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RESUMO

FAUSTO, Mariana Costa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2010.
Padronizacdo de Ensaios Imunoenzimaticos (ELISA) para sorologia, deteccdo e
quantificacdo do Circovirus suino 2. Orientadora: Marcia Rogéria de Almeida Lamégo.
Co-orientadores: Abelardo Silva Junior, Leandro Licursi de Oliveira e Juliana Lopes Rangel
Fietto.

O Circovirus suino 2 (PCV-2) ¢ o principal agente causador da Sindrome
Multissistémica do Definhamento dos Suinos (SMDS), e estd associado a diferentes
sindromes que acometem esses animais. O termo PCVAD (Porcine circovirus 2 associated
diseases) foi introduzido em 2006, para enquadrar todas essas doengas. Uma vez que estudos
sorolégicos sao fundamentais para o monitoramento do virus, o objetivo desse trabalho foi
desenvolver ensaios imunoenzimaticos (ELISA) para a deteccdo e titulacdo de anticorpos
anti-PCV-2 e também para a quantificagdo viral, assim como da proteina recombinante do
capsideo do PCV-2 (rCap PCV-2) em extratos de Escherichia coli . Apos a padronizagdo da
técnica, 29 amostras de soro negativos por ELISA indireto foram utilizadas para a
determinagdo do cutt off. O ELISA qualitativo foi comparado com a Imunoperoxidase em
Monocamada (IPMA), através da analise de 155 amostras de soro, pré-determinadas por
IPMA, sendo 125 amostras positivas e 30 amostras negativas para anticorpos anti-PCV-2, no
ELISA. Os testes apresentaram uma concordancia de 98,70 % confirmando assim a alta
sensibilidade e especificidade do ELISA relativa ao IPMA. No ensaio quantitativo, 20
amostras de soro tiveram o titulo determinado através do ELISA e este apresentou um maior
limite de detecg¢@o de anticorpos do que o IPMA, em 18 das 20 amostras avaliadas. Para a
quantificagdo da rCap PCV-2 presente em extratos de E.coli, um ELISA de captura foi
desenvolvido. Foram utilizadas 1gGs precipitadas a partir de soro policlonal de coelho anti-
rCap PCV-2 como anticorpo de captura e as IgGs conjugadas com peroxidase como
anticorpo de deteccao. Uma curva-padrao foi obtida através da dilui¢do seriada da rCap PCV-
2 e o ensaio apresentou um limite de detec¢do na faixa entre 0,625 a 0,0097 pg/mL, que foi
utilizado com sucesso para quantificar a proteina no extrato de E.coli. Assim espera-se que
este teste seja também aplicado futuramente na quantificagdio do PCV-2 em amostras de

campo.
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ABSTRACT

FAUSTO, Mariana Costa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, May 2010.
Standardization of enzyme immunoassay (ELISA) for serology, detection and
guantification of porcine circovirus type 2. Advisor: Marcia Rogéria de Almeida Lamégo.
Co-advisors: Abelardo Silva Junior, Leandro Licursi de Oliveira and Juliana Lopes Rangel
Fietto.

Porcine circovirus 2 (PCV-2) is the major causative agent of postweaning
multisystemic wasting syndrome (PMWS) and is associated with different syndromes that
affect the swine. The term PCVAD (Porcine circovirus associated diseases) was introduced in
2006 to gather many diseases. Since serological studies are essential for monitoring the virus,
the aim of this study was to develop enzyme immunoassays (ELISA) for detection and
titration of antibodies to PCV-2 and also for viral quantification as well as the recombinant
protein capsid PCV-2 (rCAP PCV-2) in extracts of Escherichia coli. After the standardization
of the technique, 29 negative serum samples in ELISA were used for determining the cutt off.
The quantitative ELISA was compared with the Immunoperoxidase monolayer (IPMA),
through analysis of 155 serum samples, pre-determined by IPMA, of which 125 samples
were positive and 30 negative samples for antibodies to PCV-2, in ELISA. The tests showed
a concordance of 98.70% confirming the high sensitivity and specificity of ELISA on the
IPMA. In the quantitative assay, 20 serum samples had the title determined by ELISA and it
showed a higher detection limit of antibodies than the IPMA in 18 of the 20 samples tested.
To quantify the rCAP PCV-2 in extracts of E.coli, a capture ELISA was developed. Were
used precipitated IgGs from polyclonal rabbit serum anti-rCap PCV-2 as capture antibody
and the conjugated IgGs with peroxidases as detection antibody. A standard curve was
obtained by serial dilution of rCap PCV-2 and the test showed a detection limit in the range
of 0.625 to 0.0097 mg/mL, which was successfully used to quantify the protein in the extract
of E.coli. Thus it is expected that this test is also applied in the quantification of future PCV-2

in field samples.
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1. INTRODUCAO

A suinocultura possui grande importancia no setor economico brasileiro, uma vez que o
pais ¢ atualmente o quarto maior exportador de carne suina do mundo. Diante desta posicao de
destaque, torna-se necessario uma maior atengdo nos programas de sanidade das granjas,

mantendo o plantel com adequado perfil sanitario.

O Circovirus suino 2 (PCV-2), pertencente a familia Circoviridae tem emergido como
uma importante causa nas perdas de producdo da industria suinicola mundial por estar
associado a varias doencas. O termo PCVAD (Porcine circovirus 2 associated diseases) foi
introduzido em 2006 pela American Association of Swine Veterinarians (AASV), para resumir
as diferentes manifestagdes clinicas relacionadas ao PCV-2, incluindo a Sindrome
Multisistémica do Definhamento dos Suinos (SMDS), as Pneumonias Associadas ao Complexo
Respiratorio do Suino (SRDC), a Sindrome da Dermatite e Nefropatia Suina (SDNS) e as

enterites e falhas reprodutivas associadas ao PCV-2 (Opriessnig et al., 2007).

Dados da literatura indicam que a proteina do capsideo viral (Cap) € a porcdo mais
imunogénica do PCV-2, consistindo em um antigeno interessante para estudos sorologicos e
desenvolvimento de vacinas (Blanchard et al., 2003b). Os estudos soroldgicos sdo fundamentais
para monitorar a saide do rebanho, formular protocolos de vacinacdo e determinar estratégias
terapéuticas. Assim, eles sdo uteis para responder questdes que ainda precisam ser esclarecidas
para o desenvolvimento de novas geragdes de vacinas contra o PCV-2, servindo como
ferramenta para o controle de qualidade através do seu uso na quantificagdo de antigenos

presentes em amostras vacinais.

O grupo do Laboratério de Infectologia Molecular Animal (LIMA/BIOAGRO) da
Universidade Federal de Vigosa desenvolveu, em estudos anteriores, um eficiente sistema de
expressao heterdloga em Escherichia coli capaz de produzir a proteina recombinante do
capsideo do PCV-2 (rCap PCV-2). As propriedades antigénicas da rCap PCV-2 purificada foi
confirmada, por meio da técnica de Western blotting, utilizando soro de suino anti-PCV-2 e por
vacinacdes em modelos murinos (Dados nao publicados, em processo de depdsito de patente).

Além disso, uma vacina recombinante contra o PCV-2 vem sendo desenvolvida pelo grupo.



Neste sentido, torna-se necessario desenvolver e validar uma metodologia propria para o
diagndstico soroldgico dos animais que serao imunizados e para a quantificagcdo da rCap PCV-2
presente nessas amostras vacinais. Assim, este trabalho teve como objetivo a utilizagdo da rCap
PCV-2 no desenvolvimento de ensaios imunoenzimaticos (ELISA) para a sorologia, deteccdo e
quantificagcdo do PCV-2 e dessa proteina presente em extratos vacinais de E.coli. Tais
metodologias foram desenvolvidas e validadas com sucesso neste trabalho. A abordagem deste
assunto representa uma estratégia necessaria, pois contribuira com o projeto de
desenvolvimento da vacina recombinante contra o PCV-2 e com os demais projetos

desenvolvidos atualmente pelo grupo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Circovirose suina
2.1.1. O Circovirus suino e seus aspectos moleculares

O Circovirus suino (PCV) ¢ classificado dentro da familia Circoviridae (Lukert et al.,
1995). Ele foi descoberto como contaminante de células PK15 em meados da década de 70
(Tischer et al., 1974) e considerado com o nao patogénico, uma vez que, a inoculagdo de suinos
com células PK15 contaminadas com virus nao causava doenga nos animais (Allan et al., 1995;
Tischer et al., 1986). Em 1997, no Canada, outra espécie de PCV foi encontrada e associada as
perdas causadas pela doenga em suinos (Allan et al., 1998). A subsequente caracterizacdo do
virus isolado de suinos sintomdticos revelou que se tratava de outra espécie, porém
geneticamente relacionada com a ndo patogénica derivada de células PK15, previamente
conhecida (Fenaux et al., 2000). O virus patogénico recém descoberto a partir de suinos doentes
foi designado como PCV-2 e o virus ndo patogénico derivado de células PK15 foi chamado de
PCV-1 (Hamel et al., 1998; Meehan et al., 1998), sendo estes formados por cerca de 68-76% de

sequéncias de nucleotideos idénticas (Fenaux et al., 2004a).

Os virus da familia Circoviridae afetam aves, suinos e outros mamiferos, e sdo
caracterizados por possuirem um dos menores genomas entre os virus que infectam
vertebrados. Esta familia ¢ dividida atualmente em dois géneros: (i) o género Gyrovirus,
constituido exclusivamente do virus da anemia das galinhas, e (ii)) o género Circovirus
constituido pelo Torque teno virus que infecta humanos (TTV), pelo virus da doenga das penas
e bico dos psitacideos, por circoviroses de outras espécies avidrias e pelo PCV em suinos

(Studdert, 1993).

