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RESUMO

A leucose enzodtica bovina (LEB) € uma doenca infecciosa natural dos bovinos causada pelo
virus da leucemia bovina (BLV). Esta doenca tem distribuicio mundial e a prevaléncia
sorolégica é alta nos rebanhos bovinos brasileiros, sendo considerada uma doenca de
importancia econdmica. A identificacdo e isolamento de animais positivos sdo necessarios para
controlar a disseminacdo do virus e exames soroldgicos sdo utilizados para esse fim. A
imunodifusdo em gel de &gar (IDGA) foi considerada por muitos anos o teste de eleicdo.
Entretanto, ensaios imunoenzimaticos (ELISA) tém sido desenvolvidos e quando comparados
ao IDGA apresentam sensibilidade mais elevada, leitura mais rapida e objetiva, além de
possibilitarem o processamento de um grande nimero de amostras simultaneamente. A
importacdo de kits de ELISA é um processo dispendioso e demorado, por isso a ferramenta mais
utilizada no pais ainda é o IDGA. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi padronizar um
ELISA indireto (iELISA) para diagnostico da LEB. A linhagem celular Th1lLu infectada pelo
BLYV e livre de BVDV foi utilizada para a producdo do antigeno. Setenta e trés amostras de soro
de bezerros coletadas antes e ap6s a colostragem foram classificadas como negativas ou
positivas pelo IDGA (referéncia). Para padronizacdo do iELISA, diferentes concentracGes do
antigeno, soros controle positivo, negativo e conjugado foram avaliadas. Posteriormente, 0s
resultados foram comparados com aqueles obtidos pelo IDGA e pelo ELISA comercial Chekit
Leucose-Serum (IDEXX Laboratories, EUA). O protocolo final do teste foi definido nas
seguintes condigdes: 1,0ug de antigeno bruto por poco, soro teste na diluicdo de 1:25 e
conjugado diluido a 1:5000. A sensibilidade e especificidade relativas ao IDGA foram 94,44% e
75,68%, respectivamente, e encontrou-se VPP=79,1% e VPN=93,3%. A concordancia entre 0s
testes foi de 84% e o indice Kappa foi 0,699. O iELISA apresentou sensibilidade de 92,6% e
especificidade de 87,09% em relagdo ao ELISA Chekit. A concordancia entre os testes foi de
90,27% e o indice Kappa 0,801. Nove amostras foram negativas para o IDGA e positivas no
iELISA. Quando comparado ao ELISA Chekit, o iELISA apresentou maior sensibilidade e
classificou como positiva uma amostra com resultado indeterminado pelo teste comercial,
demonstrando que o ensaio desenvolvido pode ser utilizado alternativamente ao ELISA Chekit.
O iELISA desenvolvido constitui-se, portanto, em uma ferramenta diagnostica complementar ao
IDGA para o controle da LEB no Brasil.

Palavras-chave: iELISA, LEB, diagnostico, controle.
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ABSTRACT

Enzootic bovine leukosis (EBL) is a natural infectious bovine disease caused by bovine
leukemia virus (BLV). This disease has a worldwide distribution and the serological prevalence
is high in the Brazilian cattle herds, with an important economic impact. The identification and
isolation of positive animals are necessary to control the spread of the virus and serological tests
have been used for this purpose. Agar gel Immunodifusion (AGID) was considered for many
years the test of choice. However, immunoenzymatic assays (ELISA) have been developed and,
when compared to the AGID, have higher sensitivity, faster and more objective reading, and
also allow the processing of a large number of samples simultaneously. The importing of
ELISA Kkits from other countries is an expensive and time consuming process. Because of this,
the most used diagnostic tool in Brazil is still the AGID. Thus, the objective of this study was to
standardize an indirect ELISA (iELISA) for diagnosis of EBL. The BLV-infected and BVDV-
free Th1Lu cell line was used for antigen production. Seventy-three serum samples from calves
collected before and after colostrum feeding were classified as negative or positive by AGID
(reference). For iIELISA standardization, different antigen concentrations, positive and negative
control sera and conjugates dilutions were evaluated. Subsequently, the results were compared
with those obtained by the AGID and by the Chekit Leucose-Serum commercial ELISA
(IDEXX Laboratories, USA). The final protocol for the iELISA was defined under the
following conditions: 1.0pug of crude antigen per well, serum test at 1:25 dilution and conjugate
diluted 1: 5000. The sensitivity and specificity related to the AGID were 94.44% and 75.68%,
respectively, and PPV = 79.1% and NPV = 93.3%. The agreement between the tests was 84%
and the Kappa index was 0.699. The iELISA showed sensitivity of 92.6% and specificity of
87.09% in comparison to Chekit ELISA. The concordance between the tests was 90.27% and
the Kappa index 0.801. Nine samples were negative for AGID and positive for iELISA. When
compared to the Chekit ELISA, the iELISA showed higher sensitivity once classified as
positive one sample with undetermined result in the commercial test, demonstrating that the
assay developed can be used alternatively to the Chekit ELISA. The iELISA developed in this
work is, therefore, a diagnostic tool complementary to the AGID for the control of EBL in
Brazil.

Key-words: iIELISA, EBL, diagnostic, control.
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1. INTRODUCAO

A leucose enzodtica bovina (LEB) é uma doenca infecciosa natural dos bovinos provocada pelo
virus da leucemia bovina (BLV), um retrovirus pertencente ao género Deltaretrovirus. A doenca
¢ caracterizada por um longo periodo de incubacdo, sendo que 1-5% dos animais infectados
desenvolvem o linfossarcoma, forma clinica fatal da doenca, enquanto aproximadamente 30%
desenvolvem a linfocitose persistente. Porém, frequentemente apresenta-se de forma inaparente,
sendo o animal assintomatico uma importante fonte de transmissao.

A infeccdo por esse virus resulta em um comprometimento da resposta imune do hospedeiro,
tanto ao nivel humoral quanto celular. Essa imunossupressao pode ocasionar o surgimento de
infeccBes secundérias, levando ao descarte precoce de animais, antes mesmo da detecgdo de
qualquer sinal clinico. A doenca €é debilitante em animais que desenvolvem o linfossarcoma,
sendo que os sintomas dependem da localizacdo dos tumores e incluem disturbios digestivos,
como timpanismo, inapeténcia, fragueza, perda de peso e, por vezes, sinais neurol6gicos,
podendo levar ao 6bito em semanas ou meses apds 0 surgimento dos tumores.

O BLV é transmitido predominantemente pela rota horizontal durante procedimentos que
envolvem contato com fluidos contaminados, como reutilizacdo de materiais descartaveis ou
indevidamente esterilizados, e picada de insetos hematdfagos (Tabanus fuscicostatus). O BLV é
um virus linfotrépico de células B, mas também pode infectar linfécitos T, mondcitos e
granuldcitos, dessa forma a principal fonte de infeccdo é o sangue, no entanto também ja foi
descrita a transmissédo pelo leite, colostro, sémen, saliva e secregdo nasal contaminados. O
conhecimento dessas vias de transmissdo € importante para a realizacdo de estudos de
prevencéo e controle da doenca.

A LEB tem distribuicdo mundial e a prevaléncia sorologica é alta nos rebanhos bovinos
brasileiros, principalmente leiteiros, provavelmente devido a técnicas de manejo comuns a esse
tipo de produgdo. Essa doenca apresenta alta morbidade em rebanhos infectados e pode atingir
uma prevaléncia de 60 a 90%. Ja foi descrita a reducdo das performances de producéo de leite
em rebanhos infectados com o BLV. Nesses rebanhos a producéo de leite € menor e a taxa de
descarte € maior, quando comparados a rebanhos livres, ocasionando prejuizos ao produtor.

Dessa forma, a LEB é considerada uma doenga de importancia econdmica em que 0s principais
prejuizos estdo relacionados a morte ou descarte prematuro de animais, condenagdo de carcagas
em matadouros, queda na producdo de leite, gastos com servico veterinario e com diagndstico e
tratamento de animais doentes. Adicionalmente, ha perdas na exportacdo para mercados que
requerem animais livres da infecgdo, pois muitos paises, especialmente os da Unido Europeia,
tém uma proibicdo contra a entrada de bovinos infectados com BLV e seus produtos.

A identificacdo e o isolamento de animais positivos sdo necessarios para controlar a
disseminagdo do virus, e exames sorologicos devem ser realizados periodicamente. Os testes
preconizados pela Organizagcdo Mundial de Saide Animal (OIE) sdo a imunodifusdo em gel de
agar (IDGA) e o ensaio imunoenzimético (ELISA), baseados, principalmente, na detecgdo de
anticorpos contra as proteinas gp51 e p24, do envelope e capsideo viral, respectivamente. Além
do diagnéstico, testes sorol6gicos tém outras importantes aplicagdes em Medicina Veterinaria,
incluindo pesquisa, vigilancia epidemioldgica, certificacdo de &reas livres e estudos de
prevaléncia.

