug de gamaglobulina de galinha diluida ao terco em adjuvante
incompleto de Freund (AIF) e injetado por via sub-cutanea na do
bra da pele do pescoc¢o. Apos oito dias, foi feito um novo re-
forco com 1 mg de gamaglobulina de galinha ja usada e na mesma
diluicao anterior com AIF, também pela via sub-cutdnea. Uma se
mana depois, foi feita uma sangria de prova na orelha e, com o
soro, realizado teste de imunodifusao em gel de agarose nas di
Tuicoes de 1:10, 1:20, 1:40 e 1:80. Tres dos coelhos reagiram
produzindo Ac com reatividade ate a diluicdo 1:80, apenas um de
les reagiu 1:10, Foi realizada a sangria por puncdo cardJaca nos
coelhos cujos soros obtiveram maior titulo. Os 90 ml de soro
obtidos foram fracionados em 10 m1 (frascos tipo penicilina) e
armazenados a -20°C.

3.4.2. Soro controle positivo para o VDG

Foi obtido a partir de galinhas SPF {SPAFAS REZENDE)
com 12 semanas de idade e infectadas com VDG (via oral/0,2 ml
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de suspensao de BF/10 DIEs,). O soro foi colhido oito semanas
apos infeccdo e a efetiva comprovacao de positividade foi rea-
lizada atraves de AGP (WEISMAN & HITCHNER, 1978).

3.4.3. Soro controle negativo para o VDG

Foi obtido a partir de galinhas SPF n3o imunizadas
contra o VDG e, portanto, insentas de Ac contra VDG conforme
comprovado atraves de testes de AGP, SN e ELISA.

3.5. Producao de antigeno para ELISA
3.5.1. Antigeno preparado com a amostra LUKERT

0 virus foi inoculado em garraftas com CEF que foram
incubadas a 37%C com 5% de CO, durante 48 e ou 72 horas ate o
aparecimento de efeito citopatico (CPE) do virus caracterizado
por arredondamento celular. As garrafas foram submetidas a dois
ciclos de congelamento e descongelamento e o sobrenadante foi
clarificado por centrifugacdo a 8.000 rpm durante 30 minutos
(SORVALL SS-34). 0 virus foi concentrado por dois métodos di-
ferentes.

3.5.1.1. Concentrado por centrifugacao

0 virus foi sedimentado por centrifugacdo a 18.000
rpm durante 2 horas atraves de um colchido de sacarose 30% (p/p).
0 sedimento foi reconstituido em tampaoc TRIS-HC1 0,05 M pH 7,6
(SIGMA) e a concentracdo protéica determinada pelo metodo de
BRADFORD (1976).

3.5.1.2. Concentrado por ultrafiltracao

0 Ag foi tambem preparado por concentracio do sobre
nadante de cultura por ultrafiltracao (CX30 MILLIPORE) e a con
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centracao protéeica determinada pela mesma metodologia ja usada
anteriormente,

3.5.2. Antigeno preparado com a amostra BH-83

Foi preparado segundo PATTISON el al (1975). Gali-
nhas SPF com oito semanas de idade foram expostas a amostra BH-
83. Apos o aparecimento da doenca (72 horas apds exposicio), as
aves foram sacrificadas e as BF com lesdes macroscopicas foram
extraidas e lavadas com PBS (0,1 M pH 7,0), trituradas (OMNI-
MIXER-SORVALL) em tres ciclos de 10.000 rpm durante 60 segundos
em banho de gelo e, em seguida, sonicados em trés ciclos con-
secutivos de 15 segundos cada (aparelho de ultrassom MSE). Em
seguida, o triturado das bursas foi diluido 1:2 com PBS (0,2 M
pH 7,0) e retriturada em potter Elvehjem (THOMAS). Em continua
¢ao, 0 triturado das bursas foi homogeneizado com identico vo-
lume de triclorotrifluoretano 1.1.2 (FREON-SIGMA) e centrifuga
dos a 2.000 rpm durante 15 minutos. A fase aquosa foi clarifi-
cada por centrifugacao a 10.000 rpm durante 30 minutos a 4°C e
0 sobrenadante concentrado com PEG 20.000 (SIGMA) durante 24
horas a 4°C. 0 concentrado de BF foi ultracentrifugado (SORVALL
rotor AH 629 SW) atraves de um colchdo de sacarose a 30% (p/p)
a 25.000 rpm durante 60 minutos. 0 sedimento foi reconstituido
em tampao TRIS-HC1 0,2 M pH 8,0 e novamente ultracentrifugado
em gradiente de sacarose 40-60% (p/p) durante 90 minutos. A ban
da contendo o virus foi colhida e a concentracio proteica de-
terminada pelo metodo de BRADFORD (1976). Esse Ag foi estocado
em tubos Eppendorf a -20%C até o uso.

3.5.3. Titulacao dos antigenos

Isoladamente, para cada Ag produzido, microplacas de
poliestireno (HEMOBAG) foram revestidas com diluicdes de Ag em
tampao de revestimento (tampdo carbonato 0,5 M pH 9,6) conten-
do 1.000, 500, 250 e 100 ng de proteina virica. Os soros con-
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troles (positivo e negativo) foram diluidos 1:100 e 1:200 em
PBS 0,1 M pH 7,6. 0 conjugado desenvolvido {Ttem 3.6) foi di-
luido de acordo com o titulo oOtimo determinado {2.000) e o
teste realizado como descrito no Ttem 3.7. A densidade otica
(DO) foi determinada em espectrofotometro a um comprimento de
onda de 492 nm (MULTISCAN).