O PCV-2 ¢ um virus pequeno, com 17 nm de diametro, de simetria icosaédrica, nao
envelopado, DNA fita simples circular de 1,76 Kb, apresenta um coeficiente de sedimentagao
de 57S quando comparado com o coeficiente de sedimentagdo do enterovirus bovino (Allan et
al., 1994) e ¢ capaz de sedimentar em um gradiente de CsCl na faixa de densidade de 1,33-1,34

mg/mL (Tischer et al., 1974). O PCV-2 possui seis potenciais janelas abertas de leitura (ORFs -



Open Reading Frames - Figura 1), sobrepostas, com auséncia de regides intergénicas, € que
codificam proteinas putativas maiores que 6 kDa (Mankertz et al., 1997). Apenas trés destas
ORFs sdo descritas atualmente (Hamel et al., 1998), sendo a ORF1 e a ORF2 as duas principais
e representam 93% do genoma do PCV-2 (Meehan et al., 2001; Mankertz et al., 1998).

W OrRF1 M ORF4
Il ORF2 |l ORF5

1 ORF3 | ORF 6

Figura 1. Genoma do PCV-2 esquematizado identificando as 6 ORFs. No sentido senso esta a ORF1 (em azul),
a ORF2 (em vermelho) no sentido anti-senso, ¢ a ORF3 (em verde) sobreposta dentro da ORF1 no sentido anti-
senso. As ORFs putativas 4, 5 ¢ 6 foram identificadas por meio de ferramentas de bioinformatica e ainda estdo

sendo caracterizadas (Vidigal, 2008).

A ORF1 (gene rep com 942 pb, sentido positivo) codifica duas proteinas replicases de
35,7 kDa e 17 kDa, conhecidas como Rep e Rep' respectivamente, ambas envolvidas na
replicagdo viral. O gene rep € altamente conservado entre o PCV-1 e PCV-2 com cerca de 83%
de identidade nas sequéncias nucleotidicas. J& a ORF2 (gene cap com 702 pb, sentido negativo)
codifica a proteina do capsideo (Cap) de 27,8 kDa, sendo esta a Unica proteina estrutural do
virus, e considerada como a proteina mais imunogénica, uma vez que contém o0s epitopos
antigénicos imunodominantes (Fenaux et al., 2004b), responsaveis pela inducao de anticorpos
neutralizantes no hospedeiro contra o PCV-2 (Fort et al., 2007). O gene cap possui cerca de 67-
70% de identidade entre o0 PCV-1 e o PCV-2 (Mankertz et al., 2004). A ORF3 codifica uma
proteina envolvida no mecanismo de apoptose celular pela ativagdo intracelular da via caspase
durante a patogénese causada pelo virus (Karuppannan et al., 2009; Liu et al., 2007), entretanto

esses dados ainda ndo foram confirmados (Juhan et al., 2010).



Estudos de genotipagem do PCV-2 dividiram o virus em dois grandes grupos que
foram designados como: PCV-2 grupo 1 ou PCV-2b e PCV-2 grupo 2 ou PCV-2a; e 8
subgrupos: 1A a 1C e 2A a 2E (Olvera et al., 2007; Grierson et al., 2004; Larochelle et al.,
2002). Os isolados PCV-2b demonstraram possuir uma origem predominantemente européia
enquanto que os isolados PCV-2a possuem uma origem norte americana (Ramamoorthy e
Meng, 2009). No entanto, ambos 0s grupos estao intimamente relacionados possuindo cerca de

93-99% de identidade nas sequéncias de nucleotideos (Fenaux et al., 2000).

Trabalhos descritos na literatura demonstraram que gendtipos de PCV-2 associados
com os sinais clinicos pertencem ao grupo 1A e gendtipos associados a auséncia desses sinais
pertencem ao grupo 2 (Olvera et al., 2007). Entretanto, a presenca de mais de uma linhagem de
PCV-2 ao mesmo tempo em suinos foi recentemente confirmada. Foi também constatado que a
recombinacdo do gene rep pode ocorrer entre as linhagens coexistentes (Hesse et al., 2008).
Estudos isolaram PCV-2a em circula¢do entre os anos de 1993 e 1996 em rebanhos na
Dinamarca, seguida por isolamentos posteriores de PCV-2b, sugerindo que mudancas no
gendtipo dos isolados de PCV-2 ocorrem em uma determinada area geografica com o passar do

tempo (Dupont et al., 2008).

No Brasil, levantamento sobre a diversidade genética e geografica do virus tem sido
realizado. Em um estudo foram analisadas, por métodos filogenéticos e filogeograficos, 30
sequéncias nucleotidicas da ORF2 de amostras de seis estados brasileiros e comparadas com
outras sequéncias do GenBank. Os resultados demonstraram que a maioria dos isolados
brasileiros parecem ser derivados de uma unica introduc¢do (Chiarelli-Neto et al., 2009). Em
outro estudo, seis isolados brasileiros do PCV-2 foram sequenciados, analisados e comparados
com outras 35 sequéncias, sendo 24 de outros paises ¢ 17 do Brasil. A andlise filogenética
desses isolados mostrou que ambos os grupos de PCV-2 estdo presentes na populagdo de suinos
no pais, entretanto nao existe uma correlagao geografica clara entre estes (Ciacci-Zanella et al.,

2009).



2.1.2. Epidemiologia

Desde a descoberta do PCV-1 como contaminante das células PK15 em 1974 (Tischer
et al.,, 1974) e a identificagdo subsequente do PCV-2 como a causa da SMDS no Canadd em

1997 (Meehan et al., 1998), ambos os virus foram detectados em uma distribuigdo mundial.

A presenca do PCV-2 nos rebanhos de paises afetados como o Canada, Espanha,
Taiwan e a Australia tém variado entre 40 e 80% (Opriessnig et al., 2007). No entanto, como a
prevaléncia do virus ¢ determinada pela presenca do antigeno viral ou do DNA viral em tecidos,
a dificuldade na obtencao de dados exatos sobre a sua incidéncia pode ser devido a diferengas
na sensibilidade dos métodos de detecgdo utilizados e também uma identificagdo cruzada entre

0 PCV-1 e 0 PCV-2 em estudos preliminares (Opriessnig et al., 2007).

No Brasil, a EMBRAPA Suinos e Aves /Concordia /SC, identificou pela primeira vez
0 PCV-2 associado a SDMS em 1999 (Ciacci-Zanella et al., 2001). Porém, um estudo recente
(Silva Junior et al., 2009) confirmou-se a presenca do DNA do PCV-2 pela técnica de reagado
em cadeia pela polimerase (PCR) em tempo real em arquivos teciduais de suinos desde 1978,
comprovando assim, a presenga do virus no Brasil bem antes do primeiro isolamento viral

associado a SDMS, realizado no Canada (Ellis et al., 1998).

O numero de descrigdes de PCVAD vem crescendo nos ultimos anos, o que indica que
o virus encontra-se amplamente disseminado no pais sendo este diagnosticado em Goids
(Sobestiansky et al., 2002), Minas Gerais (Monerrat et al., 2003; Pinto et al., 2003), Sao Paulo
(Castro et al., 2003), Rio Grande do Sul (Barcellos e Pescador, 2003), Espirito Santo (Chiarelli-
Neto et al., 2006) e Rio de Janeiro (Franga et al., 2005).

O PCV-2 ¢ altamente contagioso e resistente. Persiste a baixos valores de pH,
cloroformio e temperaturas de 70°C por 15 minutos, ao congelamento, a luz ultravioleta e a
maioria dos desinfetantes convencionais (Allan et al., 1994). Essa sua estabilidade no ambiente

desempenha um papel importante na sua transmissao (Shibata et al., 2003).

O virus pode ser eliminado pela maioria das secregcdes e excregdoes dos suinos
infectados (Krakowka et al., 2005), com ou sem sinais clinicos de PCVAD, apesar de animais

doentes eliminarem uma carga viral maior do que animais infectados e clinicamente saudaveis



(Segales et al., 2005). A transmissdo viral ¢ predominantemente pela via oronasal, entretanto,
particulas virais também podem estar presentes no colostro (Shibata et al., 2006) e sémen

(MclIntosh et al., 2006b) sendo estas outras importantes vias de contaminacao.

A eficiéncia da transmissao horizontal na disseminagdo do PCV-2 foi comprovada ao
observarem, em animais provenientes de rebanhos ndo contaminados, o aparecimento de sinais
clinicos de SDMS apos o contato direto com animais originados de rebanhos afetados pela
doenca (Kristensen et al., 2009). A transmissao vertical do virus via transplacentaria também
foi verificada em estudos com porcas infectadas naturalmente ou experimentalmente devido a
uma viremia materna (Park et al., 2005). Além disso, ¢ importante levar em consideragao que a
genética do hospedeiro pode influenciar na susceptibilidade do animal as PCAD (Opriessnig et

al., 2007).

2.1.3. Replicacao viral

Devido a capacidade de infectar células de diferentes origens, o PCV-2 se distribui de
forma generalizada nos tecidos de animais infectados (Opriessnig et al., 2006; Allan e Ellis,
2000). Apesar de a replicagdo viral apresentar caracteristicas variaveis dependentes do tipo de
células envolvidas, uma caracteristica comum a todas elas ¢ o aumento da expressdo da proteina
Cap e Rep. A atividade endocitica é importante para a internalizagdo do virus, mas ndo garante

o inicio do ciclo replicativo (Steiner et al., 2008).