Métodos de diagnostico tém sido desenvolvidos para deteccdo da infeccdo pelo BLV, sendo a
soropositividade um dos melhores indicadores dessa infeccdo, uma vez que 0S animais
infectados montam uma resposta imunologica persistente. O IDGA, geralmente utilizado para as
amostras de soro ou plasma individuais, foi considerado por muitos anos o teste de eleicdo
devido a sua alta especificidade, aceitavel sensibilidade, baixo custo e por ser de facil execucéo.
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Entretanto, nos ultimos anos, testes de ELISA tém sido desenvolvidos para utilizagdo em
amostras de soro e leite. Quando comparados ao IDGA, estes ensaios possuem sensibilidade
mais elevada e leitura mais rapida e objetiva, além disso possibilitam o teste de um grande
nUmero de amostras simultaneamente.

A ferramenta mais utilizada no Brasil ainda é o IDGA, sendo que o Unico teste comercial
nacional disponivel utiliza antigeno produzido a partir do cultivo de células FLK (fetal lamb
kidney) persistentemente infectadas pelo BLV. No entanto, sabe-se que essa linhagem é
suscetivel a contaminacdo pelo virus da diarreia viral bovina (BVDV), o que pode influenciar
negativamente na especificidade do teste, devido a possivel ocorréncia de reacdes inespecificas.

Estudos anteriores ja demonstraram que células de morcego sdo altamente permissivas ao BLV.
A linhagem Th1Lu (Tadarida brasiliensis lung) pode atingir elevados niveis de replicacéo viral
apo6s um periodo de cultivo e, em adi¢do, também séo resistentes a infec¢do pelo BVDV. Assim,
essas celulas apresentam-se como uma boa alternativa para o cultivo de BLV e producéo de
antigeno para uso em diagndstico.

2. OBJETIVO

Desenvolver um teste soroldgico nacional eficaz, alternativo ao IDGA, para diagnéstico da
LEB, para ser utilizado em estratégias de controle e prevencgdo, além de contribuir em estudos
epidemioldgicos da doenga no Brasil. Assim, o0 objetivo deste trabalho foi padronizar um
ELISA indireto com antigeno produzido em linhagem celular Th1lLu infectada com isolado
brasileiro do BLV.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Biologia do virus da leucemia bovina (BLV)

A leucose enzodtica bovina (LEB) é uma doenca infecto-contagiosa provocada pelo virus da
leucemia bovina (BLV), um retrovirus do género Deltaretrovirus, intimamente relacionado ao
virus humano linfotrépico de células T do tipo 1 (HTLV-1). A particula viral mede 80-130nm
de diametro e consiste basicamente em duas copias de RNA de fita simples, ndo
complementares, sentido positivo e genoma composto por 8,7kb (Camargos et al., 2004).

O genoma viral contém uma estrutura cap na extremidade 5’ e uma cauda poli-A na
extremidade 3°. Proximo a essas extremidades, estdo localizadas as sequéncias R, repetida nas
duas extremidades, U5 (inica da extremidade 5°) e U3 (Unica da extremidade 3’). Apds a
transcricdo reversa, ocorre duplicacdo de U5 e U3 e o DNA proviral formado adquire
sequéncias idénticas nas duas extremidades. A regido U3 inclui elementos reguladores de
transcricdo, enquanto o inicio da regido R corresponde ao inicio da transcricdo. As regides U5 e
U3 incluem sitios necessarios para a integragdo do provirus na célula hospedeira (Trainin et al.,
1996; Ravazzollo e Costa, 2007; Goff, 2013).

Na regido gendmica entre as LTRs estdo distribuidos genes para proteinas estruturais gag (p12,
p15, p24) e env (gp51 e gp30), do capsideo e envelope viral, respectivamente; para as enzimas
virais pro (protease) e pol (transcriptase reversa e integrase); e para as proteinas regulatorias
codificadas pelo gene X (tax, rex, G4 e R3).
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As proteinas regulatorias tax e rex contribuem para infecciosidade e regulagdo da expressdo
viral do BLV. Tax tem a sequéncia mais conservada do genoma viral e tem sido amplamente
estudada, pois ha indicios que ela seja responsavel pela transformacdo celular. Atua como
transativador da transcricdo do provirus e acredita-se exercer um papel significativo sobre
diversas funcdes celulares, tais como transcricdo, traducdo, crescimento celular, apoptose e
resposta imune. Rex parece ser mais importante para a expressdo de proteinas estruturais,
promovendo exportagdo nuclear e traducdo no mRNA viral nas células infectadas. As fungdes
de R3 e G4 ndo sdo muito bem descritas, embora G4 pareca exibir potencial oncogénico in
vitro. Sabe-se que contribuem para manutencdo da carga viral e ndo sdo essenciais para a
infecciosidade in vivo, mas a sua delecdo interfere na eficiéncia da replicacdo viral e potencial
patogénico (Arainga et al., 2012; Aida et al., 2013, Barez et al., 2015).

As glicoproteinas do envelope viral desempenham importante funcdo bioldgica no ciclo de
replicacdo, determinando o tropismo e a especificidade viral. A proteina de superficie gp51
interage com os recpetores de membrana (ainda desconhecidos) da célula alvo e induz uma
alteracdo conformacional que inicia o processo de fusdo pela proteina transmembrana gp30. Um
peptideo de fusdo na extremidade animo-terminal da gp30 é exposto e desestabiliza a membrana
da célula alvo, resultando na abertura da bicamada lipidica e liberacdo da nucleocapsideo viral
no citoplasma da célula hospedeira. A gp51 possui os epitopos lineares A, B, D e E, e o0s
conformacionais F, G e H, estes Gltimos sdo alvo de anticorpos monoclonais que resultam na
neutralizacdo do virus. (Camargos et al., 2004; Brogniez et al., 2016).

A principal caracteristica dos retrovirus € a presenca da enzima transcriptase reversa,
fundamental na patogénese viral. Apds introducdo do nucleocapsideo no interior da célula,
ocorre 0 desnudamento e exposi¢cdo do RNA viral, que é transcrito em DNA dupla fita, pela
acdo da transcriptase reversa. Este DNA dupla fita, chamado DNA proviral ou provirus, é
direcionado para nucleo e é integrado permanentemente ao genoma da célula hospedeira pela
acdo da enzima integrase, que possui atividade endonuclease, necessaria para clivar o DNA
celular para a integragdo do provirus. Uma vez integrado ao genoma, o provirus utiliza da
maquinaria de transcrigdo e traducdo celular para a sintese de mRNA’s destinados & produgao
das proteinas virais. Os nucleocapsideos sdao montados no citoplasma, posteriormente sdo
transportados até a membrana plasmatica e saem da célula por brotamento, estes dois processos
sdo impulsionados principalmente pela proteina precursora gag. As particulas virais sdo
liberadas sem provocar lise celular e neste momento adquirem o envelope lipoproteico. Ja no
meio extracelular, as particulas finalizam o processo de maturacdo por acdo de proteases e
tornam-se infecciosas (Ravazzollo e Costa, 2007; Goff, 2013).

3.2. Patogenia e sinais clinicos

A leucose bovina é classificada em dois tipos, leucose esporédica bovina (SBL) e LEB,
caracterizadas por leucemia de células T e B, respectivamente. A SBL ocorre com muito menos
frequéncia do que a LEB e, embora sua causa seja ainda desconhecida, ndo esta associada a
infeccdo pelo BLV (Aida et al., 2013).

A maioria dos bovinos infectados pelo BLV ndo apresenta sinais clinicos, com o nimero de
células infectadas variando em torno de 1% ou menos. Aproximadamente 30% desenvolvem a
linfocitose persistente (LP), uma proliferacdo policlonal de linfécitos B em resposta a
estimulacdo constante por antigenos de BLV, como consequéncia, ha uma alteracdo na
proporcdo entre células B e T. Em apenas uma pequena parcela dos animais acometidos,
aproximadamente 5%, observa-se a formacédo de linfomas, forma clinica fatal da doenca (Burny
et al., 1988; Camargos et al., 2004).