3.6. Producao do conjugado
3.6.1. Producao do conjugado

0 "pool" de soros de coelnos anti-gamaglobulina de
galinha foi obtido conforme descrito no item 3.4.1. A fracio
gamaglobulina dos soros de coelhos foi purificada de acordo
com HERBERT (1974a), atraves da tecnica de precipitacio com sul
fato de amonia. A concentracdo proteica final foi de 11,68 mg/
ml. A IgG de parte dessa fracao concentrada de gamaglobulina
3,5 ml, foi purificada atraves da passagem em coluna (de pro-
teina-A-Sepharose C1-4B da PHARMACIA), conforme MARQUARDT et al
(1980). Nessa passagem, a liberacdo da IgG se deu apos exausti
va lavagem com PBS sequida de aplicacao da solucido eluidora (Tam
pao glicina 0,2 M pH 2,8-SIGMA). ApGs passagem na coluna, a 50
lucao tampdo glicina mais IgG foi neutralizada com solucio NaOH
! N de forma a se obter pH final 4,5. A IgG foi concentrada a-
traves de uma unica precipitacao com sulfato de amonia (iguais
volumes de solu¢ao sulfato de amonia 50% e da solucdo contendo
IgG), por duas vezes foram lavadas. 0 "oelet", apos centrifuga
cao (10.000 rpm a 4°C durante 15 minutos), foi reconstituido em
1,5 ml de salina 0,15 M e dializado, contra a mesma, durante 72
horas. A determinac¢ao proteica (3,3 mg de IgG/ml) foi feita pe
lo metodo de BRADFORD (1976).

No processb de conjugacac da IqG com a enzima pero-
xidase (Tipo VI SIGMA), utilizou-se a técnica descrita por
AVRAMEAS & TERNYCK (1971). Resumidamente, dissolveram-se 10 mg
de peroxidase em 200 pl de PBS 0,1 M pH 6,8 contendo 1,25% (V/V)
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de glutaraldeido (MERCK). Em seguida, cinco mg de IgG, dilui-
das em tampao carbonato 0,5 M pH 9,6, foram misturados a solu-
¢ao de peroxidase. Deixou-se a mistura sob agitacao magnética
a 4°C durante 24 horas. Em sequida, foi adicionada uma solucao
de Jisina 1 M (SIGMA) e a mistura foi incubada por duas horas
a temperatura ambiente {(TA). O conjugado foi misturado com gli
cerina tamponada em PBS 0,1 M pH 7,6 em partes iguais e aliquo
tado em tubos Eppendorf, os quais foram armazenados a -20°C.

3.6.2. Titulacao do conjugado

Visando obter a diluicao para trabalho, microplacas
de poliestireno (HEMOBAG) foram revestidas com 100 pl com di-
luicoes contendo 1.000, 500, 250 e 100 ng de gamaglobulina de
galinha em tampao carbonato-bicarbonato 0,1 M, pH 9,6. As pla-
cas foram incubadas em camara Umida a TA de 4°C durante uma noi
te. No dia sequinte, a placa foi lavada duas vezes com solucao
de lavagem do ELISA (SLE) Salina-Tween 20, 0,05% e feito o blo
queio com 150 p1 de caseina 2% por pocinho durante um periodo
de 30 minutos. Apos lavagem das placas, foram colocados 100 ul
de diferentes diluicoes do conjugado (1:100; 1:200; 1:500; 1:
700; 1:800; 1:1000; 1:2000; 1:2500 e 1:3000) e as placas foram
incubadas 45 minutos a TA. Foi feita a lavagem da placa com SLE
e adicionados 100 ul por pocinho da solu¢ao do substrato [tam-
pao citrato pH 5,0, 20 mg por cento de ortofenilenodiamine (OPD
e 0,012% de peroxido de hidrogenio (H,0,)] e incubados por 15
minutos em TA na obscuridade. A reacao foi interrompida com 50
ul de solucao H,50,4N em cada pocinho, Foi determinada a DO em
espectrofotometro a 492 nm.

3.7. Teste de ELISA indireto para o VDG
Neste trabalho, esse teste foi denominado ELISA-B.

As microplacas (HEMOBAG) foram adsorvidas com 100 ul de Ag de
VDG (500 ng de proteina) diluido em tampdo carbonato a 4°C por
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uma noite e, em seguida, foram lavadas com SLE. Receberam de-
pois 150 ul de solucio de blogqueio (caseina 2%) e foram incu-
badas durante 30 minutos a TA, As microplacas adsorvidas com 0
Ag VDG, foram lavadas e receberam 100 ul por pocinho do soro
teste diluido em tampdo de incubacio (PBS-tween 0,05%). Apos 45
minutos de incubacao, foram novamente lavadas com SLE. Em se-
guida, foram adicionados 100 ul por pocinho de conjugado na di
Tuicao conveniente (1:2000) e as placas foram incubadas por 45
minutos a TA. Apds a incubacdo, foram lavadas com SLE e adicio
nados 100 ul por pocinho de solucao de substrato. A leitura foi
determinada conforme descrito no Ttem 5.3.