Tem sido proposto que o PCV replica no nucleo de células infectadas via mecanismo
de circulo rolante, produzindo uma forma replicativa de DNA fita dupla (RF dsDNA). A
replicacdo depende da transferéncia do genoma viral ao ntcleo no inicio da fase G1 da mitose,
pois quando transferido no final desta fase, ndo ocorre replicagdo viral na fase S subsequente
(Tischer et al., 1987). A regido entre os genes cap e rep ¢ extremamente conservada e composta
por 111pb. Ela contém a origem de replicacdo do PCV e o sitio de atuagdo da proteina Rep

(Mankertz et al., 1997).

A replicag@o gendmica do PCV depende da expressao da cadeia total da proteina Rep

e da sua isoforma gerada pelo mecanismo de splicing alternativo do RNA mensageiro (mRNA)



oriundo da transcri¢do da ORF1 (Rep’), que se ligam a essa estrutura de grampo. A estrutura
tridimensional do grampo ¢ importante para a ligagao das proteinas da replicacao (Steinfeldt et
al., 2001), entretanto, apesar de algumas substitui¢des de nucleotideos serem permitidas, a sua

sequéncia ¢ indispensavel para o processo de replicacao (Cheung, 2004).

2.1.4. Caracteristicas estruturais e funcionais da Cap PCV-2

A Cap ¢ a proteina estrutural e imunogéncia do PCV-2, codificada pela ORF2, com
uma massa molecular aproximada de 28 kDa (Hamel et al., 1998). O capsideo desse virus
possui estrutura similar ao de outros virus da familia Circoviridae, e ¢ composto por uma
estrutura icosaédrica contendo 60 mondmeros dessa proteina sendo a mesma agrupada em 12

pentameros (Crowther et al., 2003).

A Cap PCV-2 ¢ bastante basica, tendo ponto isoelétrico (pI) de 10,8 e uma carga
positiva em pH fisioldgico. Essa carga se deve em grande parte a sua por¢do basica amino-
terminal representada pelos primeiros 46 residuos de aminodacidos, sendo que aproximadamente
40% dessa regido ¢ composta por residuos de arginina e esta envolvida com a intera¢do com as
cargas negativas do DNA viral empacotado durante a montagem do virus, indicando que esta
regido basica deve estar voltada para o lado interno da particula viral (Lekcharoensuk et al.,
2004; Crowther et al., 2003; Hamel et al., 1998; Meechan et al., 1992). Estudos também
demonstraram que 41 residuos de aminoéacidos desta regido N-terminal basica fazem parte do

sinal de localizacdo nuclear (NLS) da proteina (Liu et al., 2001).

A proteina do capsideo do PCV-1 e do PCV-2 compartilha menos de 70% de
identidade de nucleotideos, entretanto, quando a comparagao ¢ feita somente entre os diversos
isolados de PCV-2, a Cap mostra-se altamente conservada (Kamstrup et al., 2004; Mankertz et
al., 2004). Os dois grandes grupos (1 e 2) em que o PCV-2 foi recentemente dividido foram
definidos utilizando a Cap como marcador filogenético e epidemioldgico do virus (Olvera et al.,

2007).

Estudos sobre o mapeamento de epitopos antigénicos demonstraram que existem

varios epitopos imunodominantes dentro dessa proteina e que estes, tratam-se de regides



imunoreativas especificas para anticorpos de suino anti-PCV-2 (Shang et al., 2009; Mahe et al.,
2000). Soros de suinos infectados com o virus sdo capazes de interagir especificamente com
esta proteina mostrando o seu potencial tanto para o desenvolvimento de ferramentas de

diagndstico quanto para a produgdo de vacinas (Liu et al., 2004; Nawagitgul et al., 2002).

2.1.5. Construcdes recombinantes utilizando a Cap PCV-2

A expressdao da Cap recombinante foi primariamente vidvel em um sistema de
expressao em baculovirus, e utilizada na detec¢ao de anticorpos especificos para o PCV-2 (Liu
et al., 2004; Blanchard et al., 2003a). Entretanto, a produg¢do da proteina recombinante em

sistema eucaridtico possui um alto custo de produgdo (Perez-Martin et al., 2008).

O sistema procarioto de expressao também tem sido descrito, porém com algumas
limitagdes. A dificuldade em expressar a proteina codificada pela ORF2 em células de E.coli
BL21 ¢ provavelmente devido a composi¢do especifica de aminoacidos que fazem parte do
NLS (Zhou et al., 2005). Estudos realizados com a ORF2 completa e sem o NLS demonstraram
que o excesso de arginina, ¢ de outros aminoacidos com diferentes codons no NLS, ¢ uma
importante razao para a dificuldade de expressdo desta proteina viral (Trundova e Celer, 2007).
A arginina exibe uma diferenca significante no uso de cddon entre organismos virais e
procaridticos, logo RNAs transportadores (tRNA) apropriados sdo, dessa forma, raros em
linhagem de E.coli comuns de expressdo. Esta falha conduz a terminag@o prematura da sintese
de proteina. Sendo assim, € necessario uma bactéria que contenha copias extras de genes que
codificam tRNAs raros para que haja um bom rendimento na expressdao da Cap, como a E.coli
BL21 codon plus (Trundova e Celer, 2007). Além disso, ja foi demonstrado que a delegdo de
todo o dominio do NLS conduziu a expressdo de uma quantidade significante da proteina (Zhou

et al., 2005).

Uma proteina purificada é uma ferramenta muito importante no estudo de infec¢do de
um determinado patdgeno. Por ser uma proteina estrutural e altamente imunogénica, a rCap
PCV-2 expressa em sistemas heterologos vem sendo utilizada em ensaios sorologicos,
demonstrando eficiéncia no monitoramento viral e no desenho de novos candidatos vacinais

(Perez-Martin et al., 2008).



2.1.6. Patogénese e Sindromes Clinicas.

As PCVAD incluem todas as manifestacdes clinicas associadas ao PCV-2 (Opriessnig
et al.,, 2007). A primeira a ser caracterizada foi a Sindrome Multisistémica do Definhamento
dos Suinos (SMDS), conhecida mundialmente como Postweaning Multisystemic Wasting
Syndrome (PMWS) (Segales ¢ Domingo, 2002; Allan et al., 2000). No entanto, sabe-se que
nem todos os suinos infectados com PCV-2 irdo desenvolver a SMDS e que a incidéncia desta é
maior quando estdo presentes patdogenos virais e bacterianos co-infectates (Albina et al., 2001).
O alto e persistente nivel de replicagdo do PCV-2 ¢ um fator crucial na patogénese dessas
doencas. A habilidade desses pequenos virus em persistir e replicar por longo tempo indica uma
falha na resposta imunoldgica do seu hospedeiro em reconhecer e eliminar eficientemente

particulas virais ou células infectadas com o virus nesses organismos (Meerts et al., 2005).

Atualmente, a SMDS afeta suinos em fase de crescimento e terminagdo e raramente
ocorre em leitdes com uma a trés semanas de idade, devido a prote¢do conferida pelos
anticorpos maternais (Mclntosh et al., 2006a). Os primeiros sinais clinicos de SMDS incluem
febre, letargia, perda de peso, aumento dos linfonodos, dispnéia e ictericia (Chae, 2004). As
lesdes primdrias da SMDS estdo associadas ao sistema linfatico. Microscopicamente, 0s
linfonodos aumentados mostram-se atroficos com deplecdo linfoide, perda da arquitetura e
infiltragdo por histiocitos e células gigantes com corpos de inclusdo basofilicos. Essas lesdes
estdo presentes nos linfonodos inguinal superficial, mesentérico, mediastino, submandibulares e
em placas de Peyers (Fenaux et al., 2002). A atrofia timica € outra caracteristica da SMDS. Nos
pulmdes, pneumonia intersticial e bronquiolite com infiltrados mononucleares sao observados
enquanto que os tecidos hepaticos podem apresentar alteragcdes inflamatorias e apoptoticas com

infiltrado de células mononuclear no parénquima (Harms et al., 2001).

A Sindrome da Dermatite e Nefropatia Suina (SDNS), conhecida mundialmente como
Porcine Dermatits Nephropathy Syndrome (PDNS) € outra manifesta¢do associada ao PCV-2.
Apesar dessa sindrome apresentar uma menor incidéncia, quando comparada com a SMDS,
animais afetados com a SDNS, possui altos niveis de mortalidade (Ramamoorthy e Meng,
2009). Os sinais clinicos incluem lesdes de pele vermelho purpura, nefrite intersticial e
glomerular, vasculite e a deposicdo de imunocomplexos no tecido renal. Embora haja

associagdo dos altos niveis de anticorpo para PCV-2 no desencadeamento de uma
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hipersensibilidade do tipo III em casos de SDNS, ainda ndo existe prova experimental
(Krakowka et al., 2008). Recentemente, a SDNS foi reproduzida pela infeccdo experimental
com o virus da sindrome reprodutiva e respiratéria dos suinos (Porcine Reproductive and
Respiratory Syndrome Virus - PRRSV) e o TTV em suinos livres de PCV-2, indicando que esta

sindrome nao esta sempre associada o virus (Krakowka et al., 2008).

Falhas reprodutivas também estdo relacionadas a infeccdo pelo PCV-2 em rebanhos
afetados, onde a presenca do virus em tecidos cardiacos de fetos abortados tem sido

frequentemente registrada (Park et al., 2005).

O PCV-2 também foi associado com sintomas de manifestacdo nervosa como tremores

congénitos e pneumonia necrotizante proliferativa (Larochelle et al., 2002).

As PCVAD raramente ocorrem em suinos apenas infectados com PCV-2. As taxas de
ocorréncia de patogenos co-infectantes associados incluem: PRRSV (41%), Parvovirus suino
(15%), Mycoplasma hyopneumoniae (27%), septicemia bacteriana (10%), pneumonia
bacteriana (6%) e virus da influenza suina (SIV) (4%). O PCV-2 sozinho causa doenga em
apenas 1% dos casos (Grau-Roma et al., 2008). Entretanto, ndo se sabe se o efeito
imunossupressor da infeccdo pelo PCV-2 facilita a co-infeccdo ou se os patdgenos que co-

infectam auxiliam na indugdo da SMDS (Opriessnig et al., 2007).