A doenga € debilitante em animais que desenvolvem o linfossarcoma, sendo que os sintomas
desenvolvidos sdo determinados pela localizacdo dos tumores e incluem timpanismo,
inapeténcia, fraqueza, perda de peso e por vezes sinais neuroldgicos. A enfermidade pode levar
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ao Obito em poucas semanas ou meses ap0s 0 surgimento dos tumores e ndo é necessariamente
precedida pela LP (“Enzootic Bovine Leukosis”, 2012).

Os principais determinantes da patogenicidade dependem principalmente de fatores do
hospedeiro e sua interacdo com o virus. Essa doenca caracteriza-se por um longo periodo de
incubacdo, variando de 200 dias a sete anos. Curiosamente, em contraste ao que ocorre com 0
hospedeiro natural do BLV, quase 100% dos ovinos experimentalmente infectados desenvolvem
linfoma, além do menor periodo de incubacéo (aproximadamente dois anos). Ja entre os bovinos
os linfomas sdo encontrados com mais frequéncia em animais entre quatro e oito anos de idade
(Doménech et al., 2000; Leite et al., 2013; Gillet et al., 2016).

Em estudos realizados no Japdo por Tsutsui et al. (2016), uma analise da progressdo da LEB
utilizando modelo matematico determinou um periodo médio de incubacdo da doenca de 6,5
anos, antes da manifestacdo clinica dos sintomas. Sabendo que a expectativa de vida do gado
leiteiro no Japdo é de cinco anos, foi proposto que muitos animais infectados foram abatidos
antes da progressdo da infecgdo até o estadgio de manifestagdo clinica, indicando que essa
prética, comum em animais de producgdo, pode diminuir artificialmente a prevaléncia da doenca
clinica. Isso pode explicar porque apenas um pequeno nimero de bovinos desenvolve linfoma,
apesar da alta prevalénica.

Anticorpos especificos podem ser detectados no soro sanguineo entre duas e oito semanas apds
a infecgdo. Em animais experimentalmente infectados, uma resposta contra gp51 aparece mais
cedo e com titulos bem elevados, porém um certo nimero de bovinos naturalmente infectados
desenvolve uma resposta anti-p24 em nivel superior (Larsen et al., 2013; Troiano et al., 2013).
A imunidade humoral desempenha um importante papel na infecgdo primaria, no entanto, os
anticorpos sozinhos ndo séo capazes de prevenir formacéo de tumores e de eliminar o provirus
integrado. A citotoxicidade mediada por células dependentes de anticorpos (CCDA) contribui
para a supressdo da replicacdo do BLV, atrasando a progressao da doenca. No entanto, ha
também um comprometimento da resposta imune do hospedeiro, tanto ao nivel humoral gquanto
celular, incluindo alteracdo na producédo de citocinas, na expressdo do receptor de superficie e
na capacidade de proliferacdo celular e apoptose. Esses disturbios podem influenciar na
patogénese, por exemplo, distarbios na producéo de I1L-2, que embora estimule a proliferagdo de
linfocitos T, também pode promover a proliferacdo de células B infectadas pelo BLV (Trainin et
al., 1996; Camargos et al., 2004; Frie e Coussens, 2015).

Frie et al., (2016) vacinaram animais com uma vacina multivalente contendo antigenos virais e
bacterianos para avaliar se a infeccdo por BLV influenciaria na resposta imune desenvolvida
apos o estimulo vacinal. Como resultado, vacas BLV positivas apresentaram respostas atipicas
de células B e T e produziram menores titulos de anticorpos IgM e IgG2 em resposta a
vacinacdo, sugerindo que animais infectados desenvolvem respostas anormais frente a
estimulacdo por outros antigenos e provavelmente tém protecdo comprometida contra outras
doencas infecciosas.

3.3. Transmissao

O BLYV infecta preferencialmente linfécitos B, porém linfécitos T, mondcitos e granuldcitos
também podem ser infectados (Schwartz et al., 1994). A viremia é detectavel apenas nas duas
primeiras semanas apds a infeccdo, depois desse periodo, a permanéncia e disseminacdo do
virus no organismo ocorrem principalmente por mitose das células contendo DNA proviral
integrado. Portanto, a principal via de transmissdo se da pela transferéncia de células infectadas
entre os animais, através do contato com fluidos biol6gicos contaminados (Ravazzollo e Costa,
2007).

A principal fonte de infeccdo é o sangue e, devido ao grande nimero de células infectadas,
animais com LP sdo particularmente eficientes na transmissdo desse virus. Foi observado que
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apenas 1pL de sangue de bovino com LP foi suficiente para causar infeccdo em animais
suscetiveis apds injeccdo subcutanea, intradérmica, intramuscular ou intravenosa. Transmissao
por leite, colostro, sémen, saliva e secre¢cdo nasal contaminados também pode ocorrer
(Camargos et al., 2004; Leite et al., 2013; Yuan et al., 2015).

A transmissdo do BLV ocorre predominantemente pela rota horizontal durante procedimentos
que envolvem contato com fluidos contaminados, principalmente pela reutilizagdo de materiais
descartaveis ou indevidamente esterilizados em procedimentos cirurgicos, vacinagdo, palpagao
retal, entre outros. A transferéncia de células infectadas pela picada de insetos hematéfagos
(Tabanus fuscicostatus) é comum em &reas tropicais e subtropicais com elevada infestacdo
(Leuzzi Junior et al., 2001; Leite et al., 2013).

O contato direto e prolongado entre animais infectados e nao infectados, o0 estresse e a maior
manipulagdo parecem aumentar a taxa de transmissdo do virus. Foi observado que em rebanhos
leiteiros a prevaléncia de infec¢éo por BLV foi maior em bovinos de 24 meses de idade ou mais.
E nessa faixa etaria que as novilhas normalmente se juntam ao rebanho de ordenha,
comprovando a hipotese de que o inicio do contato fisico proximo, praticas de manejo intensivo
e aumento da intervencdo humana no rebanho sdo fatores determinantes na transmissao
horizontal do virus (Camargos et al., 2004; Gutiérrez et al., 2011).

A transmissdo vertical € menos frequente. Transmissdo intrauterina varia entre trés e 6% das
gestacOes de vacas soropositivas, com maior risco em bezerros nascidos de vacas com LP ou
linfoma. Fémeas com alta concentracdo de virus e baixo titulo de anticorpos tém maior chance
de transmitir a infeccdo ao feto. A infeccdo também pode ocorrer pela ingestdo de leite e
colostro contaminados, porém ha controvérsias, uma vez que anticorpos colostrais podem
bloquear a infectividade viral e reduzir a possibilidade de transmissdo nos primeiros meses de
vida, desaparecendo entre seis a sete meses. Sémen contendo leucécitos infectados pode
transmitir o virus, mas a presenca dessas células nesse material s6 ocorre em decorréncia de
traumas, inflamag&o ou coleta inadequada (Leuzzi Junior et al., 2001; Camargos et al., 2004;
Leite et al., 2013).

3.4. Epidemiologia

A leucose bovina foi relatada pela primeira vez em 1871 como a presenca de ndédulos
amarelados no bago aumentado em bovinos (Leisering 1871 citado por Aida et al., 2013), porém
0 virus s6 foi isolado muitos anos depois, em 1969 (Miller et al., 1969 citado por Rodriguez et
al. 2011). Acredita-se que a infeccdo tenha tido inicio na Europa e que sua disseminacdo tenha
ocorrido pela introducéo de bovinos europeus infectados em paises livres da doenca, no final do
século XIX. A infeccdo entdo atingiu diversos paises da Europa, Estados Unidos, Canada e
América do Sul, e posteriormente se espalhou pelo restante do mundo por meio do comércio
internacional.

Pesquisas soroldgicas revelaram que a LEB tem carater endémico em diversos paises, com altas
taxas de prevaléncia na América do Norte, América do Sul, Africa, Asia e Austréalia. Na Europa,
programas nacionais de controle e erradicagdo implementados tém sido bem sucedidos.
Diversos paises, por possuirem rebanhos pequenos e baixa prevaléncia, conseguiram erradicar a
infeccdo (Camargos et al., 2004; Rodriguez et al. 2011; Spadetto e Dias, 2013).