3.8. Kit de ELISA comercial importado (AGRITEK) pa-
ra o VDG

Neste trabalho, esse teste foi denominado ELISA-A.
Foram fornecidos os seguintes reagentes: placas de 96 pocinhos
com Ag adsorvido, conjugado peroxidase anticorpo de cabra an-
ti-galinha diluido em tampao TRIS, controle positivo diluido em
tampao, controle negativo tambem diluido em tampao, tampao de
diluente da amostra, tabletes de OPD e tampao citrato para di-
luicao do OPD. A técnica foi executada de acordo com as reco-
mendacoes e os reagentes fornecidos pelo fabricante AGRITEK/USA-
comercializado pela EMBRABIO.

3.9. Microtecnica de soroneutralizacao para o VDG

A preparacado de CEF para o VDG foi realizada confor
me descrito no Ttem 3.2. A execucao da microtécnica de soroneu
tralizacao (SN) foi conduzida de acordo com MARQUARDT et a]
(1980). Em placas de 96 pocinhos (PETECIL) foi feita a dilui-
cao dos soros de 1:10 e de 1:280 (diluicao em base 2) e o VO-
lume ajustado para 50 ul por pocinho. Apds a diluicao, foram a
dicionados 50 u) contendo 100 TICD,, amostra Bursine (sub-Ttem
3.2.) por pocinho exceto no controle de celulas e as placas in




cubadas a 37°C durante 30 minutes. Em seqguida, a mistura soro-
virus (50 pl) foi transferida para monocamadas CEF e as placas
incubadas a TA por 60 minutos. Apos a incubacao, a mistura so-
ro-virus foi eliminada e adicionado meio 199. As placas foram
incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO,. A leitura foi reali-

zada apos 72 horas e foi usado o critério descrito por WEISMAN
& HITCHNER (1978).

3.10. Testes sorologicos

Foram testadas 312 amostras de soro de frango de cor
te, conforme descrito no item 1 para os testes de ELISA-B e
AGP. Dessas, 171 foram testadas em SN e 243 no teste de ELISA-
A. Na TAB. 5 sao apresentados apenas 0s resultados do ELISA-B
comparados com 243 soros analisados no ELISA-A.

3.11. Analise dos dados
0s resultados foram comparados com respeito a sua

positividade e a analise pelo y2 foi usada para determinar o
nivel de significancia entre os testes (HOEL, 1981).
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4, RESULTADOS

4.1. Producao do "Kit" de ELISA para VDG

4.1.1. Antigenos produzidos

4.1.1.1. Amostra LUKERT

4.1.1.1.1. Concentragdao por centrifugacao

De um litro de suspensao virica de sobrenadante ce-
Tular infectado com VDG, obteve-se 1,0 ml de Ag com concen-
tracao proteica de 200 ug/ml.

4.1.1.1.2. Concentracao por ultrafiltracao

A partir de um litro da mesma suspensao virica des-
crita anteriormente, obteve-se 1,0 ml de Ag com a concentracio
protéica de 2,96 mg/ml.

4.1.1.2. Amostra BH-83

A partir de dez BF infectadas, obtiveram-se 500 ul de
Ag com uma concentracao proteica de 1,16 mg/ml.
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4.1.1.3. Selecdo do Ag apropriado do "Kit" de ELISA
produzido (ELISA-B)

Para o0s tres Ag obtidos, individualmente, foi rea-
lizada a adsorcao em microplacas de 96 pocinhos para testar a
eficacia do Ag, usando varias diluicoes. 0s testes com os Ag
preparados com a amostra LUKERT apresentaram resultados ijnsa-
tisfatorios, dando uma reacao incolor, enquanto que o Ag pre-
parado com a amostra BH-83 (AG BH-83) apresentou resultados sa
tisfatorios que estio discriminados na TAB. 1.

A concentracao de 100 ng de Ag BH-83 resultou em uma
diferenca de DO entre o positivo e negativo de 410 na diluigao
de 1:100 do soro e 494 na de 1:200. Ja com a concentracio de
500 ng de proteina antigénica foram obtidas diferencas de 527
e 423, nas diluic¢des de soro 1:100 e 1:200, respectivamente. A
medida que a concentracao diminuiu, os resultados das diferen-
cas entre positivo e negativo foram ficando mais proximas, che
gando a resultados irrelevantes. Com base nesses resultados, de-
terminou-se que a concentracio de uso (trabalho) do Ag seria
500 ng de proteina e 0s soros seriam diluidos em 1:100, visto
que a diluicao de 1:200 niao apresentou diferencas significati-
vas entre os positivos e negativos, podendo ser evidenciado a-
traves da observacdo do GRAF. 1.