A interagdo do PCV-2 com o sistema imune do hospedeiro é provavelmente o fator
mais importante na patogénese do PCV-2 por produzir um efeito imunossupressor.
Tipicamente, destruicdo de foliculos linfoides, deplecdo de linfoécitos associada com uma
redugdo no numero de células dendriticas interfolicular, células interdigitais, células B, células
Natural Killer (NK), células T, linfocitos T CD4+ e TCD8+ e um aumento do nimero de
monocitos e granuldcitos, sdo observados em animais afetados. O PCV-2 persiste em células
dentriticas sem alterar a sua fun¢do imunologica. No entanto, ele prejudica a produgdo de
interferon (IFN ) interferindo desta forma na resposta imune inata (Vincent et al., 2005). A
verificacdo de marcadores de superficie de linfécitos T em suinos com e sem SMDS revelou o
estado de ativacdo com niveis aumentados e expressao precoce de MHCII nas células Be T e
aumento nos niveis de expressao de CD25 (receptor de interleucina 2 — IL2) em suinos doentes

(Grierson et al., 2007).
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Apesar da patologia associada, suinos infectados com PCV-2 parecem produzir uma
forte resposta de anticorpos especificos para PCV-2, mesmo que essa resposta ndo seja
completamente protetora e esses animais possam continuar virémicos por varias semanas
(Mclntosh et al., 2006b). Uma resposta tipica dos suinos no campo, soropositivos para PCV-2,
¢ caracterizada pela diminui¢ao nos titulos dos anticorpos maternais entre 3 a 11 semanas de
idade, aumento do titulo com 15 semanas e posterior persisténcia no titulo de anticorpos para
PCV-2. Acredita-se que, embora ndo seja a imunoglobulina M (IgM) o isotipo neutralizante, ela
indica uma infeccdo ativa e funciona através de uma interferéncia conformacional com o ataque

viral as células do hospedeiro (Fort et al., 2007).

Testes de vacinagdo e estudos de neutralizacdo in vitro tém demonstrado que existe
uma correlacdo direta entre titulo de anticorpo alcangado e protecdo a protecdo (Song et al.,
2007). Entretanto, recentemente, foi demonstrado que animais afetados clinicamente podem
apresentar niveis de anticorpos totais anti-PCV-2 significantemente mais baixos do que os
animais sauddveis, mas também podem apresentar altos titulos de anticorpos totais e auséncia

de anticorpos neutralizantes (Fort et al., 2009; Fort et al., 2007).

Sabe-se que existe uma correlagdo entre a auséncia ou titulos baixos de anticorpos
neutralizantes ¢ um aumento na taxa de replicagdo do PCV-2 e, consequentemente, no
desenvolvimento da SDMS. Em tais estudos, a queda da viremia ocorre simultaneamente com o
aumento do titulo de anticorpos neutralizantes, sugerindo que a circulagdo do virus na corrente
sanguinea ¢ reduzida pela neutralizacdo mediada por anticorpos, sendo esse um importante
mecanismo de controle e limitacdo da infec¢do (Fort et al., 2007; Meerts et al., 2006).
Entretanto, a existéncia de anticorpos neutralizantes ¢ DNA viral tém sido observadas em
animais acometidos ou nao pela SDMS, o que sugere que apenas anticorpos neutralizantes nao

sejam suficientes para a eliminagao viral (Fort et al., 2007).

2.1.7. Diagnostico

Uma vez que o PCV-2 pode ser detectado em animais saudaveis (Calsamiglia et al.,
2002; Allan and Ellis, 2000), o diagndstico definitivo das PCVAD ¢ baseado em trés critérios

obrigatorios: 1- detecgdo do antigeno ou do acido nucléico viral; 2- presenca de lesdes macro e
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microscopicas; 3- sinais clinicos causados pela infeccdo (Allan and Ellis, 2000; Allan et al.,
1999b). Nao ha efeito citopatico causado pelo PCV-2 em cultivo celular, assim, os métodos de
diagnodstico que sdo rotineiramente utilizados incluem: Hibridizagdo in situ (IHS), Imuno
Histoquimica (IHC), Ensaios de Imunofluorescéncia (IF) (Allan et al., 1999a;; Ellis et al., 1999;
Ellis et al., 1998; Morozov et al., 1998), assim como a PCR (Allan et al., 1999a; Larochelle et
al., 1999).

2.1.8. Controle e prevencao

A combinagdo de boas praticas de manejo, vacinagao e vigilancia do rebanho, como
entre outras medidas, a diminui¢do do estresse dos animais, a redu¢do na mistura de lotes, ¢ a
adogdo de vazios sanitdrios, tem se mostrado eficientes para controlar as PCVAD (Madec et al.,
2008). Assim, ¢ importante determinar o nivel de imunidade 6timo de cada rebanho trabalhando
de maneira coordenada para se alcancar os niveis de prote¢do desejados (Ramamoorthy e

Meng, 2009).

Vacinas disponiveis atualmente contra o PCV-2 sdo eficientes na prevengdo de surtos
da PCVAD e podem ser usadas em leitdes ou em porcas. A primeira vacina disponivel
mundialmente e no Brasil foi a Circovac® da Merial que contém particulas virais de PCV-2
inativadas, sendo indicada para porcas e marrds, objetivando induzir a transferéncia da

imunidade passiva protetora através do colostro para os leitdoes (Pejsak et al., 2009).

Outras trés vacinas desenvolvidas para leitdes de trés a quatro semanas de idade estdo
disponiveis atualmente no Brasil e no mundo, sendo elas a vacina Ingelvac® CircoFLEX " do
laboratério Boehring Ingelheim e a vacina Circumvent PCV da Intervetn Inc, Whitehouse
Station, USA, que basciam-se na expressao da Cap PCV-2 em baculovirus, e a vacina
Suvaxyn® PCV-2 One dose da Fort Dodge/ Pfizer Animal Health, USA, que contém particulas
virais quiméricas PCV1-2 inativadas (Fenaux et al., 2004a). Estas vacinas comerciais tém
mostrado um efeito protetor através da diminui¢do do ntiimero de animais com as doencgas
associadas e reducdo da mortalidade, além da melhora na conversao alimentar e diminuicao da

frequéncia de co-infec¢do em estudos a campo (Pejsak et al., 2009; Opriessnig et al., 2007).
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Entretanto, outros candidatos vacinais vém sendo avaliados atualmente buscando
eficacia e diminuicdo dos custos de produgdo, como uma vacina de DNA recombinante
expressando a proteina estrutural do PCV-2, que demonstrou ser capaz de induzir uma resposta
humoral e celular ao ser testada em camundongos (Silva Junior et al., 2009). Assim como este,
outros candidatos vacinais também tém sido desenvolvidos pelo grupo do Laboratério de
Infectologia Molecular Animal/BIOAGRO da Universidade Federal de Vigcosa - UFV, como a
constru¢do de um adenovirus recombinante e extratos vacinais contendo rCap PCV-2 expressa

em sistemas heterdlogos (em patenteamento).

2.2. Testes sorologicos

Embora a sorologia para PCV-2 ndo tenha valor para o diagnostico, ela pode ser
utilizada para monitorar a infecgdo através de estudos transversais ou longitudinais dentro do
rebanho (Opriessnig et al., 2007). Estudos demonstram diferentes perfis sorologicos sugerindo
diferentes exposi¢des e circulagdo viral. Assim a caracterizacdo do perfil soroldgico pode
fornecer informagdes essenciais para adaptacdes aos programas de vacinagao que consideram o
nivel e a diminuicdo de anticorpos passivos, assim como a idade que os sinais clinicos
aparecem no rebanho melhorando dessa forma as medidas de controle, de acordo com as

caracteristicas individuais de cada rebanho (Gerber et al., 2009).

Diferentes testes sorologicos vém sendo desenvolvidos. A primeira geracdo de
métodos de diagnostico para o PCV-2 inclui aqueles baseados em cultivos celulares infectados
com a particula viral, como o ensaio de Imunoperoxidase em Monocamada (IPMA)
(Rodriguez-Arrioja et al., 2000), Imunofluorescéncia Indireta (IFT) (Allan et al., 1998) e
Ensaios Imunoenzimaticos (ELISA) (Walker et al., 2000). A segunda geracdo de testes
sorologicos desenvolvidos consistem em ensaios de ELISA baseados na rCap PCV-2 como
antigeno. Essa proteina tem sido expressa em varios sistemas como em E coli (Shang et al.,
2008; Silva Junior, 2008; Wu et al., 2008) ¢ em Baculovirus (Blanchard et al., 2003b). ELISAs
baseados em antigenos recombinantes sdo mais simples que outros métodos de diagndsticos
como IPMA, pois podem ser automatizados, além de serem rapidos € ndo requerem o cultivo

viral (Perez-Martin et al., 2008).
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Uma nova estratégia de expressdo descrita foi baseada na expressdo da rCap PCV-2
em larvas de insetos Trichoplusia injetadas com baculovirus recombinantes. A principal
vantagem desse sistema baseia-se em um alto rendimento da proteina recombinante sem
necessidade de condicdes estéreis, além do menor custo de producdo (Perez-Filgueira et al.,

2007; Perez-Martin et al., 2007).

