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O objetivo deste trabalho foi desenvolver e padro-
nizar um ELISA indireto para diagnoéstico de Maedi Visna
(MV). Produziu-se o antigeno em sobrenadantes de cultivo
celular de membrana sinovial caprina (MSC) inoculado
com o0 Maedi Visna Virus (MVV) cepa K1514, que passou
por ciclos de congelamento e descongelamento, sendo logo
apos clarificado por centrifugacao a 3.000 g por 40 minutos
A suspensao clarificada foi precipitada por PEG 8000, cen-
trifugada a 12.000 g por 60 minutos, o pellet ressuspendido
em TNE (Tampao Tris-HCI, NaCl, EDTA) e ultracentrifu-
gado a 42.000 g por 105 minutos em colchdo de sacarose,
e ressuspendido em PBS contendo phenylmethylsulphonyl

RESUMO

Sfluoride (PMSF). Realizou-se o ELISA em microplacas de
96 pocos, incubadas por 1h a 37 °C, utilizando-se como
revelador o-phenylenediamine (OPD). Para a comparagéo
entre os testes de ELISA e AGID, utilizaram-se 175 amos-
tras de soros. A concentracdo 6tima do antigeno foi a de 2
pg/mL e a melhor diluigdo dos soros, controles e testes de
1:100. O ELISA detectou um maior nimero de positivos
(40) que o AGID (11), apresentando uma sensibilidade de
91%, especificidade de 82%. O ELISA promoveu uma me-
lhor sensibilidade que o AGID. Embora sua especificidade
tenha ficado abaixo do esperado, seu uso pode ser indicado
como teste de diagnostico de MV'V.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT AND STANDARDIZATION OF AN INDIRECT ELISA FOR THE DIAGNOSIS MAEDI-VISNA IN SHEEP

The objective of this work was to develop and
standardize an indirect ELISA for diagnosis of Maedi
Visna (MV) infection. The antigen was produced from the
supernatants of caprine synovial membrane (CSM) cell
monolayersinoculated with Maedi Visna virus (MVV), strain
K1514, by cycles of freezing and thawed, and clarified by
centrifugation at 3000 g for 40 min. The clarified suspension
was precipitated with PEG 8000 and centrifugated at 12000
g for 60 min; the pellet was resuspended in buffer TNE
and layered onto a sucrose cushion by centrifugation at
42000 g for 105 min. The pellet was resuspended in PBS

containing phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF). The
ELISA was performed in 96 wells plates, incubated for 1 h
at 37 °C. The reaction was detected by incubation with the
enzyme substrate and o-phenylenediamine (OPD) during
15 min. The tests were compared using 175 sera samples.
The concentration of the antigen was 2 pg/mL and the
best dilution of the sera was 1:100. ELISA detected more
positive samples (22.9%) than AGID (6.3%) and presented
a better sensitivity than AGID and, although the specificity
was below the expected, it could already be recomended in
the diagnosis of MVV infection.

KEY WORDS: ELISA, MaediVisna, serologic diagnosis, sheep lentivirus.
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INTRODUCAO

Maedi Visna (MV) € uma importante doen-
ca de ovinos e responsavel por uma infeccdo
persistente, progressiva e lentamente. Os ani-
mais acometidos desenvolvem uma doenca neu-
rologica degenerativa e inflamatoria e/ou uma
pneumonia progressiva apos um longo periodo
de incubagdo (FEVEREIRO et al., 1999). O vi-
rus foi isolado pela primeira vez do sistema ner-
voso central de ovinos em 1960 (SIGURDSSON
et al., 1960) e posteriormente classificado como
membro da familia Retroviridae. O virus Mae-
diVisna (MVV) pertence ao género Lentivirus,
assim como o virus da artrite encefalite caprina
(CAEV), que acomete preferencialmente os ca-
prinos. Porém, ja foi verificada infec¢ao cruzada
tanto para MVV quanto para CAEV em caprinos
e ovinos, respectivamente. Em fung¢do de suas si-
milaridades e posibilidade de infeccao cruzada,
esses virus vém sendo referidos como lentivirus
de pequenos ruminantes (SRLV — Small Rumi-
nant Lentivirus) (PISONI et al., 2005). A trans-
missdo ocorre principalmente pela ingestao de
colostro e leite infectado. O MaediVisna Virus
(MVYV) infecta principalmente células da linha-
gem mondcito/macrofago (NARAYAN & CLE-
MENTS, 1989). A replicagdo viral e a expressao
génica s3o reguladas em parte pelos fatores de
ativacao e maturacao de monocitos. As células
maturam para macréfago, e o virus comega a re-
plicar (NARAYAN et al., 1980).