4.2. Conjugado

Cinco mg de IgG de coelho anti-galinha conjugada com
10 mg de peroxidase resultaram em 800 ul de conjugado, o qual
foi titulado empregando-se de gamaglobulina de galinha em fase
solida, nas concentracoes de 500, 250 e 100 ng de proteina com
varias diluicdes do conjugado variando de 1:100, 1:200, 1:500,
1:700, 1:800, 1:1000, 1:1600, 1:2000 e 1:2500. A lTeitura em es
pectrofotometro com DO 492 nm foi 2000 nas diluicces de 1:100
ate 1:1600 e so foi possivel realizar leituras nas Gltimas di-
Tuicoes (1:2000 e 1:2500). Esses dados estao apresentados na
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TAB. 2.
4.3. Producao de imunesoros
4.3.1. Soro de coelho anti-gamablobulina de galinha

A partir de 50 ml de soro de coelho anti-gamaglobu-
lina de galinha, foi obtida uma solucao concentrada de imuno-
globulinas (11,68 mg/ml). De 3,5 ml dessa solugdo concentrada,
foram obtidas 3,3 mg/ml de IgG apos passagem em ccoluna de pro-
teina A - Sepharose {SIGMA).

4.3.2. Soro de galinha positivo para VDG

Galinhas SPF de 12 semanas de idade criadas em iso-
ladores foram infectadas por via oral com 0,2 ml da amostra BH-
83 e apos 40 dias foram submetidas a sangria total por pungao
cardiaca obtendo-se uma média de 50 ml por galinha.

4.3.3. Soro de galinha negativo para o VDG

Galinhas com a mesma idade, padrdo de qualidade e
procedencia identificadas no tem 3.2 foram submetidas a sangria
total, com um rendimento medio de 50 ml de soro por galinha.

Todos os soros obtidos, conforme sub-Jtens 3.1, 3.2
e 3.3., foram testados por AGP. Nos soros negativos, como es-
perado, nao foi observada nenhuma linha de precipitacidc e os
soros positivos formaram fortes Tinhas nas diluicdes de 1:10,
1:20, 1:40 e 1:80. Foram aliquotados e armazenados a -20°C até
subseqliente uso nos testes de SN, ELISA e AGP.

4.4, Microtécnica de soroneutralizacao (SN)

Dos 171 soros de frango de corte pesquisados, pro-
cedentes de 14 diferentes granjas, 84 foram positivos apresen-
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tando titulos z 102 e 87 negativos cujos titulos foram de <

10, conforme apresentado na TAB. 3.
4.5, Testes sorologicos

Foram utilizadas 312 amostras de soro de frango de
corte para AGP e ELISA. Dessas amostras apenas 171 foram tes-
tadas para SN por motivos variados {(contaminacao bacteriana e
soros toxicos). 0s resultados acham-se discriminados na TAB. 4.

Tambem foi realizada a compara¢do dos resultados de
243 soros de frango de corte processados pelo "Kit" de ELISA co-
mercial importado (AGRITEK), denominado ELISA-A, e pelo teste
de ELISA indireto para o VDG desenvolvido, denominado de ELISA
B. Os resultados obtidos foram muito proximos, ou seja, 111 po-
sitivos para o ELISA-A e 110 para o ELISA-B. De forma semelhan-
te, ocorreram 132 resultados negativos para o ELISA-A e 133 pa
ra o ELISA-B, conforme discriminado na TAB. 5.

As analises pelo teste x® entre AGP, SN, ELISA-B e
ELISA-A, foram discriminadas nas TAB. 6, 7, 8 e 9.
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TABELA 1 - Diferentes concentracoes de antigeno BH-83 frente a di-
lTuicoes de soros controles positivo e negativo

ng de Medias das leituras em DO 492 nm Diferencas entre o

pro- Soro controle positivo  Soro controle negativo positivo e o negativo

teTna 1:100 1:200 1:100 1:200 1:100 1:200

1000 1,207 1,216 0,797 0,722 0,410 0,494

500 1,037 0,863 0,510 0,440 0,527 0,423

_ 250 0,443 0,417 0,280 0,372 0,163 0,045

100 0,252 0,358 0,199 0,295 0,053 0,063
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TABELA 2 - Titulacao de IgG de coelho anti-galinha conjugado
com peroxidase

Media das DO 492 nm

Diluicoes do conjugado Concentracoes de gamaglobulina (ng)
500 250 100
1:2000 0,860 0,653 0,432

1:2530 0,680 0,645 0,491
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TABELA 3 - Titulacao de anticorpos anti-VDG de frangos de cor-
te procedentes das regioes do Alto Sao Francisco e
Zona Metalurgica do Estado de Minas Gerais, deter-
minados pelo teste soroneutralizacao

Denominacgao Positivos Negativos Total

da granja Titulos = 102 Titulos < 10° de soros
D 3 5 13
E 17 0 17
F 6 11 17
G 2 12 14
H 9 0 9
I 7 12 19
J 2 6 8
L 1 1 12
M 1 7 8
0 0 10 10
P 0 7 7
Q 7 6 13
R 3 1 4
) 1R 9 20

Total 84 37 171
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TABELA 4 - Resultados dos testes sorologicos de AGP, ELISA-B E

SN para anticorpos anti-VDG em soros de frangos de
corte das regioes do Alto Sao Francisco e Zona Me-
talurgica do Estado de Minas Gerais