2.2.1 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Os testes imunoenzimaticos do termo em inglés Enzyme immunoassay (EIA) ou
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) surgiram no final dos anos 1960 a partir do RIA
(radioimunoensaio) com a observacao de que tanto o anticorpo como o antigeno poderia ser
adsorvido em uma superficie solida e ainda participar de ligagdes especificas de alta afinidade
(Nunes, 2005). O processo de adsor¢ao facilitou o processo de separacdo de antigenos livres e
ligados, uma situacao que se revelou dificil para muitos antigenos com o RIA. O termo ELISA
foi aplicado a uma ampla variedade de imunoensaios, alguns dos quais ndo se empregam
enzimas e alguns dos quais nao requerem a separagao dos antigenos livres e ligados. Entretanto,
uma caracteristica particular de todos estes ensaios continua sendo a utilizagdo de anticorpos

para detectar o antigeno (Crowther, 1995).

O ELISA tornou-se extremamente Util, pois permite reconhecer e, ou, quantificar
rapidamente, um antigeno ou anticorpo em um grande nimero de amostras. Outras superficies
solidas surgiram tais como nitrocelulose e polyvinylidene fluoride (PVDF) para Blotting (outra
variagdo do ELISA, embora com uma baixa capacidade de quantificacdo), mas o ELISA
permanece popular devido a sua facilidade de execucdo e automagdo, precisdo e da
disponibilidade imediata de reagentes de baixo custo. Assim, principais vantagens do ELISA
incluem: simplicidade, rapidez, sensibilidade, adaptabilidade, baixo custo, aceitabilidade,
segurancga e disponibilidade (Crowther, 1995). No entanto, uma limitagdo da técnica de ELISA
¢ que ela proporciona informagdes sobre a presenca de um determinado antigeno, mas nenhuma
informagdo sobre as suas propriedades bioquimicas, tais como peso molecular, ou a sua

distribui¢ao espacial em um tecido (Protein Research Products, 2009).
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O principio basico do ELISA consiste de uma reagdo imunoldgica (antigeno-anticorpo)
seguida de uma etapa com antigeno ou anticorpo conjugado com enzima, um substrato e uma
substancia reveladora (Davies et al., 1990). O anticorpo ¢ o fator determinante na especificidade
e sensibilidade do ensaio, assim, quanto maior sua interacdo com o antigeno, uma menor
concentracao deste pode ser detectada. Portanto, um fator limitante da técnica ¢ a especificidade
de ligacdo ou a reacdo cruzada do anticorpo com demais proteinas que nao seja a proteina alvo

(Crowther, 2001).

Existem varios sistemas de ELISA, dependendo de qual reagente ¢ inicialmente
adicionado para fixar-se na placa e qual outro reagente subsequente sera adicionado, o que
permite uma grande versatilidade possivel de adaptagdes do ELISA e suas aplicacdes. Os trés
sistemas basicos utilizados em ELISA sdo: ELISA direto, ELISA indireto e ELISA sanduiche
ou captura. Cada um desses ensaios pode ainda ser adaptado para um formato competitivo € nao
competitivo. A caracteristica do formato competitivo ¢ a combinacdo de quantidades nao
conhecidas de um antigeno introduzido em uma amostra e do antigeno de referéncia, ambos
competindo para se ligar a um nimero limitado de anticorpos. Entretanto, esse ensaio pode ser

realizado, tanto com o antigeno como com o anticorpo adsorvido na placa.

O ELISA indireto ¢ extensivamente utilizado para a deteccdo e titulagdo de anticorpos
especificos a partir de amostras de soro. A especificidade do ensaio ¢ determinada pelo

antigeno aderido a placa que deve ser altamente purificado e caracterizado.

O ELISA de captura mensura quantidades de antigenos entre duas camadas de
anticorpos. O antigeno ¢ fixado nos pocos da microplaca através de anticorpos especificos
(anticorpos de captura) e um segundo anticorpo (anticorpo de detec¢do) ¢ adicionado, podendo
este ser idéntico ao anticorpo de captura desde que seja diretamente conjugado. A técnica
oferece uma vantagem para a quantificacdo dos antigenos sobre os ensaios indiretos, uma vez
que a fixagdo direta dos antigenos na superficie da placa ¢ na maioria das vezes, ndo linear e
desproporcional a quantidade de proteinas nas amostras. Tal fato ¢ agravado se proteinas
contaminantes estdo presentes com o antigeno, como por exemplo, componentes do soro, ja que
eles também competem pela superficie da placa. Como o anticorpo de captura ¢ especifico, a
ligacdo do antigeno ¢ proporcional a concentracdo destes aderida na placa. Assim, o ensaio

proporciona uma boa reprodutibilidade nos resultados onde a quantificacdo ¢ requerida. Desta
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maneira, a principal vantagem do ELISA de captura é que as amostras ndo precisam estar

purificadas e nem estar em altas concentragdes para serem analisadas (Crowther, 1995).

A quantificagdo do antigeno presente em uma amostra pode ser obtida através da
constru¢do de uma curva padrao utilizando um antigeno de referéncia. Para isso, nos pogos
contendo anticorpos de captura aderidos na superficie solida, aliquotas conhecidas e de
concentragdes crescentes do antigeno de referéncia devem ser adicionadas, seguida da adicao
dos anticorpos de deteccdo marcados para gerar a curva. Para quantificar amostras
desconhecidas, deve-se, portanto comparar a leitura de densidade optica (DO) obtida de varias
dilui¢des das aliquotas ndo conhecidas, com a da curva padrdo. Em uma situagdo ideal da
atividade gerada por essas diluicdes, as mesmas podem ser paralelas as dilui¢des feitas para a
constru¢do da curva padrdo, caso contrario, deve-se diluir ainda mais a amostra (Protein

Research Products, 2009).

2.2.2. Utilizacdo do ELISA na validacdo de vacinas comerciais

As vacinas inativadas, embora ndo apresentem as mesmas vantagens das vacinas
atenuadas, quanto a intensidade e ao tipo de resposta imune, possuem a vantagem de serem
indcuas, termoestaveis e mais seguras, uma vez que, algumas vacinas contendo virus atenuados
podem apresentar efeitos adversos decorrentes da replicagdo do virus vacinal (Dragunsky et al.,
2004). Todas as vacinas que estdo disponiveis no mercado atualmente para o PCV-2 sao

inativadas.

Testes de seguranca sdo realizados com a aplicagdo de doses elevadas dessas vacinas
em modelos experimentais. S3o descritos também, testes de esterilidade e de controle da
inativagdo onde o risco de escape para o meio ambiente precisa ser muito baixo, sendo
considerado um risco aceitavel (Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga, 2009).
Entretanto, além da seguran¢a, as vacinas inativadas precisam comprovar a sua
imunogenicidade que pode ser avaliada em modelos animais. Os testes de imunogenicidade
devem ser associados a ensaios de dose-resposta através da avaliagdo sorologica in vivo,
determinando assim a poténcia da vacina. Por outro lado, ensaios mais frequentes utilizam

metodologias in vitro para a quantificagdo de antigenos virais, onde o teste de ELISA ¢
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comumente a metodologia utilizada. Entretanto, alguns estudos demonstram a unido dessas
duas metodologias para quantificagdo de antigenos em vacinas inativadas (Dragunsky et al.,

2004).

Como exemplo da utilizagdo do ELISA, o Instituto Nacional de Saude (National
Institute of Health - NIH) determina que a deteccdo do virus da raiva em vacinas inativadas seja
baseada na determinacdo da concentragdo da glicoproteina G assim como na confirmagdo da
sua poténcia utilizando este ensaio (Fournier-Caruana et al., 2003). Outro exemplo importante ¢
o da vacina inativada contra a hepatite A onde foram desenvolvidos ELISAs, que utilizam um
anticorpo monoclonal contra uma proteina especifica do virus, aumentando a sensibilidade e
especificidade do teste. Além disso, ¢ feito um estudo de imunogenicidade em camundongos
(dose-resposta) e os dois resultados in vivo e in vitro sao confrontados, sendo o conteudo
antigénico da vacina quantificado pelo ELISA e a poténcia dessa expressa em Unidades de

ELISA (UE) (Dragunsky et al., 2004).
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3. OBJETIVOS

Padronizar um ensaio imunoenzimatico (ELISA) sensivel, rapido e seguro para detec¢ao

e titulagdo de anticorpos anti-PCV-2 em amostras de soro de suinos.

Padronizar um ensaio imunoenzimatico (ELISA) aplicavel tanto para a quantificacdo

viral como da proteina rCap PCV-2 presente em extratos vacinais de E.coli.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Infectologia Molecular Animal
(LIMA), no Laboratdrio de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores (LBCHV), ambos
localizados no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecudria (BIOAGRO) e também no
Laboratorio de Experimentagdo Animal localizado no Departamento de Nutricdo e Saude.

Todos esses localizados na Universidade Federal de Vigosa - UFV.

4.1. Preparacdo e purificagdo da proteina rCap PCV-2

Células competentes de E. coli da linhagem BL21 (DE3)-RIL (Codon Plus) foram
transformadas com o plasmidio recombinante pET Cap PCV-2 (Silva Junior, 2008) contendo o
gene da ORF2 do PCV-2 e, em seguida, induzidas com IPTG (Sigma-Aldrich) para a producao
da rCap PCV-2. A proteina expressa foi purificada por cromatografia de afinidade em resina de
Niquel (HIS-Select® Nickel Affinity — Sigma), pré-equilibrada em tampao de equilibrio pH 7,5
(Fosfato 100 mM; NaCl 400 mM; Uréia 2 M; Imidazol 10 mM; e Triton x-100 0,1 %), por meio
de uma coluna cromatografica. Apds a purificagdo, a proteina foi lavada com um tampao de pH
7,4 contendo tampao fosfato 20mM e Triton-X100 0,1% e posteriormente concentrada
utilizando um dispositivo de filtracio (Amicon Ultra® 15, 3000 Daltons, Millipore). A
confirmacdo da purificagdo foi realizada pela analise em gel de SDS-PAGE 15% e a
concentracao determinada pelo Método de Bradford (Bradford, 1976) utilizando o reagente da
Bio-Rad e soroalbumina bovina (BSA) (Sigma) para produgdo da curva padrdo. A leitura foi
realizada a 595 nm no espectrofotometro SP-2000 UV (Spectrum), 10 minutos apos a mistura

da amostra com o reagente.