A LEB apresenta alta morbidade em rebanhos infectados e pode atingir uma prevaléncia de 60 a
90%. A prevaléncia soroldgica é alta nos rebanhos bovinos brasileiros, principalmente leiteiros,
e ja foi detectada em diversos estados. No Para, Molnar et al. (1999) encontraram uma
ocorréncia de 49,8% pela técnica de ELISA e 26% por IDGA em 721 amostras de soro
sanguineo. Em Botucatu, S&o Paulo, os resultados indicam 52% de soropositividade (Megid et
al., 2003). No estado do Amazonas, Carneiro et al. (2003) detectaram 8,9% de soropositivos
distribuidos nos 16 rebanhos avaliados. No Rio Grande do Sul, 60,71% (17/28) das
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propriedades analisadas foram positivas (Poletto et al., 2004). Em Alagoas a prevaléncia média
foi de 22,3% (Pinheiro Junior et al., 2013), em Minas Gerais 38,7% (Camargos et al., 2002), no
Parana 40,7% (Leuzzi Junior et al., 2003), no Rio de Janeiro 53,2% (Romero e Rowe, 1981), no
Tocantins 37% (Fernandes et al., 2009) e na Bahia 41% (Matos et al., 2005).

No Brasil a prevaléncia individual de animais infectados varia entre os estados com valores em
torno de 50%, de acordo com o tipo de rebanho (leite ou corte) e sistema de exploragdo
(extensivo ou intensivo), sendo que a doencga ocorre com menos frequéncia em animais jovens
(Leuzzi Junior. et al, 2001; Leite et al, 2013).

3.5. Impacto econémico

A infeccdo pelo BLV leva a prejuizos considerdveis tanto para o produtor quanto para a
indastria.  As  principais  perdas resultam do impacto na  producdo e
eutanasia de animais com sinais clinicos, no entanto, perdas ndo relacionadas a morte por
linfoma também séo significativas em rebanhos positivos. Ja foi demonstrado que a taxa de
descarte € maior nesses rebanhos quando comparados com rebanhos negativos. Aparentemente
a infeccdo por BLV afeta o sistema imunoldgico de tal forma que o animal deixa de ser
produtivo o suficiente para ser mantido no rebanho e, muitas vezes, o animal é abatido antes
mesmo do surgimento de qualquer sinal clinico.

Devido a imunossupressdo resultante da doengca, ha maior suscetibilidade a infeccGes
secundarias e oportunistas, o que também ocasiona abate e descarte prematuro. Estudos
demonstram maior incidéncia de mastite, gastroenterite e bronquite entre vacas e rabanhos
infectados com BLV do que livres. Dessa forma hd aumento de custos com condenagdo de
carcagas, servigos veterinarios, medicamento e tratamento de animais doentes (Trainin et al.,
1996; Leuzzi Junior et al., 2001; Trainin e Brenner, 2005; Frie et al., 2016).

A producéo de leite e gordura também parece ser afetada, especialmente entre animais com LP.
Esse efeito negativo pode estar relacionado a efeitos diretos provocados pelo virus nas células
do epitélio glandular mamario. Em paises cujos sistemas mantém registros detalhados de
produtividade, como os EUA, Canadd, Japdo e Australia, estima-se uma queda de até 10% na
producdo leiteira (Da et al., 1993; Ravazzollo e Costa, 2007).

Estudos realizados por Ott et al. (2003), demonstraram prejuizo de mais de 500 milhGes de
dolares anualmente nos EUA quando considerados todos os problemas causados pela doenca,
principalmente pela queda na producdo de leite em rebanhos positivos. Rajdo et al. (2014)
estimou que, no Brasil, a infec¢do por BLV pode resultar em perdas de mais de 100 d6lares por
vaca por lactagdo, 0 que representa uma perda econémica significativa, especialmente para
pequenos produtores.

Além disso, ha perda econdmica indireta referente a restricdes pelo comérico internacional.
Muitos paises, especialmente os da Unido Europeia, ttm uma proibi¢cdo contra animais e
produtos de origem animal infectados com BLV, tais como sémen e embrides (Larsen et al.,
2013).

A LEB ¢ de certa forma negligenciada e o verdadeiro impacto econdmico dessa infecgdo néo é
totalmente claro, o que contribui para a dissemina¢do da doenca, uma vez que as medidas de
controle ndo sdo realizadas de forma eficiente.

3.6. Diagnostico laboratorial

O diagnostico da LEB pode ser feito pela identificacdo direta do agente por isolamento viral, a
partir do cultivo in vitro de células mononucleares de sangue periférico (PBMC), ou pela
deteccdo de DNA proviral por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em amostras de sangue,
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6rgdos e tumor. Entretanto, apesar de apresentar alta sensibilidade, o diagndstico molecular é
limitado devido ao elevado custo, sendo normalmente utilizado em pesquisa do virus / doenca
ou de forma complementar a sorologia, como teste confirmatério em laboratdrios de referéncia
do mundo (“Enzootic Bovine Leukosis”, 2012; Leite et al., 2013).

A glicoproteina gp51 é altamente imunogénica e, por isso, é amplamente utilizada em testes de
diagnostico soroldgico. A p24 também é bastante utilizada, uma vez que essa proteina compde a
maior parte do capsideo viral e induz forte resposta imune. Os testes soroldgicos preconizados
pela OIE sdo o IDGA e o ELISA. A soropositividade é um dos melhores indicadores dessa
infeccdo, uma vez que os animais infectados montam uma resposta imunoldgica robusta e
persistente. Além do diagndstico, esses testes tém outras importantes aplicacfes em Medicina
Veterinaria, incluindo pesquisa, vigilancia epidemioldgica, certificacdo de areas livres e estudos
de prevaléncia (Camargos et al., 2007; Gutiérrez et al., 2009; “Enzootic Bovine Leukosis”,
2012).

O IDGA, utilizado para as amostras de soro ou plasma individuais, foi considerado por muitos
anos o teste de eleicdo para diagnostico da LEB, sobretudo pela sua praticidade e baixo custo.
Consiste basicamente em uma reagdo de precipitacdo de antigeno por anticorpo em meio semi-
solido, o gel de agarose, no qual antigeno e anticorpos se difundem formando complexos
insoltveis que podem ser visualizados como linhas de precipitacdo. Porém, apesar da facil
aplicabilidade, apresenta falhas em detectar baixos titulos de anticorpos, especialmente em
infeccBes recentes ou em animais com resposta de anticorpos reduzida, o que permite a
ocorréncia de falso-negativos no rebanho. Durante o periparto (duas a seis semanas antes e uma
a duas semanas ap0Os 0 parto), os titulos de anticorpos também podem ser indetectaveis por
IDGA, devido ao deslocamento de anticorpos maternos circulantes para o colostro. Também
possui limitages associadas a repetibilidade e tempo para a obtengdo dos resultados (até 72
horas), além de ter uma leitura subjetiva, 0 que pode ocasionar erros de interpretacdo de
resultado (“Enzootic Bovine Leukosis”, 2012; Rodrigues et al., 2014).

Muitos testes utilizam antigeno produzido a partir do cultivo de células FLK persistentemente
infectadas pelo BLV. Acontece que a maioria das linhagens de FLK disponiveis atualmente esta
contaminada pelo BVDV, o que pode resultar na ocorréncia de reagdes inespecificas. Em
estudos realizados por Oliveira et al. (2013), 88 amostras pertencentes a 32 culturas de células
de diferentes espécies, obtidas de oito laboratorios, foram testadas para diferentes
contaminantes. Das 88 amostras, 21 (23,9%) foram positivas para BVDV por PCR, incluindo as
trés amostras de FLK de trés diferentes lotes analisados.

Em 1995, rebanhos bovinos livres de LEB foram vacinados contra BVDV e posteriormente um
namero crescente de resultados positivos para essa doenca foi detectado por ELISA, porém
andlises dessas reacfes por outros testes soroldgicos e PCR forneceram resultados negativos.
Concluiu-se que os resultados falso-positivos foram decorrentes de reatividade cruzada contra
anticorpos anti-BVDV induzidos pela vacina (Beier e Conraths, 1996 citado por Beier et al.,
2004).

Uma linhagem celular permissiva ao BLV e livre de BVDV poderia ser utilizada para producéo
de antigeno para uso em diagnoéstico, eliminando assim a possivel ocorréncia de reacdes
inespecificas. Estudos realizados por Graves e Ferrer (1976) demonstraram que células de
morcego sdo altamente permissivas ao BLV. A linhagem TblLu apresentou aumento
progressivo na producdo de particulas virais, atingindo elevados niveis de replicagdo apds um
periodo de cultivo. Patrascu (1988) também observou aumento continuo na producdo de virus
em linhagem celular Tb1Lu, liberando grandes quantidades mesmo ap6s um longo periodo de
cultivo, bem como a inducédo de sincicios. Em adicdo, essas células também séo resistentes a
infecgéo por BVDV (ATCC), apresentando-se como uma fonte adequada para fins de pesquisa e
producdo.

