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1. INTRODUCAO

Os herpesvirus bovinos tipo 1 (BoHV-1) e tipo 5 (BoHV-5), pertencentes a
ordem Herpesvirales, familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, séo
patbgenos que afetam o0s sistemas respiratério/genital de bovinos e que
consequentemente causam graves prejuizos econdmicos a bovinocultura
(DAVISON et al., 2009). Os animais infectados, mesmo aqueles com infeccao
subclinica, tornam-se portadores, uma vez que 0 Vvirus permanece latente no
hospedeiro, instalando-se em ganglios nervosos, olfatério, trigémeo ou sacral, ndo
sendo detectados pelos exames tradicionais (MEYER et al.,, 2001). Uma vez
estabelecida a laténcia, o animal pode, periodicamente, re-excretar o virus
através das secrecdes, disseminando-o para bovinos suscetiveis, o que faz com
que 0s surtos sejam imprevisiveis, especialmente em areas endémicas (VOGEL
et al., 2003). No que se refere a geografia, o BoHV-5 apresenta maior prevaléncia
na América do Sul, especialmente no Brasil e Argentina (DEL MEDICO ZAJAC et
al., 2010).

O diagnéstico da infecgdo por BoHV-1 e BoHV-5 é realizado principalmente
através de testes soroldgicos (padrdo ouro - soroneutralizagdo). No entanto, para
a realizacdo da maioria dos ensaios é necessaria a utilizacao de cultivos celulares
viaveis. Por este motivo, o objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia do
congelamento do BoHV-5 em placas de poliestireno para a realizacdo de ELISA
indireto.

2. METODOLOGIA

Soros bovinos positivos (12) e negativos (1), previamente testados por
soroneutralizacdo, foram cedidos pelo Laboratério de Virologia e Imunologia,
Faculdade de Veterinaria, UFPel. O protocolo utilizado para realizagdo do teste foi
adaptado de PARRENO et al. (2010). Resumidamente, 8 placas de poliestireno
foram sensibilizadas com 50 ng/poc¢o de antigeno positivo (extrato viral bruto semi
purificado e concentrado, resultante da infec¢cdo de células de rim bovino - MDBK
- com a cepa EVI de BoHV-5) e antigeno negativo (MDBK né&o infectadas), em
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colunas alternadas, overnight a 4 °C. Apds, as placas foram lavadas 3 vezes com
PBS-T e metade das placas (4) foi congelada a -20 °C. Paralelamente, o restante
das placas (4) foi blogueado com PBS-T 1 % de soro fetal bovino (PBS-T SFB),
lavadas e congeladas a -20 °C. Apos 15, 30 e 45 dias de congelamento as placas
foram descongeladas para a realizacdo do ELISA indireto. As placas congeladas
apos a sensibilizacdo foram bloqueadas, como descrito anteriormente, e 0S soros
positivos (1:400) e negativos (1:400) adicionados em triplicata e incubados a 37
°C durante 1 h. AplOs este periodo, as placas foram novamente lavadas e
anticorpos anti IgG bovina conjugado a peroxidase (Sigma) foram adicionados. A
reacdo foi revelada com solucdo substrato/cromégena contendo o-
phenylenediamine (0,4 mg/mL em 0,1 M tampao citrato, pH 5,0) e 0,03% de
peréxido de hidrogénio. As densidades oticas (DO) foram mensuradas a 450 nm
usando VICTOR™ X5 Multilabel Plate Reader (Perkin EImer, USA). A média dos
12 soros positivos de cada periodo foi utilizada para a avaliacdo dos resultados. O
ponto de corte do ensaio foi calculado conforme descrito por PARRENO et al.
(2010), sendo considerado 20% da DO do soro controle positivo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos o0s soros positivos e negativos, testados previamente na
soroneutralizacdo, mantiveram seu status quando analisados individualmente por
ELISA indireto. Apds a concordancia entre os ensaios, as médias das DOs
obtidas no ELISA indireto, referentes a cada periodo de congelamento (0, 15, 30 e
45 dias), foram utilizadas para avaliar a influéncia do congelamento na obtencéo
dos resultados. Baseado nisso, foi possivel identificar que apds 15 dias de
congelamento houve uma diferenca significativa na viabilidade do antigeno BoHV-
5, quando comparado com os periodos de 30 e 45 dias (Figura 1). Estes
resultados indicam a possibilidade da sensibilizacdo de lotes de placas de
poliestireno e posterior utilizacdo em até 15 dias p6s armazenamento a -20 °C. O
processo de bloqueio realizado com PBS-T SFB, antes ou depois do
congelamento do antigeno, ndo apresentou diferencas significativas (Figura 1).
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Figura 1: ELISA indireto utilizando soros bovinos e o Herpesvirus bovino tipo 5
como antigeno para a sensibilizacdo das placas. Colunas cinzas e pretas
representam as médias das DOs ap0s cada periodo de congelamento e forma de
bloqueio. Letras diferentes indicam diferenca significativa (P < 0,05).

4. CONCLUSOES

O periodo de 15 dias de congelamento a -20 °C do Herpesvirus bovino tipo
5 em placas de poliestireno ndo influencia os resultados do ELISA indireto.
Entretanto, novos ensaios utilizando a temperatura de -70 °C serdo realizados.
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