Inicialmente, a resposta humoral ao MVV ¢
detectada em torno da terceira semana e esta prin-
cipalmente dirigida contra a proteina do capsideo,
sendo que, por volta da quinta semana, sdo pro-
duzidos anticorpos contra as demais proteinas (do
nucleocapsideo, matriz transmembrandria e de
superficie) (DE LA CONCHA-BERMEJILLO
et al., 1995). Segundo VITU (1982), o teste de
AGID ¢ capaz de identificar animais experimen-
talmente infectados com MVV cerca de quatro a
cinco meses apos a infec¢ao, de modo que, quan-
do comparado com ELISA, mostrou resultados
bastante correlacionados. O ELISA, no entanto,
pode detectar a infec¢do de forma mais precoce
(sete semanas apo6s o periodo de inoculagdo).
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As perdas econdmicas acarretadas por tal
doenca sdo grandes e decorrem de falhas repro-
dutivas, morte, diminui¢do da producao lactea e
perda de peso dos animais. De acordo com a Re-
solucdo 66/94 do MERCOSUL, os paises mem-
bros do bloco devem certificar-se, em caso de
exportagdo e importagao de ovinos, de que o pais
de origem dos animais seja livre de MaediVisna
ha pelo menos trés anos. Trata-se de normas sa-
nitarias que salientam a importancia econdmica
de controle e erradicacdo de tais enfermidades.

Por isso, se faz necessario o controle des-
sa doenca, que depende da sensibilidade e espe-
cificidade dos testes utilizados no diagndstico
inicial. Varios métodos tém sido desenvolvidos
para detectar anticorpos contra MV'V, incluindo
imunodifusdo em gel de agar (AGID) (CUTLIP
etal., 1977), recomendado pela OIE, que, apesar
de boa especificidade, pode apresentar resulta-
dos falsos-negativos (KNOWLES, 1997), a fixa-
¢ao de complemento (TORFASON et al., 1992);
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)
(HOUWERS et al., 1982) e imunoblot (TORFA-
SON et al., 1992). Como o ELISA possui uma
alta sensibilidade e reprodutibilidade, tornou-se
o método de escolha para um grande numero de
amostras. Porém, o uso de antigeno importado
tem dificultado a rotina do diagndstico, pelo cus-
to elevado do kit (ALMEIDA & LIMA, 2001).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver e padronizar um ELISA indireto
para a deteccdo de anticorpos, em ovinos, contra
MVYV, utilizando o antigeno preparado a partir
de virus completo da cepa MVV K1514, de for-
ma comparativa com o AGID comercial nacio-
nal (Kit para Diagnéstico de CAE, Biovetech,
Brasil), tentando alcangar um teste com custo
compativel para avaliar um grande nimero de
animais.