Tipo d e tes te

Denominacao da granja AGP ELISA-B* S N **
+ - + - + -
A 0 20 b 14 - -
B 0 19 7 12 - -
C 0 15 13 2 - -
D 18 0 18 0 8 5
E 19 0 19 0 17 0
F 18 0 18 0 6 11
G 18 0 13 0 2 12
H 3 6 9 0 9 0
I 19 0 19 0 7 12
J 20 0 20 0 2 6
L 0 20 20 0 1" 1
M 0 19 19 0 1 7
N 0 8 7 1 - -
0 0 15 15 0 0 10
P 0 8 7 1 0 7
Q 20 Q 15 5 7 6
R 10 10 15 b 3 1
S 7 13 13 7 i1 9
T 0 7 7 0 - -
Sub total 152 160 265 47 84 87
Total 312 312 171
AGP = Precipitacao em gel de agarose.
ELISA-B = Ensaio imunoenzimatico com "Kit" produzido.
SN = Teste de soroneutralizacao.
* = Considerou-se positivo DO 2z 0,400.
) %k

Considerou-se positivo titulos z 102.
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TABELA 5 - Anticorpos anti-VDG de soros de frangos de corte determina-
dos pelo ELISA-A e ELISA-B, procedentes das regioces
do Alto Sao Francisco e Zona MetalUrgica do Estado
de Minas Gerais

Tipo de "Kit"

Denominacao da granja ELISA-A ELISA-B

+ - + -

A 17 0 13 4

B 12 0 12 0

C 12 0 12 0

D 0 18 0 18

E 0 19 3 1o

F 3 14 0 17

G 8 3 2 g

H 0 19 3 16

I d 20 0 20

J 18 0 5 13

L (! 4 1 14

M 7 0 6 i

N 4 15 18 1

0 4 15 15 4

P 15 5 20 0

Sub total 111 132 110 133

Total ' 243 243
ELISA-A = ELISA comercial Agriteck.

ELISA-B

ELISA ensaio imunoenzimatico com "Kit" produzido.
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TABELA 6 - Comparacao entre os resultados obtidos no AGP, ELISA-
B e SN pelos testes de x° em soros de frangos de cor
te das regioes do Alto Sao Francisco e Zona Metalur
gica do Estado de Minas Gerais

Observado Esperado
Teste + - Total + - Total
AGP 152 160 312 196,7 115,4 312
ELISA-B 265 a7 312 196,7 115,4 312
SN 84 87 171 107,7 63,2 171
Total 501 294 795 501 291 795
x 2 = 10,90 com P < 0,05.
AGP = Precipitacao em gel de agarose.
ELISA-B = Ensaio imunoenzimatico com "Kit" produzido.
SN = Teste de soroneutralizacao.
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TABELA 7 - Comparagao da pesquisa de anticorpos anti-VDG pelos
testes de AGP e ELISA-B obtidas pelo metodo do y?2
em frangos de corte das regioes do alto Sao Francisco
e Zona ietalurgica do Estado de Minas Gerais

Observado Esperado
Teste + - Total + - Total
AGP 152 160 312 208,5 103,5 312
ELISA-B 265 47 312 208,5 103,5 312
Total 417 207 624 417 207 624
x ¢ = 7,87 com P < 0,05,
AGP = Precipitacao em gel de agarose.

ELISA-B

Ensaio imunoenzimatico com "Kit" produzido.
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TABELA 8 - Comparagao da pesquisa de anticorpos anti-VDG pelos
testes AGP e SN obtidos pelo teste de x2 em frangos
de corte das regides do Alto Sao Francisco e Zona
Metalurgica do Estado de Minas Gerais

Observado Esperado
Teste + - Total + - Total
AGP 152 160 312 152,6 159,60 312
SN 84 87 171 83,6 87,4 171
Total 236 247 483 236 247 483
¥2 = 5,99 com P < 0,05.
AGP = Precipitacao em gel de agarose.
SN = Teste de soroneutralizacao.
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TABELA 9 - Comparacao da pesquisa de anticorpos anti-VDG pelos
testes de soroneutralizacao e ELISA-B obtidos pelo
teste de y?

Observado Esperado
Teste - - Total + - Total
SN 84 87 171 123,06 47,4 171
ELISA-B 265 47 312 225,4 86,6 312
Total 349 134 483 349 134 483

x* = 7,87 com P < 0,05,
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5. DISCUSSAQD

O0s resultados obtidos nessa pesquisa sugerem que 0
ELISA e sem duvida uma metodologia simples, rapida € mais ba-
rata do que os testes de AGP e SN para se pesquisar anticorpos
para VDG. E sabido que apenas o radioimunoensaio e comparavel
em termos de sensibilidade ao ELISA, entretanto, so o0s reagen-
tes do ELISA sao seqguros e duraveis (VAN WEEMEN & SHURS, 1977).
A equipe do laboratorio de Virologia Comparada tem mais de uma
década de experiencia com esse tipo de teste e sabe que, embora
sem nenhuma complicacao, a etapa da conjugacao com peroxidase,
e a mais complexa do processo. Uma conjugacao defeituosa pode
levar a uma perda de sensibilidade e estabilidade do conjuga-
do, conforme a experiencia que se adquiriu.