18



Nos ultimos anos, testes de ELISA tém sido desenvolvidos para utilizacdo em pool ou em
amostras individuais de soro e leite. Quando comparados ao IDGA, esses ensaios possuem
sensibilidade mais elevada e leitura objetiva, sendo possivel o processamento de um grande
numero de amostras simultaneamente, com obtenc¢do de resultados em poucas horas (Gutiérrez
et al., 2009; Troiano et al., 2013). Esse teste tem sido amplamente utilizado e pode ser aplicado
para a deteccdo de antigenos independentemente de estarem associados a células ou em fase
liquida. Baseia-se na imobilizacdo de antigeno ou anticorpo em microplacas de fase sélida,
seguida de incubagdo com soro teste. A deteccdo de uma interacdo antigeno-anticorpo altamente
especifica é realizada pela utilizacdo de anticorpos marcados com enzimas e adi¢cdo de um
substrato cromogénico para a enzima conjugada, que ira produzir uma reacdo colorimétrica
visivel mensuréavel em espectrofotdmetro (leitor de ELISA) (Goff, 2013; Gan e Patel, 2013).

3.7. ELISA indireto

Essa técnica possui algumas variaces de acordo com modificagcdes no procedimento basico. O
ELISA indireto é o formato mais popular no diagndéstico viroldgico. O primeiro passo envolve a
adsor¢do do antigeno a fase sélida de uma microplaca, normalmente de poliestireno, 96 pocos.
O revestimento ocorre devido a interagdo entre o plastico e os residuos da proteina, por meio de
forcas de atragdo molecular chamadas de Van Der Waals, baseada na polaridade das moléculas.
Dois tipos de placas estdo disponiveis: uma com alta afinidade para moléculas com dominios
hidrofilicos e hidrofébicos, recomendada para adsorcdo de varias proteinas, incluindo
glicoporteinas; e outra mais indicada para adsorcdo de moléculas hidrofobicas. Além do
material de superficie, a imobilizacdo do antigeno também dependente do tempo, temperatura e
pH do meio. Adicdo da proteina dissolvida em tampao alcalino e incubacéo prolongada a 4°C
parecem dar um revestimento mais uniforme.

Como a capacidade de ligacdo dos pocos da placa € superior a quantidade de proteina adsorvida,
apos remocéo da solugdo de revestimento, adiciona-se uma solucdo de bloqueio, ou seja, uma
solucédo de proteinas heterologas diluidas em um tampéo, que se ligam aos sitios ndo ocupados
pelos antigenos na superficie do poco, impedindo a ligacdo ndo especifica de anticorpos durante
0s passos subsequentes do ensaio. A escolha do bloqueador ideal depende do tipo de conjugado
enzimatico utilizado no ensaio, sendo que ele deve bloquear todos 0s espacos remanescentes
sem interagir com o epitopo de ligacdo do anticorpo. As placas revestidas e bloqueadas podem
ser utilizadas imediatamente ou secas e armazenadas a 4°C para posterior utilizacdo,
dependendo da estabilidade da proteina adsorvida.

O anticorpo primario (soro / leite teste), que se liga especificamente ao antigeno, é entdo
adicionado a placa e incubado, juntamente com soros controle positivo, negativo e branco. Em
seguinda, adiciona-se o conjugado (anticorpos secundarios marcados com enzima), com
especificidade para os anticorpos primarios. Os marcadores enzimaticos mais utilizados sdo a
fosfatase alcalina (AP) e horseradish peroxidase (HRP). Essas enzimas degradam o substrato,
alterando a coloracéo do sistema ou gerando emissdo quimica de luz.

O substrato especifico da enzima é adicionado e incubado, a reacdo é interrompida apés um
curto periodo de tempo e € feita a deteccdo do sinal obtido. O resultado pode ser quantificado
por espectrofotometria (leitor de ELISA), com comprimento de onda determinado pelo
substrato utilizado, por exemplo o o-fenilenodiamina (OPD), melhor substrato para HRP, que
apresenta melhores valores de absorbancia a uma densidade 6ptica (OD) de 492nm.

A realizacdo de lavagens completas entre todas as etapas do ELISA é fundamental para garantir
a qualidade do teste, pois nesse processo ocorre a remogao do excesso de reagentes ndo ligados,
reduzindo o background. Entretanto lavagens excessivas podem resultar na diminuicdo da
sensibilidade causada pela eluicdo do antigeno adsorvido. Durante as lavagens, € importante que
0 excesso de liquido seja removido, a fim de evitar a diluicdo das solugdes adicionadas nas
etapas seguintes. A solucdo de lavagem é constituida por uma solu¢do tampdo com adicdo de
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um detergente ndo idnico, geralmente tampé&o salina-fosfatase (PBS) com Tween-20 a 0,05%, e
pode ser utilizada para diluicdo de anticorpos e blogueio (Voller et al., 1979; Esser P., 2010;
Thermo Fisher Scientific Inc., 2011; “An introduction to ELISA”, 2016).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostras de soro

Como nos rebanhos brasileiros a prevaléncia da LEB é alta e dificilmente obteriamos amostras
de rebanhos livres, para controles negativos, optamos pela estratégia de obter soros de bezerros
antes da mamada do colostro. Setenta e trés aliquotas de amostras de soro de bezerros coletadas
antes (n = 32) e ap6s (n = 41) mamar o colostro (sem colostro — SC e com colostro — CC,
respectivamente), obtidas de uma mesma propriedade, foram gentilmente cedidas pelo professor
Elias Jorge Facury Filho, do Laboratorio de Clinica de Ruminantes da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). As amostras foram coletadas sob aprovacéo da
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), protocolo n°151/2015, relativo ao
projeto intitulado ‘“Produ¢do de IgY anti - Cryptosporidium pestis e bovis e sua avaliagdo no
controle da infeccdo em camundongos e bezerros”.

4.2. Cultivo de células/virus

Foi utilizada uma linhagem celular Th1Lu, ATCC, CCL-88, previamente infectada com amostra
de campo isolada de um bovino da Fazenda Experimental Modelo de Pedro Leopoldo, como
parte do projeto de mestrado intitulado “Leucose bovina: Isolamento do virus e produgdo de
antigeno para IDGA”. A infeccdo foi confirmada por PCR para amplificacdo do gene tax do
BLV (Galinari, 2014). Para garantir a auséncia do BVDV, tanto a célula quanto o soro fetal
bovino (SFB) utilizados foram previamente testados para BVDV por PCR, pelo Laboratério de
Cultivo Celular, do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, da Escola de Veterinaria
da UFMG.

O cultivo foi feito em garrafas plasticas, com Meio Essencial Minimo Eagle (MEM) contendo
1% de penicilina/estreptomicina, 0,5% de fungizon e 25mM de Hepes, suplementado com 5%
de SFB (MEM 5% SFB).

No momento da passagem, o meio metabolizado foi coletado e o tapete celular foi lavado duas
vezes com PBS 1X. Apo6s lavagem, foi adicionado tripsina em quantidade suficiente para cobrir
a monocamada e incubou-se por cinco a 10 minutos a 37°C. Em seguida, foi adicionado
pequeno volume de MEM 5% SBF e homogeneizou-se por pipetagem, para desagregacdo das
células. Realizou-se contagem em Camara de Neubauer e foi feito o repique de 70.000 céls/cm?
para novas garrafas. As células foram incubadas em estufa de CO, a 37°C até atingir
aproximadamente 80% de confluéncia, quando foi feita nova passagem das células. O
sobrenadante foi coletado a cada passagem e armazenado a -20°C.

4.3. Producéo do antigeno

Células e sobrenadante foram submetidos a trés ciclos de congelamento e descongelamento para
rompimento das células e liberagdo de particulas e proteinas virais. A suspensao celular foi
centrifugada a 925g por 30 minutos a 4°C para retirada dos debris celulares. Para precipitacdo
das proteinas, o sobrenadante foi recolhido e foi adicionado, aos poucos, 0,318g de sulfato de
amonio para cada 1mL de sobrenadante, que foi mantido sob agitagdo por uma hora a 4°C, apds
adicdo completa do o sulfato de amodnio. Foi realizada nova centrifugagdo a 4000g por 30
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi dissolvido em pequeno volume
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de PBS (menos de 1/50 do volume original) e transferido para uma membrana de dialise
previamente preparada, etapa necessaria para a retirada do sulfato de amdnio. O contetdo na
membrana foi dialisado contra PBS 1x (100 vezes o volume contido na membrana), com duas
trocas, a 4°C sob agitacdo. A primeira didlise foi feita por aproximadamente 12-14 horas e a
segunda por aproximadamente quatro horas. Apds didlise, a membrana foi coberta com
polietilenoglicol (PEG 6000) a 4°C por aproximadamente uma hora, para concentracdo do
volume do dialisado. O concentrado foi transferido para um microtubo e foi adicionado 10% de
triton X-100 a 1% de inibidor de protease (Sigma/P8849) com agitacdo lenta por inversdo por
30 minutos.