4.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O sistema de eletroforese em gel de poliacrilamida em condigdes desnaturantes (SDS-
PAGE) do termo em inglés Sodium Dodecyl Sulfate Poliacrylamide Gel Electrophoresis foi

utilizado para analisar a eficiéncia e qualidade da expressao e purificagdo da rCap PCV-2. A
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amostra purificada foi misturada com tampao de amostra (Tris-Cl 45 mM, pH 6,8; glicerol
10%; SDS 1%; azul de bromofenol 0,01%, 50 mM de B-mercaptoetanol) e, em seguida, fervida
em banho-maria por 5 min a 95°C , aplicada e analisada por eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE). A rCap PCV-2 foi separada em um gel SDS-PAGE
de 15%, utilizando um sistema de tampao Tris-glicina (Tris 25 mM e glicina 0,2 M)
previamente descrito (Sambrook et al., 1989). A corrida eletroforética foi realizada fixando-se a
voltagem em 100 V. Apos a corrida, o gel foi corado (Commassie Brilhante Blue R-250 0,1%
(Sigma-Aldrich), acido acético 9%, etanol absoluto 45%) por 4 h e descorado com solugdo
descorante (acido acético glacial 7,5% e etanol absoluto 25%) até a visualizacdo da banda
detectada por comparagdo com o marcador de peso molecular PageRuleTM Unstained Protein

Ladder (Fermentas) para a determinagao do peso molecular.

4.3. ELISA indireto para diagndstico soroldgico

Microplacas de 96 pocos (Nunc Immuno 96 MicroWell™ Plates MaxiSorp™) foram
sensibilizadas com 100 pL/pogo da rCap PCV-2 diluida em tampao carbonato 0,05M (pH 9,6)
durante a noite a 4 °C. Apos este periodo, as placas foram lavadas quatro vezes com PBS
contendo Tween 20 (PBST - NaCl 0,9 %; Tween 20 0,05 % e fosfato 50 mM; pH 7.4),
bloqueadas com 100 pL/pogo da solucdo de bloqueio (BSA 3% diluido em PBS) por 90
minutos sob agitacdo a temperatura ambiente e, em seguida, incubadas com 100 pL/pogo de
amostras de soro diluidas em solucdo de dilui¢ao (PBS contendo BSA 1%), sendo cada amostra
testada em duplicata. Apos uma nova lavagem, as placas foram incubadas com 100 uL/pogo do
anticorpo secundario (anti-IgG de suino conjugado com peroxidase produzido em coelho,
Sigma) diluidos em solugdo de diluigdo, ¢ incubados por 90 minutos sob agitagao a temperatura
ambiente. Posteriormente, as placas foram lavadas novamente ¢ a reagdo colorimétrica foi
desenvolvida utilizando 100 uL/pogo da solugdo contendo o substrato cromogénico [10 mL de
tampao citrato fosfato 0,1M; pH 5; 4mg de O.P.D. (o-Phenylenediamine - C¢HsN,, 98%, MW
108,14 - Agros Organics); 5 pL de H,O; 30 %]. A reacdo foi incubada por 10 minutos a
temperatura ambiente protegida da luz. A reagao de desenvolvimento da cor foi paralisada com

50 uL/pogo de solucdao de H,SO4 1,5 M e a presenca de anticorpos foi determinada através da
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leitura da absorvancia a 492 nm (DO492nm) em leitora de microplaca Thermo Plate (TP-Reader).

Os controles negativos consistiram nos po¢os nao sensibilizados com o antigeno.

4.3.1. Padronizagéao do teste

A concentrag@o 6tima do antigeno e a diluigdo 6tima do soro foram determinadas por
procedimentos de titulagdo padrdo Checkerboard (Crowther, 1995). A rCap PCV-2 foi
imobilizada na microplaca de 96 pogos, em 11 dilui¢des seriadas na base 2 (10 pg/mL a 0,0097
pg/mL), sendo adicionada inicialmente em todos os pocos da coluna 1, seguindo com a diluigdo
até a coluna 11 com o auxilio de uma pipeta multicanal. Como controle da técnica, foram
adicionados apenas os diluentes nos pogos correspondentes a coluna 12. Correspondentemente,
o soro policlonal comercial de suinos anti-PCV-2 (4nti-PCV Antiserum - VMRD, Inc) foi
adicionado a partir da diluigao 1:50 até 1:6400, iniciando em todos os pocos da linha A e sendo
diluido serialmente, na base 2, até a linha H, totalizando 8 dilui¢des. Para determinar a melhor
dilui¢do do conjugado, apds as dilui¢des do antigeno e do anticorpo terem sido padronizadas e
fixadas, o anticorpo secundario (anti-IgG de suino conjugado com peroxidase produzido em
coelho, Sigma) foi adicionado em uma microplaca nas dilui¢des de 1:800 a 1:819200, sendo um
total de 11 diluicdes seriadas na base 2, cada uma testada em duplicada. A diluicdo da rCap
PCV-2 que apresentou uma maior interagdo com todas as dilui¢des do soro testadas e que pode
ser utilizada para detectar e quantificar o anticorpo foi determinada como a concentragdo 6tima
da proteina. O valor da DOu4gynm do soro positivo € do conjugado mais proximo de 1,0 foi

pontuado como condig¢des 6timas de trabalho.

4.3.2. Amostras de soro

Um total de 155 amostras de soro de suinos saudaveis, mas naturalmente infectados,
testadas previamente por IPMA para a deteccdo de anticorpos contra o PCV-2, sendo 125
consideradas positivas e 30 negativas para este teste, foram avaliadas nesse trabalho através do
ensaio de ELISA. Essas amostras foram gentilmente cedidas pela Professora Zélia Lobato, da

Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG. O titulo das amostras
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foi pré-determinado por IPMA sendo definidas como positivas aquelas que apresentaram o
titulo maior ou igual a 20. Cada amostra correspondia a um volume aproximado de 500 a 1500

nL e as mesmas foram armazenadas a -20°C até o momento da sua utilizacao.

4.3.3. Ensaio soroldgico

Todas as 155 amostras foram testadas em duplicata por ELISA na dilui¢ao de 1:800. O
ponto de corte (cut off) do teste foi determinado pela média dos valores de absorvancia das
amostras negativas acrescida de duas vezes o desvio padrdo (SD) dessas amostras, onde o
nimero do SD utilizado na féormula garante o nivel de confianca do resultado (Crowther, 1995).
Portanto, cut off = p DO + 2x SD (95,0% de confianca). Assim, as amostras que apresentaram
uma DOyoonm superior ao cut off foram consideradas positivas. A concentragdo da proteina e a
diluicdo do anticorpo conjugado foram utilizadas na quantidade 6tima determinada conforme
descrito no item 4.3.1. Para validagdo e determinacdo dos parametros do teste foi calculada a
sensibilidade e especificidade relativa ao IPMA, o valor preditivo positivo e o valor preditivo
negativo. A eficiéncia global do teste também chamada de precisdo foi calculada e corresponde
ao percentual de individuos corretamente classificados como saudaveis (Crowther, 2001;

Madruga et al., 2001).

Verificou-se também o titulo de vinte amostras positivas de soro através de um ELISA
indireto quantitativo. Essas amostras, testadas em duplicatas, foram diluidas seriadamente na
base 2, utilizando-se 12 dilui¢des (1:20 a 1:40960), assim como os controles positivos e
negativos. O inverso do valor da maior diluicdo na qual a média dos valores de DOugonm de cada
amostra estava acima do limiar de positividade foi considerado como o titulo da amostra. Os
titulos determinados por ELISA foram comparados com os titulos pré-determinados por IPMA

e o limite de detec¢dao do ELISA/IPMA estabelecido.

4.4. Producéo de um soro policlonal anti-rCap PCV-2

Um soro hiperimune foi obtido pela inoculagdo de um coelho da raga albina, macho,

jovem, pela via subcutanea em trés etapas, com intervalos de 15 dias entre elas, de 50 ug da
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proteina rCap PCV-2 previamente purificada, juntamente com 150 pL de Adjuvante Completo
de Freud (Sigma) na primeira aplicacdo e Adjuvante Incompleto de Freud (Sigma) nas demais
inoculagdes. Ao ser obtido um aumento no titulo de anticorpos, verificado por ensaios de
imunodifusdo em agar (Mancini et al., 1965) apds cada inoculagdo, um volume méaximo de
sangue foi coletado do animal por venopungao e cerca de 20 mL do soro devidamente separado
foi armazenado a -80 °C. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas
de conduta para o uso de animais no ensino, pesquisa e extensdo do Departamento de
Veterinaria da Universidade Federal de Vigcosa (DVT/UFV) e teve a aprovagao da Comissao de
Etica do mesmo sob niimero de registro: 43/2009 em 15/07/2009.