0s fatores que sao criticos e dos quais ira depen-
der a atua¢ao do ELISA sao a pureza do Ag, principalmente no
caso do Ag desenvoivido a partir de BF, a temperatura e o tem-
po da reacac, o titulo do conjugado, o substrato, o tempo e a
forma de Tavagem das placas de ELISA entre as diferentes eta-
pas do teste. A preparacao do Ag (VDG) e a etapa central e de
maior importancia na precisao do ELISA. Muitos autores, entre
0s quais se pode citar GILMAN & DOGHERTY (1977) e SAUNDER et
al (1977), comprovaram que 05 resultados variaveis no ELISA se
devem a problemas com purificacac do Ag. Reacoes falso-positi-
vas podem ser devido a presenca de fatores sericos ndo especi-
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ficos que se ligam a preparacao antigenica e que nao sao eli-
minados quando o processo de purificacdao € efetuado de maneira
descuidada. Dever-se-ia ter investido muito mais na purifica-
¢ao do Ag. Agora, se sabe, por exemplo, que teria sido melhora
da a recuperagao do virus se o tempo de centrifugacdo em col-
chao de sacarose fosse aumentado para duas horas (NICK et al,
1976), dentro da metodologia empregada.

Devido a premencia de tempo e recursos ndo se inves
tigou o insucesso da producao de Ag em cultivos celulares, ja
que se conseguiram os objetivos ao se empregar BF lesadas de
galinhas experimentalmente infectadas com VDG (amostra BH-83).
0 genoma do VDG consiste de duas pecas de aproximadamente mes-
mo peso molecular (2 x 10° daltons). Se essas duas pecas repre
sentam um artefato de preparacao, isso ainda nao foi demonstra
do. Ja se mostrou que o segmento maior de RNA esti preferen-
cialmente associado com particulas que se sedimentam mais ra-
pido em gradiente de sacarose. No presente trabalho (dados ndo
apresentados), duas bandas sempre foram detectadas nos gradien
tes de sacarose. Nao se pode afirmar mas € possivel que ambas
as bandas sao necessarias para se obter infecciosidade. A pas-
sagem do VDG (amostra LUKERT) em cultivos celulares foi mal su-
cedida, possivelmente, devido a particulas defectivas interfe-
rentes. Nao foi pesquisado o que de fato aconteceu para preva-
Tecer apenas particulas defectivas mas nao se pode descartar
que a amostra tenha sido passada em alta multiplicidade de in-
feccao. Houve tamanha predomindncia de possiveis particulas in
terferentes que nenhuma banda foi recuperada em gradiente de
sacarose de material processado a partir de cultivos celulares
(dados ndo apresentados).

Nio se tentou infectar cultivos celulares e deter-
minar a infecciosidade da banda que migra mais rapido com a ou
tra banda. Pode-se esbecu]ar, inclusive, que poderia existir
uma banda que contivesse a maioria das particulas infecciosas
e que conteria uma molécula de RNA maior que migrasse ainda mais
rapido no gradiente de sacarose mas em virtude de representar
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uma minoria de particulas se encontraria abaixo do limite de
detectabilidade.

Como o0s resultados de producao em CEF e VERO foram
desapontadores nao se tracou uma curva de producao da amostra
LUKERT em cultivo de tecido. 0 encontrado ja foi bastante re-
latado e, como se sugere na literatura, a diminui¢aoc ou drasti-
ca reducao de particulas defectivas e conseguida quando se pas
sa o VDG em celulas linfoides (MULLER & BECHT, 1982). Ha auto-
res gque tem conseguido a separacao das particulas incompletas
das infecciosas com auxilio de centrifugacdes repetidas em gra
diente de cloreto de cesio (JACKWOOD et al, 1984).