4.4. Quantificacdo de proteinas totais

A estimativa da concentracdo de proteinas totais do concentrado final foi realizada utilizando o
kit de Proteinas Totais Monoreagente da Bioclin (Minas Gerais, Brasil), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Resumidamente, em um tubo de ensaio foi adicionado 2,5mL de
biureto (branco), em outro foi adicionado 2,5mL de biureto + 50uL da amostra e em um terceiro
foi adicionado 2,5mL de biureto + 50uL do padréo. As solugdes foram bem homogeneizadas e,
apos 10 minutos de incubacdo, procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro (Spectrumlab 22PC)
a um comprimento de onda de 545nm.

4.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para desagregacdo e andlise das proteinas, o antigeno foi submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida, utilizando o Amersham™ECL™Gel 10% (GE Healtcare Life Sciences), de
acordo com as recomendagdes do fabricante. Resumidamente, em cada canaleta foi adicionado
1,0ug/35uL de cada antigeno e 5pL do marcador de massa molecular Mark 12™ Unstained
Standart (Invitrogen) e iniciou-se a corrida por uma hora a 160V. Apos eletroforese, foi
realizada a colorag¢do do Amersham™ ECL™ Gel com Coomassie Blue Brilliant R-350.

4.6. IDGA

Para realizacdo do IDGA, foi utilizado o kit comercial da TECPAR, que utiliza antigeno bruto
produzido a partir de linhagem celular FLK persistentemente infectada pelo BLV, seguindo as
recomendacdes do fabricante. Em uma lamina de vidro 25x76mm, foi adicionado 4,5mL de &gar
a 0,9% diluido em tampéo fosfato pH 7,3. Apos solidificacdo, os pogos foram perfurados com
cortador padrdo com sete orificios de 4mm de didmetro (um central e seis periféricos),
distanciados 3mm entre si. No poco central, foi pipetado 25uL do antigeno e nos pocos
periféricos, foram adicionados 25uL do soro controle positivo e dos soros teste, alternadamente,
totalizando trés soros teste por roseta e nove soros por lamina. Apds 72 horas de incubagdo em
cdmara Umida a temperatura ambiente (TA), procedeu-se leitura com auxilio de luz indireta
contra um fundo escuro.

4.7. ELISA Chekit Leucose-Serum (IDEXX Laboratories, EUA)

Todas as amostras foram submetidas ao ELISA comercial (ELISA Chekit), um ELISA indireto
com microplacas revestidas com antigeno bruto inativado. O procedimento foi realizado
seguindo as recomendacbes do fabricante: controle positivo, controle negativo e soros teste
foram diluidos no diluente de amostra na propor¢do de 1:10, cada diluicdo foi adicionada em
seu respectivo poco e a placa foi incubada por uma hora a 37°C. Em seguida, conjugado anti-
igG de ruminante foi adicionado e incubou-se por uma hora a 37°C. Foi adicionado o substrato
e, apds 15 minutos de incubagdo a TA, a reacdo foi interrompida com solucdo de parada. Entre
todas as etapas foram realizadas trés lavagens com solucdo de lavagem 1x. Foi feita a leitura a
450nm e os resultados foram interpretados conforme orientacdo do manual do kit.
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4.8. Padronizacdo do ELISA indireto (iIELISA)

Inicialmente, as placas de ELISA (Maxsorb, Nunc, Hampton, NH, USA) foram adsorvidas por
19h a 4°C com duas diferentes concentra¢des do antigeno (0,5ug/poco e 1,0ug/poco) diluido em
tampdo carbonato 0,05M pH 9,6 em um volume total de 100uL/pogo. Apds incubacgdo, a placa
foi lavada duas vezes com 200puL/poco de PBS 1X + 0,05% de Tween 20 (PBST). Em seguida
foi realizado bloqueio dos sitios inespecificos de ligacdo, com 100uL/poco de solugdo de
bloqueio (PBST + 5% de leite em p6 deshatado), incubando-se por uma hora a TA. Foram
realizadas trés lavagens com PBST. Em seguida diluicBes seriadas de quatro soros, dois
positivos (pool de amostras positivas e amostra CC) e dois negativos (SFB e amostra SC) por
IDGA (1:2 a 1:256) foram realizadas em PBST + 1% de leite em pé desnatado, e 100uL de cada
diluicdo, foram adicionados em cada po¢o da placa incubando-se por uma hora a TA. Seguiu-se
nova lavagem com PBST e foram testadas diluicdes do conjugado (anti-bovine 1gG peroxidase
— Sigma) a 1:5000 e 1:7500, diluido em PBST + 1% de leite em p6 desnatado. Foi adicionado
100uL/poco e incubou-se por mais uma hora em TA. Trés novas lavagens foram realizadas e
adicionou-se 100pL/poco do substrato: solugdo de o-fenilenodiamina (OPD) (0,5 mg/mL) e
0,003% de perdxido de hidrogénio 30 volumes em tampao fosfato-citrato pH 5,0 (acido citrico
0,1 M; fosfato de sodio 0,2 M), por 20 minutos a TA, ao abrigo da luz. Apo6s incubagdo, a
reacdo foi interrompida com 40uL/poco de H,SO, 1N. Foi realizada a leitura em leitor de
ELISA em comprimento de onda de 492nm. Todos os soros foram avaliados em duplicata, além
do branco (PBST + 1% de leite em pé desnatado).

4.9. Analise estatistica

Para analise estatistica, os dados foram tratados no programa MedCalc versdo 13.0.0.0
(MedCalc Software, Mariakerke, Bélgica). A determinagdo do ponto de corte do iELISA foi
realizada através da analise de Curva Roc. Para comparacdo entre os testes foi utilizada uma
tabela de contingéncia (2x2), e foram avaliados valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo
negativo (VPN), sensibilidade e especificidade relativas, concordancia entre os testes e indice
Kappa.

5. RESULTADOS

5.1. Antigeno produzido (Ag-BLV)

A concentragdo de proteinas totais foi estimada em 6,19ug/pL. Para verificar a presenga de
proteinas virais, 0 antigeno produzido foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida.
Uma banda proxima a altura de 52kDa foi detectada, indicando a presenca da glicoproteina
gp51 do envelope viral (Fig.1).
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Figura 1: Gel de poliacrilamida corado com Coomassie Blue Brilliant R-350.

Canaleta 1: marcador molecular (MM), canaleta 2: Ag-BLV.

5.2. Padronizagdo do iELISA

O iELISA foi padronizado com as seguintes condigdes: 1,0ug de antigeno bruto por pogo, soro
na dilui¢do de 1:25 e conjugado na diluicdo de 1:5000. Nessas condigdes obteve-se uma maior
discriminacéo entre soros positivos e negativos, baseado no resultado do IDGA, utilizado como
referéncia nessa padronizacao.

A figura 2 mostra a relagdo entre a frequéncia da DO e a distribuicdo de 36 (49,31%) soros
positivos e 37 (50,69%) negativos por IDGA (referéncia). Vinte e sete soros negativos por
IDGA tinham DO inferior a 0,100, enquanto apenas dois foram positivos, ja na DO entre 0,100
e 0,150 o nimero de positivos aumentou para 12, enquanto a quantidade de negativos caiu para

seis.
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Figura 2: Representacdo da distribuicdo dos soros por DO em iELISA
comparada ao IDGA

A anélise da Curva Roc (Fig.3), utilizando as amostras de campo, indicou um ponto de corte em
uma DO de 0,104 (Fig.4). A capacidade diagnostica do teste foi medida pela avaliacdo de sua
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sensibilidade e especificidade relativas ao IDGA, com intervalo de confianca de 95%, que
foram 94,44% e 75,68%, respectivamente. Ao avaliar a probabilidade de um animal com
resultado positivo e negativo no iELISA realmente possuir ou ndo anticorpos anti-BLV,
encontrou-se VPP=79,1% e VPN=93,3%. A &rea sob a curva (AUC) foi calculada em 0,883 e
utilizada para avaliar a acurécia do teste. A concordancia entre os testes foi de 84% e o indice
Kappa foi 0,699, classificado como bom (0,61 - 0,80) de acordo com a escala Fleiss (Lage, D.
P., Martins, V. T., Duarte, M. C. et al., 2016) (tabela 1).
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Figura 3: Curva Roc baseada no resultado
das amostras de campo

Tabela 1: Analise comparativa entre os testes iELISA e IDGA
iELISA Sens.% Esp.% VPP% VPN% Conc.% Kappa

Pos  Neg 94,44 7568 79,1 93,3 84 0,699

Pos 34 2 36
IDGA
Neg 9 28 37

43 30 73

As amostras de campo foram consideradas positivas quando apresentaram DO acima de 0,104.
Das 73 amostras de soro testadas, 43 (58,9%) foram positivas no iELISA, sendo que destas,
nove (12,32%) foram negativas por IDGA. Trinta amostras (41,09%) foram consideradas
negativas no iELISA, apenas duas (2,73%) destas foram positivas pelo IDGA (Fig.4).
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Figura 4: Comparagdo do resultado das 73 amostras de soros de
bezerros testadas por iELISA e IDGA.