MATERIAL E METODOS

Na producdo do antigeno, utilizaram-se
sobrenadantes de cultivo celular de membrana
sinovial caprina (MSC) inoculado com 1mL da
amostra-padrao (MVV-K1514) com titulo inicial
de 10** TCID, /mL, que apresentaram efeito ci-
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topatico (ECP) caracteristico, como sincicios e
lise celular. Os sobrenadantes e o tapete celular
foram congelados (-20°C) e descongelados (30°C)
sucessivamente trés vezes. Apos o tltimo descon-
gelamento, a suspensao foi clarificada por centri-
fugacdo a 3.000g (rotor IEC 216) a 5°C por 40
minutos, seguida de precipitagdo com PEG-8000
a 8% por 18h a 4°C, e subseqliente centrifugacao
a4°Ca 12.000g (rotor Sorvall GSA) durante uma
hora (REIS & LEITE, 1994). Ressuspendeu-se o
sedimento em TNE (10,0mM tris-HCI, pH 7,4;
10,0mM NacCl;1,0mM EDTA) na propor¢ao de
10% do volume original da suspensao viral, sendo
ultracentrifugado em colchdo de sacarose (25%
em TNE) a 42.000g (rotor Beckman SW 41ti)
por 105 min a 3°C (HOUWERS et al., 1982). O
sedimento foi ressuspendido em PBS (pH 7,4)
contendo 2 x 10*mol/L de phenylmethylsulphonyl
fluoride (PMSF). Determinou-se a concentracao
de proteina total pelo método de Bradford (BRA-
DFORD, 1976) e manteve-se o antigeno a 4°C,
até a realizagdo dos ensaios imunoenzimaticos
(PINHEIRO, 2001).

Para o ELISA, utilizaram-se concentra-
coes de 2,0 a 0,125 pg/mL de proteina viral.
A concentra¢do 6tima para o antigeno viral foi
determinada pela mais baixa concentracdo que
pode demonstrar a positividade da reacdo para
qualquer diluigdo (1:50 a 1:400) do soro positivo
do kit de AGID do Instituto Pourquier®.

Testaram-se quatro diluicdes de soros
(1:50, 1:100, 1:200 e 1:400) com a dilui¢ao
(1:1000) do conjugado anti-sheep 1gG Peroxi-
dase. A dilui¢do 6tima do soro foi determinada
pela diluicdo que apresentou a maior diferenga
nas leituras entre os positivos e negativos para
a concentragdo 6tima do antigeno (PINHEIRO,
2001).

Padronizou-se o ELISA como recomendado
pela FAO/OIE (WRIGHT et al., 1993). Incluiram-
se controles-positivo (pool de soros positivos na
AGID), negativo (pool de soros negativos), de
antigeno e substrato. Testaram-se soros em dupli-
cata, sendo os resultados expressos em densidade
optica (DO), convertidos na razao entre a DO da
amostra e a DO controle-positivo (percentual de
positividade-PP) (MOTHA et al., 1994).

Realizou-se o ensaio imunoenzimatico indi-
reto em microplacas de 96 pogos de fundo chato,
sendo cada pogo revestido com 100 pL da con-
centracdo otima do antigeno, diluido em tampado
carbonato-bicarbonato (0,05M, pH 9,6), pela in-
cubagao por uma hora a 37°C. Apos sensibilizagao
da placa, realizaram-se lavagens sucessivas com
solugdo de lavagem (solucao salina 0,9%, 0,05%
de Tween 20 - PBS-T), que foi realizada entre
todas as etapas, exceto ap0ds a adi¢ao do substrato.
Em seguida, adicionou-se a solucdo de bloqueio
(leite em p6 desnatado 2,5% em PBS-T) por uma
hora a 37 °C. Os soros-controles e amostras na
diluicao de 1:100, considerada a melhor diluigao,
foram distribuidos em duplicata e incubados por
uma hora a 37 °C. A seguir, adicionou-se o con-
jugado em 1:1000 e incubou-se por uma hora a
37°C. Areagao foi revelada pela incubagao por 15
minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz
com 5 ul de H,0,, 2 mg de O-phenylenediamine
(OPD) em 10 mL de PBS-T, seguida de adicao
de inibidor da reagdo (H,SO, 4 N), ¢ leitura a 490
nm em espectrofotdmetro.

Utilizou-se a técnica de AGID, descrita por
ABREU et al. (1998), do kit nacional da Biove-
tech ®, realizada em agarose a 1%, com 20 pL
do soro-teste e 20 puL do soro controle-positivo, e
20 pL do antigeno na cavidade central. Apds, as
reacdes foram acondicionadas em cdmara umida,
a temperatura ambiente (25 °C) por 48 horas.
Avaliaram-se as reacdes pela presenca de linha
de precipitacdo, similar a obtida entre o antigeno
€ o0 soro controle-positivo.