Com as dificuldades encontradas na producao do Ag em
CEF restou a alternativa de se purificar o Ag a partir de BF de
aves experimentalmente expostas ao VDG {(amostra BH-83). 0 de-
safio dessa metodologia foi conseguir preparacoes suficiente-
mente puras com um rendimento razoavel, conforme verificadas por
PATTISON et al (1975) e DUBOS et al (1979). A centrifugacdo a-
traves de um colchao de sacarose a 30% (p/p) pareceu ter a van
tagem de condensar e limpar o Ag virico que foi subsequentemen
te, aplicado ao gradiente de sacarose. Essa centrifugacao, a-
traves do gradiente de sacarose, pareceu ser essencial para a
remocao de material celular e outros contaminantes da BF, ja
que tentativas preliminares de se montar um ELISA com VDG ob-
tido da centrifugacdo atraves do colchdo de sacarose levou a
resultados desastrosos (dados nao apresentados). Uma avaliacao
previa do Ag atraves da analise em SDS-PAGE teria sido de gran
de valia. A experiencia atual do Grupo de Virologia Comparada
e de que todos os lotes de Ag de ELISA devem ter suas protei-
nas contaminantes determinadas e avaliadas. Esse e um passo
fundamental para que se estabele¢am os criterios de avaliacao
do estado de real pureza do Ag e que tipo de material ainda per
siste como contaminante. Como controle de Ag, obviamente se pro-
cessa um Ag negativo, que e obtido de bursas nac infectadas. 0
emprego de tal tipo de Ag controle e fundamental na determina-
¢ao da especificidade e em varias etapas da padronizacac. Nes-
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te projeto, o qual ainda esta em sua primeira fase, nio se usou
0 controle do Ag por SDS-PAGE e nao se empregou um Ag controle
que tambem poderia ser chamado de Ag negativo. Alem do mais, o
Ag negativo seria de extrema utilidade na avaliacio do conjuga
do, no estudo dos casos de inespecificidade encontradas e do
"background" encontrado especialmente com soros poucos diluidos
e nos soros negativos. Esses dados com o ELISA desenvolvido
(ELISA-B) certamente mostraram problemas que deverao ser ata-
cados para se melhorar o teste. Sem diuvida alquma, ainda se tem
que melhorar o Ag. A titulacdo do Ag mostrou 9sso claramente
(TAB. 1). A sensibilizacao das placas com 500 ng de Ag, como o
encontrado na titulacao, e uma indicacao disso. Na exper1enc1a
do Grupo de Virologia Comparada, com outros Ag viricos como ro
tavirus e herpesvirus, a sensibilizacao pode ser feita com bons
resultados com 25 a 50 ng de Ag por pocinho (dados n3o apresen
tados). Pode-se também inferir, por observacido TAB. 1, que o re
vestimento com tao alta dosagem de Ag foi necessaria devido a
presenca de contaminantes proteicos de bursa ainda presentes no
Ag. Esse problema so pode ser resolvido melhorando o Ag. Para
tal, deve-se definir gquais os contaminantes da BF que ainda es
tao presentes, fazer um segundo bandeamento do Ag em gradiente
de cloreto de cesio, preparar o controle ou Ag negativo e de-
finir a razao da inespecificidade atraves do teste de Western-
blot. Em muitos casos, quando uma refinada purificacio do Ag e
extremamente cara, o problema pode ser resolvido pelo desen-
volvimento do ELISA de bloqueio. No ELISA de bloqueio, o ponto
critico muda. Deixa de sero Ag que passa a nao ser mais imobiliza
do na fase solida. No ELISA de bloqueio, vai na fase solida um
anticorpo (Ac), geralmente preparado em camundongo, contra o vi
rus. Esse Ac usado na fase sdolida tem que ser preparado com Ag
viricos altamente purificados afim de eliminar toda a inespeci
ficidade do teste. Os dados preliminares obtidos até o presen-
te no desenvolvimento do ELISA foram importantes a fim de Je-
vantar as peculiaridades do teste em aves. 0 conjugado prepara
do, o0 sistema de bloqueio e o substrato empregado foram usados
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sem problema. A Tlenta alteracao de cor apos a interrup-
cao de reacao com H,SO, 4N e particularmente sem problemas por
gue ocorre tanto nos controles, como nos testes positivos e ne
gativos. A diluicao otima do conjugado, como foi determinado,
e importante para diminuir ou eliminar a ligacac inespecifica
do conjugado que pode mascarar a atividade especifica do teste
ou levar a resultados falso-negativos. Todos os testes foram re
petidos a fim de se estabelecer a validade e reprodutibilidade
de cada resultado obtido. A importancia desse procedimento e
que pode haver populacao antigénica diferente absorvido em di-
ferentes partidas de microplacas. Uma precisao exata e dificil
devido a variabilidade de absorcao dos reagentes nas placas de
poliestireno. Controles positivo e negativo foram incluidos em
cada placa a fim de melhor avaliar a variabilidade de absorcao
dos reagentes. Infelizmente, nao foi incluido Ag de BF normal.
Em cada placa, tambem foram incluidos outros controles para a
deteccao de problemas com reagentes, tais como um controle on-
de o PBS substituia o soro, controle de substrato e controle
do conjugado. A correlacao entre o teste de ELISA-B, AGP e o
SN foi pesquisada nesse estudo pelo teste de x*, e foi signifi
cativa devido ter alcancado valor de 10,90 (P < 0,05) conforme
apresentado na TAB. 6., Esses dados sao concordantes com outros
autores que ja tinham encontrado resultado semelhantes (NICHOLAS
et al, 1985 e CASTELLD et al, 1987). Esses autores encontraram
uma correlacdo positiva de 0,44 (P < 0,01) gquando compararam
as tecnicas de SN e ELISA para deteccao de Ac anti-VDG. MEULEMANS
et al (1987) desenvolveram um ELISA para medir Ac de galinhas
imunizadas com vacinas de DG vivas e oleosas. No presente tra-
balho, para avaliacao do ELISA-B, os soros dos frangos testa-
dos foram provenientes de granjas gque nao vacinavam suas aves
contra VDG. 0s niveis de Ac encontrados possivelmente refleti-
ram a infeccao natural ao virus em estudo, servindo tambem pa-
ra inferir a situacdo de prevalencia do VDG nas regiodes do Al-
to S3o Francisco e Zona Metalurgica do estado de Minas Gerais.
0s resultados encontrados somam-se aqueles obtidos em outro le
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vantamento sorologico, realizado através de AGP (LEVANTAMENTO,
1988).

A analise comparativa dos dados também foi realiza-
da correlacionando os testes um com o outro. ELISA-B foi com-
parado com AGP e depois com SN. O AGP por sua vez tambem foi com
parado com SN.