5.3. Comparacéo entre iELISA e ELISA Chekit (IDEXX)

Das 73 amostras de soro testadas, 41 (56,16%) foram positivas, 31 (42,46%) negativas e uma
foi considerada indeterminada pelo ELISA Chekit, enquanto pelo iELISA foram detectadas 43
(58,9%) amostras positivas (incluindo a amostra com resultado indeterminado pelo ELISA
Chekit) e 30 negativas (41,09%) (Fig.5).
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Figura 5: Comparacéo do resultado das 72 amostras de soros de
bezerros testadas por iELISA e ELISA Chekit.

25



Para andlise dos pardmetros de sensibilidade, especificidade, concordancia e indice kappa a
amostra com resultado indeterminado pelo ELISA Chekit foi excluida. Dessa forma, o iELISA
apresentou sensibilidade de 92,6% e especificidade de 87,09% em rela¢do ao ELISA Chekit. A
concordancia entre os testes foi de 90,27% e o indice Kappa 0,801 (Tabela 2).

Tabela 2: Analise comparativa entre os testes iIELISA e ELISA Chekit

iELISA Sens.% Esp.% Conc.% Kappa

Pos Neg 92,6 87,09 90,27 0,801
Chekit  Neg 4 27 31
42 30 72

5.4. Analise dos resultados obtidos de amostras CC e SC

A maioria das amostras de soro de bezerro CC e SC foram positivas e negativas,
respectivamente, nos trés ensaios (Anexo 1), como era de se esperar. Entretanto, como pode ser
observado na tabela 3, um pequeno nimero de bezerros CC foi diagnosticado como negativo e
SC como positivo.

Tabela 3: Relacdo dos resultados obtidos em cada teste das amostras de soro de bezerros CC e SC

IDGA iELISA ELISA Chekit
Soros Pos Neg Pos Neg Pos Neg
cC 34 (46,6%)  7(9,6%) | 40 (54,8%) 1 (14%) |37 (51,4%) 3 (4,2%)
sC 2(27%) 30 (41,1%) | 3(41%) 29 (39,7%) | 3(4.2%) 29 (40,2%)
Total: 73 73 72

A tabela 4 mostra com mais detalhe o resultado de cada teste. Houve discordancia entre 11
(15,06%) amostras de soro, sendo que uma amostra (37 CC) positiva para o iELISA, teve
resultado negativo pelo IDGA e indeterminado pelo ELISA Chekit. Trés amostras (02 CC, 42
CC e 03 SC) foram positivas pelo iELISA e negativas nos outros dois testes. Curiosamente, o
soro 11 SC, positivo por IDGA, foi negativo para os ELISA’s.

Tabela 4: Relag&o dos resultados discordantes obtidos das amostras de soro de

bezerros CC e SC
Amostra RE?U LTADO .
IDGA iELISA ELISA Chekit
01CC - + -
02 CC - + -
04 CC - + +
27CC - + +
35CC - - +
37CC - + Indeterminado
42 CC - + -
01SsC - - +
03 SC - + -
11SsC + - -
12 SC - + +
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21SC - + -
23 SC + - +

6. DISCUSSAO

O BLYV parece exibir menor variabilidade genética quando comparado a outros retrovirus,
contudo, estudos filogenéticos do gene env de estirpes isoladas de varios paises demonstram gue
esse virus pode ser classificado em pelo menos nove gendtipos distintos de acordo com
variagbes na gp51. Essas variacbes sdo localizadas preferencialmente nos epitopos
conformacionais F, G e H, e especula-se que podem influenciar nas caracteristicas antigénicas
do virus, podendo reduzir a sensibilidade dos métodos de diagnostico, principalmente
sorolégicos, uma vez que estes sdo locais de inducdo de anticorpos neutralizantes. O uso de
antigeno proveniente de uma amostra viral brasileira para produgdo do ELISA indireto pode
melhorar a sensibilidade do teste, uma vez que essa variabilidade entre as estirpes esta associada
a diferentes regides geograficas. Entretanto, os sitios de glicosilacdo, importantes em processos
como ligacdo do virus com os receptores celulares e fusdo célula-célula, foram altamente
conservados entre as diferentes estirpes de BLV. Esse alto grau de conservacdo preserva as
fungdes essenciais da proteina (Camargos et al., 2004; Polat et al., 2016). Para avaliar melhor
essa interferéncia, seria necessario testar um maior nimero de amostras e de diferentes origens.
Além disso, é primordial a realizacdo de mais estudos para elucidar essa hipétese, que é ainda
contraditdria.

O IDGA é o método mais utilizado para diagndstico da LEB no Brasil. Essa técnica continua
sendo a mais préatica e econdmica, sendo reconhecida pela maioria dos governos como o teste
oficial utilizado em processos de importagdo. Entretanto, devido a alta prevaléncia do BLV nos
rebanhos brasileiros, € inviavel sua utilizacdo em estudos epidemioldgicos e programas de
controle, uma vez que um grande nimero de amostras deve ser testado (Camargos et al., 2007,
Troiano et al., 2013). Além disso, atualmente apenas um laboratdrio produz o kit de IDGA para
essa doenca no Brasil, e este ndo consegue suprir o pais nos exames basicos de rotina
laboratorial, pois o0 antigeno utilizado é dependente de cultivos virais, um processo de producdo
longo e complexo, sendo necessaria grande quantidade de antigeno para execugdo desse teste.
No iELISA desenvolvido apenas 16,15uL do antigeno produzido foram suficientes para
adsorver uma placa de 96 pocos e testar 45 amostras (testadas em duplicata), enquanto no
IDGA, sdo necessarios 25uL de antigeno puro para testar somente trés amostras. Portanto, uma
das grandes vantagens do ELISA em relacdo ao IDGA, é o0 uso de quantidades muito menores
de antigeno por teste / placa, além de ser um teste de alta sensibilidade, capaz de testar um
grande nimero de amostras simultaneamente e fornecer resultados rapidamente.

Entretanto, atualmente ndo ha kits de ELISA comerciais disponiveis no Brasil e a importacéo
desses é um processo dispendioso e geralmente demorado, o que inviabiliza o uso desta técnica
em grande escala no pais. Além disso, muitos desses ensaios utilizam preparacfes de antigeno
oriundas do cultivo de células FLK persistentemente infectadas pelo BLV, suscetiveis a
contaminagdo por BVDV. Com a finalidade de minimizar a ocorréncia de reacGes inespecificas
e aumentar a especificidade do teste, uma linhagem celular Th1Lu infectada pelo BLV e livre de
BVDV foi utilizada para a producdo do antigeno utilizado na padronizacdo do iELISA e se
mostrou como uma alternativa eficiente para esse fim.

Quando comparado a outros tipos de ELISA, o ELISA indireto apresenta vantagens
relacionadas a facilidade de execucao e boa sensibilidade, pois cada anticorpo priméario contém
varios epitopos de ligacdo pelo anticorpo secundario, permitindo a amplificacdo do sinal. Baixo
custo e versatilidade também sdo caracteristicas desse método, uma vez que 0 mesmo anticorpo
secundario conjugado pode ser utilizado para deteccdo de uma variedade de anticorpos
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primarios e diferentes marcadores de visualizagdo podem ser utilizados com o mesmo anticorpo
priméario (Thermo Fisher Scientific Inc., 2011).

De acordo com resultado obtido pela eletroforese (Fig.1), a gp 51 viral constitui-se na principal
proteina parcialmente purificada no processo de producdo do antigeno. Animais infectados
desenvolvem uma resposta humoral caracterizada pela producdo de altos titulos de anticorpos,
principalmente contra as proteinas p24 e gp51, o que justifica a ampla utilizacdo desses
antigenos em testes de diagndstico sorolégico, mais comumente a gp51, uma vez que anticorpos
contra a mesma atingem titulos mais elevados e sdo detectados mais precocemente do que
aqueles produzidos contra p24 (Gutiérrez et al., 2009).