Empregaram-se 175 amostras de soros
ovinos para comparacao entre testes. Para a de-
terminacao do cut off do ELISA (média das PP
do negativo mais trés desvios padrdes do PP),
utilizaram-se 16 amostras de soros provenientes
de rebanho com resultados sorologicos negativos
por AGID.

Realizou-se um estudo comparativo dos
resultados obtidos no ELISA indireto, tomando-
se como padrdo o teste de AGID, mediante o
emprego de antigeno comercial. Avaliaram-se a
sensibilidade comparada, a especificidade compa-
rada, o valor preditivo positivo € o0 negativo e a
precisdo (MADRUGA et al., 2001). Os resultados
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dos testes foram comparados pelo teste do Qui-
Quadrado com corregao de Yates (y*) (TYLER &
CULLOR, 1989). Calculou-se, também, o indice
Kappa entre os resultados dos dois testes.

RESULTADOS

Padronizou-se o ELISA para a obtengao
da maior diferenga entre a DO dos soros posi-
tivos e negativos. A concentragao 6tima do anti-
geno foi de 2 pg/mL, sendo a dilui¢ao do soro de
1:100. Reavaliando-se os 16 soros provenientes
de rebanhos negativos para AGID, encontraram-
se resultados negativos. O cut-off do ELISA foi
de 0,898. Esse ELISA detectou maior nimero
de positivos que o AGID. A comparagao entre os
dois testes nas 175 amostras estd demonstrada
na Tabela 1. Das 11 amostras positivas no AGID,
uma foi negativa no ELISA. J4 as 30 amostras
negativas no AGID foram positivas no ELISA,
mostrando uma sensibilidade de 91%, especifi-
cidade de 82%, valor preditivo positivo de 25%,
valor preditivo negativo de 99% com precisao
de 88% e um indice Kappa de 0,32, o que indi-
cou uma baixa concordancia entre os testes. Os
dados foram significativos para o Qui-Quadrado
(p<0,001).

TABELA 1. Comparagédo dos resultados com soro ovino
testado pelo AGID e ELISA

AGID
ELISA Positivo Negativo Total
(PP<0,898)  (PP>0,898)
Positivo 10 30 40
Negativo 1 134 135
Total 11 164 175

Sensibilidade:91%, especificidade:82% Qui-Quadrado entre os tes-
tes:26,85 (p<0,001)

PP: percentual de positividade (razdo entre a DO da amostra e a DO
controle positivo)
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DISCUSSAO

Na padronizacao do teste, obteve-se um
protocolo com um bom rendimento dos principais
componentes da reacdo (antigenos e conjugados)
e boa especificidade dos resultados.

Utilizando-se como controle positivo para
o ELISA o soro padrao positivo anti-MVV p-28
do kit de AGID do Instituto Pourquier®, apresen-
taram-se leituras positivas. PINHEIRO (2001),
usando o soro reagente do kit americano (Caprine
Arthritis-Encephalitis/Ovine Progressive Pneu-
monia Antibody Test Kit. Veterinary Diagnostic
Technology,Inc® - USA.), encontrou um valor
negativo, provavelmente pelo fato de este soro
ser contra gp 135 e o antigeno ser pobre em gp
135. No entanto, pode-se inferir que, no caso
deste ELISA, houve positividade, porque o soro
era contra p28 e o antigeno com virus comple-
to possuir uma concentracdo de p28 capaz de
detectar positividade. CELER Jr. et al. (1998)
verificaram, por immunoblotting, que a presenca
de anticorpos para gp 135 foi evidente em soros
extremamente positivos com altos titulos, razao
por que ndo a utilizaram para confirmacao de
diagndstico. As glicoproteinas sdo relativamente
instaveis e passiveis de serem perdidas durante
o processo de obtencdo do antigeno (RIMSTAD
et al., 1994), principalmente na passagem pelo
colchao de sacarose, onde podem ocorrer perdas
de até 50% dessas proteinas virais (MCGRATH
et al., 1978), ou até mesmo perdas espontaneas
das particulas virais, liberadas depois de varios
dias de cultivo (CASTRO, 1998).