Comparando-se o ELISA-B com AGP, observou-se que o-
correram diferencas significativas nas amostras testadas porque
o x* foi igual a 7,87 (P < 0,05), conforme discriminado na TAB.
7. Em taxas percentuais, o ELISA apresentou 36,2% a mais de po
sitivos alem dos 48,72% ja estipulados pelo AGP. CASTELLD et al
(1987), no mesmo tipo de comparacao, encontraram resultados fal
s0s positivos em menor quantidade e tambem resultados falsos ne
gativos. Atraves de comparacdes individuais de soros de gali-
nhas, o ELISA foi de 20 a 25.000 vezes mais sensive] que o tes
te de AGP (MARQUARDT et al, 1980).

As comparacoes feitas pelo x? entre ELISA-B e a SN
foram iguais a 7,87 sendo, portanto, significativa a diferenca
(P < 0,05), conforme discriminado na TAB. 9. Os resultados fo-
ram concordantes aos de NICHOLAS et al (1985) que ao estabele-
cerem comparacoes entre o ELISA e SN, concluiram ser a SN mais
variavel e menos reproduzivel que o ELISA. Outros autores (CASTELLD
et al, 1987 e MEULEMANS et al, 1987), tambem encontraram o mes
mo resultados embora mais favoraveis & utilizacdo de varias di
luicoes do ELISA usando uma curva de regressao linear para cor
relacionar melhor as duas técnicas ja citadas. MEULEMANS et al
(1987) conseguiram resultados que demonstraram ser o titulo de
400 no ELISA correspondente a 10 na SN.

Quando as comparacoes foram feitas entre os testes
de AGP e SN, o x* foi igual a 5,99, conforme discriminado na
TAB. 8, e foi interpretado como um resultado nao significativa.
Acreditou tratar-se de diferencas de especificidades antigeni-
cas detectadas pelos dois testes. HOWIE & THORSEN (1981) fize-
ram alusao a uma situacao semelhante, justificando que em al-
guns animais a detec¢ao de Ac pelo ELISA nao coincidia com a
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fase de deteccao de Ac pela SN. Na Titeratura consultada exis-
tem dados discordantes como os apresentados por WEISMAN & HITCHNER
(1978) que estabeleceram comparacSes entre AGP e SN em quatro
diferentes situacoes e obtiveram resultados variados, tais co-
mo igual numero de positivos nos dois testes e resultados ne-
gativos no AGP que foram positivos na SN, corroborando com
DOMINGO et al (1985).

Ao tentar se estabelecer o mesmo tipo de comparacgio
atraves de x* entre o ELISA-A e o ELISA-B, isto ndo foi possi-
vel, visto que o somatorio dos casos positivos e negativos en-
tre ambos os testes foram muito proximos. No ELISA-A foram rea
lizados 243 testes com 111 positivos e 132 negativos enquanto
o ELISA-B, dos 243 testes, 110 foram positivos e 133 negativos.
Nao foi necessario realizar aanalise estatistica devido a iden
tidade dos resultados. Consultaram-se pesquisadores com maior ex
periencia estatistica os quais foram unanimes em afirmar a im-
possibilidade de se fazer uma analise estatistica. Embora haja
semelhanca nos testes (ELISA-A e ELISA-B), detectaram-se falhas
no ELISA-B com algumas discrepancias de resultados (TAB. 5) co
mo no caso da Granja G onde o ELISA-A detectou oito soros
positivos e tres negativos e 0s mesmos soros testados pelo ELISA-
B apresentaram apenas dois resultados positivos enquanto que os
outros nove foram negativos. Na Granja J, foram obtidos 18 so-
ros positivos e nenhum negativo com o ELISA-A e cinco soros po
sitivos e 13 negativos para o ELISA-B, o mesmo ocorrendo na Gran -
ja L. Ja nas granjas denominadas N e 0 o nimero de positivos
foi de quatro para o ELISA-A enquanto que no ELISA-B este nu-
mero elevou-se a 18 e 15, respectivamente, sugerindo a existén
cia de falsos positivos e retratando algumas falhas. Hi, por-
tanto, necessidade de se acertar e melhorar o ELISA-B, princi-
palmente no tocante a purificacdo de Ag ou da utilizacido de ou

tra metodologia (ELISA de bloqueio com Ac-anti-VDG na fase so-
lida).
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5. CONCLUSOES

As conclusoes decorrentes dos resultados obtidos,
nas condicoes em gue o trabalho foi realizado, podem ser sin-
tetizadas do seguinte modo:

o "Kit" de ELISA indireto para VDG produzido, cor-
respondeu as espectativas de produ¢dao local, necessitando de mo
dificagoes apenas no que diz respeito a etapa de purificacao
do Ag;

houve diferencas significativas nos resultados en
contrados, quando comparou-se os tres tipos de diagnosticos (AGP,
SN e ELISA-B) empregados na deteccao de Ac anti-VDG em frangos
de corte;

com relag¢dao a comparacao do ELISA-A e ELISA-B, hou-
ve identidade nos resultados, existindo alguns falsos positi-
vos e menor numero ainda de falsos negativos, o que com certe-

za serao eliminados gquando se usar maior precisao na producao
do Ag.
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