O IiELISA desenvolvido neste trabalho apresentou alta sensibilidade (94,44%) e consideravel
especificidade (75,68%) relativas ao IDGA, sendo capaz de detectar 9,58% a mais de amostras
positivas do que o teste de referéncia. Além disso, quatro (5,47%) amostras com resultado fraco
positivo no IDGA apresentaram leitura alta no iELISA, sendo classificadas como positivas.
Reacdes fracas ao IDGA e positivas no iELISA sdo uma caracteristica importante do teste, uma
vez que esse tipo de reacdo é mais dificil de detectar e pode facilmente passar despercebida. Isso
pode ocorrer porque o IDGA s6 detecta grandes quantidades de imunoglobulinas, o que permite
a ocorréncia de falsos negativos no rebanho, podendo prejudicar a eficiéncia de programas de
controle.

Das 73 amostras testadas, nove foram negativas para o IDGA e positivas no iELISA, isso
poderia ser explicado por um baixo titulo anticorpos no soro desses animais, indetectaveis pelo
IDGA, ou até mesmo erro de leitura, uma vez que a leitura dos resultados desse teste € subjetiva
e sujeita a erros de interpretagdo. Curiosamente, duas amostras coletadas de animais ndo
colostrados foram positivas por IDGA e negativas no iELISA, esses resultados podem ser
interpretados como falso positivos. Outra alternativa é que esses bezerros tenham nascido de
vacas infectadas e tenha ocorrido transmissao vertical durante a gestacdo. Animais colostrados
negativos por IDGA foram positivos em pelo menos um dos ELISA’s, 0 que provavelmente
indica um resultado falso negativo no IDGA.

Quando comparado ao ELISA Chekit Leucose-Serum (IDEXX Laboratories, EUA), o iELISA
apresentou maior sensibilidade e classificou como positiva uma amostra com resultado
indeterminado pelo teste comercial. Demonstrando que o0 ensaio desenvolvido possui
desempenho similar ao comercial e pode ser utilizado alternativamente ao Chekit Leucose-
Serum com a vantagem de ser economicamente mais vidvel e acessivel aos produtores e
laboratdrios de diagnéstico.

O controle da LEB é dificil devido a sua ampla distribuigdo, lenta evolucéo e presenca de um
grande numero de animais assintomaticos, que passam despercebidos pelo rebanho, além da
falta de conhecimento entre produtores e técnicos sobre a real importancia da doenca como
fonte de prejuizos, o que contribui para disseminagdo do virus. Nos EUA, onde o baixo risco de
desenvolvimento de tumor n&o é visto como razédo suficiente para controlar a disseminagdo do
virus e, portanto, ndo ha esforcos para tal, a perda econdmica anual associada a essa infeccéo é
estimada em 500 milhdes de ddlares. Os prejuizos sdo resultantes da condenacgéo de carcacas em
matadouros, descarte precoce ou morte de animais com linfomas, queda na produgéo de leite e
barreiras para exportacdo de animais e seus produtos, além de gastos com medicamentos e
assisténcia veterinaria (Rajao et al., 2014; Frie et al., 2016). A identificagdo de animais positivos
€ necessaria para controlar a disseminacgdo do virus, o iELISA desenvolvido possibilita melhor
compreensdo da verdadeira situacdo da LEB no Brasil e realizacdo de estudos do impacto da
doenca na produtividade, auxiliando érgaos oficias no controle eficiente dessa enfermidade.

Adicionalmente aos impactos provocados na pecuéria e economia, 0 BLV também tem sido
alvo de pesquisa devido ao seu possivel potencial zoon6tico como agente causador do cancer de
mama humano. Estudos realizados por Buehring e colaboradores (2003), em que foram testadas
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257 amostras de soro humano, encontrou-se 74% de soropositividade contra a proteina p24 do
capsideo viral. Outro estudo conduzido pelo mesmo grupo, em 2014, detectou a presenca de
DNA de BLV em tecido mamario de mulheres diagnosticadas com cancer de mama. O trabalho
ndo é conclusivo, mas sugere uma possivel associagdo entre BLV e cancer de mama em
humanos. Dessa forma, pesquisas envolvendo BLV e salde humana tém se tornado mais
frequentes, sendo que testes de diagnostico eficientes em detectar animais positivos sdo
importantes ferramentas de trabalho nesses estudos, uma vez que essa infeccdo pode representar
também um problema de seguranga alimentar e salide publica.

Testes soroldgicos possuem algumas limitagdes e em algumas situacBes, por exemplo em
infeccdo recente ou periparto, podem falhar em detectar animais positivos. Nesses casos,
amostras que apresentarem perfil duvidoso podem ser confirmadas por um método auxiliar,
como PCR para deteccao de provirus.

A determinacdo precisa do estado de infeccdo por BLV é importante em estratégias de
prevencdo baseadas na separacdo de animais positivos e negativos para criar rebanhos livres e a
triagem visa classificar individuos que tém maior probabilidade de estarem doentes. Quando a
prevaléncia da doenga ¢ alta, como é o caso da LEB, é indicado o uso de um teste com alta
sensibilidade, mesmo que sua especificidade seja relativamente baixa (Siqueira e Tiburcio,
2011). Portanto, o iELISA desenvolvido é uma boa alternativa para ser utilizada como teste de
triagem para a LEB.

7. CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos, foi possivel concluir que o ELISA indireto padronizado com
antigeno gp51 produzido em Tb1Lu infectada com amostra brasileira do BLV, apresentou uma
alta sensibilidade para o diagnéstico do LEB, podendo ser utilizado como ferramenta em
pesquisas e inquéritos soroldgicos. Entretanto, resultados conflitantes devem ser confirmados
por um teste complementar.
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9. ANEXO

Anexo 1: Relagdo dos resultados obtidos pelos trés testes realizados

Resultados
Amostras iELISA .
IDGA Leitura Resultado ELISA Chekit
01CC - 0,122 +
02 CC - 0,162 + -
03 CC ++ 0,199 + +
04 CC - 0,146 + +
05CC ++ 0,166 + +
06 CC ++ 0,194 + +
07 CC ++ 0,146 + +
08 CC ++ 0,198 + +
12 CC ++ 0,152 + +
13 CC ++ 0,145 + +
14 CC ++ 0,149 + +
19 CC ++ 0,186 + +
20 CC ++ 0,181 + +
21 CC ++ 0,229 + +
27 CC - 0,123 + +
33CC ++ 0,137 + +
34 CC ++ 0,121 + +
35CC - 0,093 - +
36 CC ++ 0,158 + +
37CC - 0,171 + Indeterminado
38 CC ++ 0,124 + +
39CC + 0,170 + +
40 CC + 0,181 + +
41CC ++ 0,128 + +
42 CC - 0,197 + -
43 CC ++ 0,147 + +
44 CC ++ 0,121 + +
45 CC ++ 0,169 + +
VIT CC ++ 0,179 + +
Gémeo CC ++ 0,312 + +
Gémea CC ++ 0,313 + +
B010 CC ++ 0,256 + +
B011 CC ++ 0,188 + +
B016 CC ++ 0,164 + +
B020 CC ++ 0,147 + +
B021 CC ++ 0,262 + +
B025 CC ++ 0,111 + +
B033 CC + 0,174 + +
B036 CC ++ 0,164 + +
B037 CC + 0,137 + +
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B004 CC ++ 0,222 + +
01SC - 0,068 - +
02 sC - 0,080 - -
03 SC - 0,122 + -
04 SC - 0,078 - -
05SC - 0,071 - -
06 SC - 0,078 - -
07 SC - 0,076 - -
08 SC - 0,078 - -
09 SC - 0,071 - -
10 SC - 0,070 - -
11SC ++ 0,071 - -
12 SC - 0,158 + +
13 SC - 0,097 - -
14 SC - 0,074 - -
15SC - 0,068 - -
16 SC - 0,073 - -
17 SC - 0,078 - -
18 SC - 0,076 - -
19 SC - 0,071 - -
20 SC - 0,073 - -
21 SC - 0,134 + -
22 SC - 0,104 - -
23 SC ++ 0,071 - +
24 SC - 0,068 - -
40 SC - 0,075 - -

BLACK SC - 0,065 - -
SJ.SC - 0,079 - -
300 SC - 0,081 - -
330 SC - 0,074 - -
331 SC - 0,077 - -

91238 SC - 0,076 - -

DOUG SC - 0,078 - -

Legenda: +: amostra fracamente positiva; ++ : amostra positiva; - : amostra negativa
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