Para comparacdo de técnicas, o ideal ¢
dispor de um teste de referéncia. Segundo KNO-
WLES (1997), poderiam ser adotados imunopre-
cipitagdo e Western blotting, como critério inde-
pendente e seguro para classificacao da populagdo
em verdadeiros positivos e verdadeiros negativos.
Pelas particularidades da patogénese dos SRLYV,
a determinacao do verdadeiro status dos animais
¢ dificil, pois a restricdo da replicacdo viral torna
o isolamento incerto (CASTRO, 1998).

O AGID foi escolhido como teste-padrao
para o diagnostico de MV'V, por ser o teste re-
comendado pelo OIE (1996) para o exame diag-
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nodstico e para comercializagdo de pequenos ru-
minantes.

Os resultados obtidos no ELISA mostraram
maior sensibilidade que a AGID. Comparando-se
este protocolo de ELISA com AGID, verificou-se
que aquele detectou 22,9% a mais de animais posi-
tivos. CASTRO (1998), CELER JR. et al. (1998),
SIMARD & BRISCOE (1990) e PINHEIRO
(2001), comparando os mesmos testes, verificaram
44,5%, 25,4%, 15,5% e 15,5% de positividade,
respectivamente. Utilizando o ELISA com sistema
de amplificagdo do sinal enzimatico pela avidina-
biotina, CASTRO (1998) detectou cerca de 84%
a mais que o teste AGID, porém com o aumento
do custo e do tempo do teste. Deve-se considerar
que, além de fatores inerentes aos testes, existem
animais com resposta imunoldgica seletiva para
determinados antigenos (JOHNSON et al., 1983;
RIMSTAD et al., 1994). O antigeno utilizado no
AGID néo recebeu tratamento, sendo constituido
predominantemente de glicoproteinas (ADAMS
& GORHAM, 1986). A relativa instabilidade das
glicoproteinas, passiveis de serem perdidas du-
rante o processo de obtengao de antigenos a partir
do virus completo (RIMSTAD et al., 1994), bem
como o processamento do ELISA, principalmente
as lavagens com PBS contendo Tween 20, podem
ter exposto certos epitopos, para os quais certos
animais elaboraram resposta imunoldgica de in-
tensidade indetectavel pelo AGID ou ELISA.

A especificidade de 82% do ELISA de-
correu, provavelmente, da forma imperfeita de
classificagao dos verdadeiros negativos, pois o
grupo de animais empregados na determinacdo
do ponto de corte era negativo apenas pelo AGID,
que pode apresentar resultados falsos-negativos
ou detectar a doenga somente depois de alguns
meses (CASTRO, 1998).

CHEBLOUNE et al. (1996) relatam um
numero significativo de animais infectados com
sorologia negativa (falsos-negativos), mas deve
ser considerado que a resposta imune contra
SRLV apresenta variagdes individuais (RIMS-
TAD etal., 1994). Em conseqiiéncia de uma maior
sensibilidade, o ELISA desenvolvido mostrou-se
um teste mais viavel que a AGID para utilizagao
no controle da referida infec¢ao.

CONCLUSAO

O ELISA indireto produzido apresenta alta
sensibilidade e uma boa especificidade. Por isso,
pode ser utilizado como teste diagnostico para
MVYV em ovinos, por detectar um maior niimero
de animais positivos que o AGID. O protocolo
do ELISA desenvolvido utiliza baixa quantidade
de reagentes, embora ainda demande um custo
superior ao AGID, e realiza exames de 42 amos-
tras por placa. Assim, quando comparado com o
AGID, o ELISA ¢ superior no que diz respeito a
sensibilidade.
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