4.5. Precipitacédo de 1gG pelo método do acido caprilico

Para a precipitagdo das imunoglobulinas G (IgGs), o soro armazenado foi diluido em 4
volumes de tampao acetato (60mM pH 4,0) e foi adicionado acido caprilico lentamente e sob
agita¢do, na propor¢ao de 25 pL/mL, por 30 minutos e, em seguida, centrifugado a 10000 x g
por 30 minutos. O sobrenadante foi filtrado em papel de filtro e misturado com PBS 10X (10
partes do sobrenadante para 1 parte de PBS) e o pH ajustado para 7,4. A solugdo foi entdo
fracionada com sulfato de amonio (0,277g para cada mL de sobrenadante — equivale a 45% de
saturacdo), agitada por 30 minutos e centrifugada a 3500 x g por 40 minutos a 4°C. Descartou-
se o sobrenadante e o precipitado foi ressuspendido, a 4°C em um pequeno volume de PBS
(1:10). Uma vez ressuspendidas, as IgGs foram dialisadas durante a noite a 4°C utilizando 2
litros de tampao PBS e, apos esse periodo, elas foram aquecidas a 50-55°C em banho-maria por
20 minutos, centrifugadas a 5000 x g durante 20 minutos, aliquotadas e armazenadas a -20°C. A
confirmacdo da precipitacdo foi analisada em gel de SDS-PAGE 10%, conforme descrito no
item 4.2, e a determinagao da concentracdo foi feita pelo método de Bradford (Bradford, 1976),
utilizando o reagente da BioRad e BSA (Sigma) para producdo da curva padrdao. A leitura foi
realizada a 595 nm no espectrofotdometro SP-2000 UV (Spectrum), 10 minutos apos a mistura
da amostra com o reagente. Os anticorpos obtidos por esse método foram utilizados como

anticorpos de captura no ELISA de captura, também realizado nesse trabalho.
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4.6. Conjugacao da 1gGs precipitadas com peroxidase

Ap6s a determinagdo da concentracdo das IgGs precipitadas, estas foram conjugadas
com peroxidase segundo Wilson e Nakane (1978). Para isso, 40 mg de peroxidase tipo VI
(Sigma) foi dissolvida em 1 mL de 4gua deionizada e, posteriormente, 200 uL de periodato de
sodio 0,1M foi adicionado. A solugdo foi agitada por 20 minutos a temperatura ambiente
protegida da luz e, em seguida, dialisada utilizando 1 litro de tampao acetato 0,001M, pH 4,4
por 18 horas a 4°C. Apds esse periodo, 20 pL de tampao carbonato 0,2M pH 9,5 foram
adicionados e 8 mg de IgG precipitada foram solubilizadas em 1 mL do mesmo tampao. Apos
agitacdo lenta por 3h a temperatura ambiente, 100 pL de solucdo de boroidreto de sodio 0,106
M foram adicionados e a solug¢do foi deixada em repouso por 2 horas a 4°C. Em seguida, o
conjugado foi precipitado sob agitacao lenta a 4°C, com um volume igual de solugdo de sulfato
de amonio 90%, 3,5M, pH 7,5 por 15 minutos. Apos centrifugagdo a 4800 x g por 10 minutos, o
precipitado foi lavado duas vezes com a solugdo de sulfato de amodnio (90%; 3,5M; pH 7,2)
sendo cada lavagem de 5 minutos. O precipitado foi solubilizado em 1 mL de PBS, pH 7,2 ¢
dialisado exaustivamente contra 5 litros do mesmo PBS, durante 72 horas. Ao conjugado
obtido, foi adicionada albumina bovina 1% (concentracdo final) e glicerina pH 7,2 v/v e a
solucdo foi dividida em aliquotas de 200 pL para o armazenamento a - 20°C. Os anticorpos
obtidos por esse método foram utilizados como anticorpos de deteccdo no ELISA de captura,

também realizado nesse trabalho.

4.7. Avaliacéo da especificidade das 1gGs precipitadas anti-rCap PCV-2

Para confirmar a especificidade das IgGs precipitadas com a rCap PCV-2 purificada e
presente em extrato total de E.coli, foi efetuado um ensaio de Western blotting. Foram
aplicadas no gel de SDS-PAGE 15%, 2 pg da proteina rCap PCV-2 purificada, 5 pL do extrato
total de E. coli positivo e 7,5 uL do extrato total de E. coli. negativo para a proteina, com
densidade optica (DOsgsnm) de 0,7 e 0,5, respectivamente. Apos o término da eletroforese, as
proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose Hybond™- C 27 extra
(Amersham) em um sistema de transferéncia semi-seco (Semi Dry Blotter 10 — Biosystems).

Quatro papéis filtros foram umedecidos em tampao anddo 1 (0,3M de Tris, 20% metanol , pH
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10,4) e dois com tampao anddo 2 (0,025M de Tris, 20% metanol, pH 10,4). A membrana de
nitrocelulose foi também umedecida em tampao anddo 2 e colocada sobre os seis ultimos
papéis filtro em contato direto com o gel. Mais seis papéis filtro foram umedecidos em tampao
catodo (0,025M de Tris, 0,04M de acido caproico, 20% de metanol, pH 9,4) e foram colocados
sobre a membrana e o gel de poliacrilamida. O sistema montado foi submetido a 250 mA por 2
horas. Em seguida, a membrana foi corada por 10 min com solucdo de Ponceau (Vetec), lavada
com agua destilada e entdo bloqueada com BSA 3% diluido em TBS-T (Tris 25 mM, 0,9% de
NacCl 0,1% de Tween-20, pH 8,0) durante a noite a temperatura ambiente. Apds o bloqueio, a
membrana foi incubada com a IgG de coelho precipitada, produzida nesse trabalho (1:20.000),
por 4 horas a temperatura ambiente. Depois de trés lavagens de 5 min com TBS-T, a membrana
foi incubada com anticorpo secundario anti-IgG de coelho conjugado com FITC (1:10.000)
(Sigma) por 4 horas a temperatura ambiente protegida da luz. A membrana foi novamente
lavada 3 vezes por 5 minutos e a fluorescéncia do FITC foi observada em um foto

documentador de fluorescéncia FLA 5100 (Fujifilm®).

4.8. ELISA de captura para quantificacdo da rCap PCV-2

Nesse ELISA, anticorpos anti-rCap PCV-2 produzidos em coelho foram precipitados e
utilizados como anticorpos de captura e de detec¢do, sendo este ultimo conjugado com
peroxidase. Microplacas de 96 pogos (Nunc Immuno 96 MicroWell™ Plates MaxiSorp™)
foram sensibilizadas com 100 pL/pogo de anticorpos de captura diluidos em tampao carbonato
0,05M (pH 9,6) durante a noite a 4 °C. Apds este periodo, as placas foram lavadas quatro vezes
com PBS contendo Tween 20 (PBST - NaCl 0,9 %; Tween 20 0,05 %; Fosfato 50 mM; pH 7,4),
bloqueadas com 100 pL/pogo da solucdo de bloqueio (BSA 3% diluido em PBS) por 90
minutos sob agitagdo a temperatura ambiente e, em seguida, incubadas com 100 pL/pogo da
rCap PCV-2 diluida na solugdo de diluicao (PBS contendo BSA 1%), durante o mesmo periodo.
Apb6s uma nova lavagem, as placas foram incubadas com 100 pL/pogo de anticorpos de
deteccao conjugados com peroxidase, diluidos em solucdo de dilui¢do e, em seguida, incubados
por 90 minutos sob agitagdo a temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas
novamente e¢ a reacdo colorimétrica foi desenvolvida utilizando 100 pL/poco da solucao

contendo o substrato cromogénico [10 mL de tampao citrato fosfato 0,1M; pH 5; 4mg de
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O.P.D. (o-Phenylenediamine - COH8N2, 98%, MW 108,14 — Agros Organics); 5 uL de H,O, 30
%]. A reacao foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente protegida da luz. A reacdo de
desenvolvimento da cor foi paralisada com 50 uL/pogo de solugdo de H;SO4 1,5 M ¢ a leitura

da absorvancia realizada em leitora de microplaca Thermo Plate (TP-Reader) com DO4gonm.

4.8.1. Padronizagao do teste

Inicialmente a quantidade de 100 pug/mL do anticorpo de captura foi utilizada como
sendo a quantidade de saturacdo dos espagos disponiveis nos pocos da placa. Assim,
microplacas de 96 pocos foram sensibilizadas com 100 pL/poco de anticorpos de captura
diluidos em tampao carbonato em uma concentragdo fixa de 100 pg/mL, exceto nos pogos das
colunas 1 e 12. A concentracdo 6tima do antigeno ¢ a diluigdo 6tima do anticorpo de deteccao
conjugado com peroxidase foram determinadas por procedimentos de titulagdo padrao
Checkerboard (Crowther, 1995). A rCap PCV-2 foi incubada na microplaca de 96 pogos em 11
dilui¢des seriadas na base 2 (10 pg/mL a 0,0097 ug/mL), sendo adicionada inicialmente em
todos os pogos da coluna 1, seguindo com a dilui¢do até a coluna 11 com o auxilio de uma
pipeta multicanal. Correspondentemente, o anticorpo de detec¢ao (conjugado com peroxidase)
foi adicionado a partir da diluicdo 1:50 até 1:6400, iniciando em todos os pogos da linha A e
sendo diluido serialmente, na base 2, até a linha H, totalizando 8 diluigdes. Como controle da
técnica, foi adicionado apenas os diluentes nos pogos correspondentes a coluna 12. A
concentracdo da rCap PCV-2 que apresentou uma maior interagdo com todas as dilui¢des
testadas do anticorpo de deteccdo e que pode ser utilizada para detectar e quantificar o
anticorpo foi determinada como a concentracdo otima da proteina. O valor da DOugrnm do
anticorpo de detecg¢do conjugado com peroxidase mais proximo de 1,0 foi determinado como a
condicdo otima de trabalho. Uma vez que a concentragdo 6tima da proteina e do anticorpo de
deteccao foi determinada, utilizando esse nivel de saturagdo de anticorpos de captura, este foi
alterado para analisar o efeito sobre o ensaio. Para essa finalidade, o anticorpo de captura foi
imobilizado na microplaca de 96 pocgos, em 8 diluigdes seriadas, na base 2, (100 pg/mL a 0,78
pg/mL), sendo adicionado inicialmente nas colunas de 1 a 4 da linha A, seguindo com a
dilui¢do até a linha H, em quadruplicata com o auxilio de uma pipeta multicanal. A rCap PCV-2

e o anticorpo de detecgdo foram adicionados nas quantidades estabelecidas. Baixas
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concentracdes do anticorpo de captura produziram baixos valores médios de DOugonm,
indicando que nem todos os antigenos disponiveis foram capturados, o que determina um limite
minimo de detec¢do. Portanto, a menor diluigdo dentre as diluigdes testadas que produziu um
valor de DOuoonm proximo a 1, foi determinada como a concentragdo Otima para capturar

antigenos no ensaio.

4.9. Titulagdo dos anticorpos de captura e de deteccdo

O titulo do soro total de coelho, de IgGs precipitadas e de IgGs conjugadas com
peroxidase foram verificados por meio de um ELISA indireto quantitativo. Essas amostras
foram testadas em duplicatas e utilizando-se 12 dilui¢des seriadas, na base 2 (1:25 a 1:25600),
assim como o soro pré-imune que foi utilizado como controle negativo. O inverso da maior
dilui¢@o na qual a média dos valores de DOu4gpnm de cada amostra estava acima do valor de cut

off foi considerada como o titulo da amostra.

4.10. Producgéo da curva padréo

Ap6s a otimizacao das condigdes de trabalho do ELISA de captura, as concentragdes
da rCap PCV-2 foram utilizadas como referéncia para a constru¢do de uma curva-padrao
utilizando parametros de regressdo linear. A curva-padrao foi obtida pela dilui¢do seriada, na
base 2, da proteina, a partir da concentracdo de 5 pg/mL até 0,0048 pg/mL, sendo cada diluicao
testada em duplicata, dentro de uma microplaca de 96 pogos sensibilizadas com o anticorpo de
captura na concentracao 0,625 pg/mL. A construcdo da curva padrao foi realizada pelo calculo
da média dos valores das absorbancias das diferentes diluigdes da proteina rCap PCV-2. A
andlise de regressdo linear proporciona um indice de correlagdo entre os dados, o qual deve ser
o mais proximo possivel de 1,0, o que indica uma boa correlagdo entre os dois dados

analisados.
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4.11. Preparo dos extratos de E.coli

Como amostra positiva para a quantificacdo da proteina no extrato vacinal, foram
utilizados 0,6g do precipitado, equivalente a 100 mL de meio induzido de células de E. coli
transformadas com o plasmidio recombinante pET Cap PCV-2 (Silva Junior, 2008), contendo o
gene correspondente a ORF2 do PCV-2 e induzidas com IPTG (Sigma-Aldrich) para a
producdo da proteina recombinante. Como amostra negativa, utilizou-se a mesma quantidade
do extrato de células transformadas com o vetor pET vazio. Os precipitados dessas células
foram descongelados e ressuspendidos em 2 mL de tampao de lise (NaH,PO420 mM; NaCl 300
mM; Imidazol 5 mM; pH 8,0). Ao tampao de lise foram adicionados lisozima 1 mg/mL (Sigma-
Aldrich), PMSF 1 mM (Sigma-Aldrich) e, em seguida, incubados no gelo por 30 minutos. O
processo de lise das células foi realizado com 6 ciclos de sonicacdo de 10 segundos a 200-300
W cada, com intervalos de 10 segundos e com os tubos no gelo para evitar o aquecimento das
amostras. Em seguida, as células lisadas foram congeladas a -20 °C para evitar degradagao das

proteinas presentes nos extratos.

4.12. Quantificacdo da rCap PCV-2 no extrato vacinal de E.coli

A concentracao desconhecida da rCap PCV-2 presente no extrato vacinal de E.coli, foi
determinada pela interpolacdo da média das absorbancias (em duplicata) frente a curva padrao.
A partir da curva padrao que contém a correlag@o entre as concentragdes conhecidas da proteina
com os seus respectivos valores de DOugonm, pode-se calcular a partir da DOg4gonm das amostras

analisadas, a quantidade especifica da rCap PCV-2 que esta presente no extrato vacinal.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse trabalho foi padronizada e validada uma metodologia de ELISA para ensaio

sorologico e quantificacdo da rCap PCV-2 em extratos brutos de E.coll.

5.1. Expresséo e purificacdo da rCap PCV-2

A expressdo da rCap PCV-2 em E.coli BL21 foi induzida por 0,25mM de IPTG, sendo
a proteina purificada com sucesso utilizando a cromatografia de afinidade em resina de Niquel.
O gel SDS-PAGE 15% confirmou a banda de aproximadamente 30 kDa, correspondente a
proteina da ORF2 do PCV-2 adicionada da cauda de histidina (Figura 2).
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Figura 2: rCap PCV-2 purificada. SDS-PAGE 15 %.1: Padrdo de peso molecular. 2: E.coli. BL21 ndo induzida
(C-); 3: rCap PCV-2 (C+); 4: rCap PCV-2 purificada de aproximadamente 30 kDa.
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A expressdo e pureza da rCap PCV-2 pode ser avaliada como satisfatoria através da
técnica SDS-PAGE e sua reatividade foi confirmada por Western blotting. Ap6s a purificagio e
confirmagao, a proteina foi desalinizada e utilizada na imunizag¢ao de um coelho para obtencao
do soro policlonal anti-rCap PCV-2 e também nos ensaios de ELISA indireto e de captura, uma
vez que ela reagiu especificamente tanto com o soro policlonal comercial de suino anti-PCV-2,
como com as IgGs precipitadas a partir do soro policlonal produzido em coelho, utilizados

respectivamente nesses ensaios.

5.2. ELISA indireto
5.2.1 - Padronizacdo do ELISA indireto

Para padronizacdo do ELISA indireto foi utilizada a rCap PCV-2 purificada, soro
policlonal comercial de suinos anti PCV-2 (Anti-PCV Antiserum - VMRD, Inc) e anticorpo
secundario (anti-IgG de suino conjugado com peroxidase produzido em coelho, Sigma). A
diluicdo otima do antigeno e do soro avaliados pela titulacio Checkerboard para o ELISA
indireto foi determinada como sendo 0,156 ug/mL e 1:800, respectivamente (Figuras 3 e 4).
Essa determinag¢do foi baseada na diluicdo da rCap PCV-2 que apresentou uma melhor
interacdo com todas as diluigdes do soro testadas e que pode ser utilizada para detectar e
quantificar o anticorpo. Para o soro policlonal positivo, o valor da DO4gppy, mais proximo de 1,0
foi pontuado como a condigdo 6tima de trabalho (Crowther, 1995). Utilizando esse mesmo

padrao, a diluicao 6tima do conjugado foi definida como 1:51200 (Figura 5).
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Diluicédo soro

Figura 3: Valores de DOygnm nas diferentes diluigdes do soro policlonal e da rCap PCV-2 obtidos na
padronizacao do ELISA indireto: otimizagdo da rCap PCV-2. Dilui¢des de rCap PCV-2 testadas: a partir de
10 pg/mL até 0,0097 pg/mL. Diluigdes representadas: 10 pg/mL; 1,25 nug/mL; 0,156 pg/mL; 0,019 pg/mL; n.d.a

(sem antigeno).
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Figura 4: Valores de DOyg,m nas diferentes diluicbes do soro policlonal e da rCap PCV-2 obtidos na
padronizacdo do ELISA indireto: otimizacdo da diluicdo do soro. Diluigdes do soro policlonal de suinos

testadas: a partir de 1:50 até 1:6400. Dilui¢des representadas: 1:50; 1:200; 1:800; 1:3200; n.d.a (sem antigeno).
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Figura 5: Valores de DO,g,,m nas diferentes diluicbes do anticorpo secundario: otimizacdo do anticorpo
secundario anti-1gG suino conjugado com peroxidase. Positivo: amostra de soro positivo; Negativa: amostra de

soro negativo.

O ELISA indireto tem sido amplamente utilizado no diagnostico e monitoramento de
doengas por meio da deteccdo de anticorpos (Shuai et al., 2008). O método depende da
disponibilidade do antigeno especifico na concentragdo adequada para o revestimento das
placas. Quando os antigenos estdo em baixa concentracdo ou na presenca de outras proteinas
contaminantes, o teste torna-se impossivel de ser executado. Assim, o antigeno precisa ser o

mais puro possivel e ndo ser alterado com sua adsor¢ao na placa (Crowther, 1995).

O alto grau de pureza da rCap PCV-2 purificada e dialisada utilizada no ELISA
reduziu consideravelmente as reacdes inespecificas e foi essencial para garantir a qualidade dos

ensaios sorologicos desse estudo.

A partir do protocolo obtido com a padronizagdo do ELISA indireto foi possivel obter
uma boa eficiéncia da técnica através de um melhor rendimento dos reagentes utilizados no
ensaio. A concentragdo de 0,156 pg/mL da proteina foi definida como a mais adequada, uma
vez que ela apresentou melhor interacdo com todas as diluicdes do soro testadas, sendo

necessario, portanto, menos de 1,5 pg de proteina para sensibilizar uma placa de ELISA de 96
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pogos, o que viabiliza a utilizacdo dessa técnica para a analise soroldgica em larga escala de

animais infectados com PCV-2.

O ELISA ¢ utilizado mundialmente para o diagndstico de doencas infecciosas em
medicina veterinaria. Apesar de muitos laboratorios desenvolverem suas proprias metodologias
de ELISA, pouco progresso tem sido feito com rela¢@o a padronizagdo internacional e validagao
dessa técnica. Esta falta de acordo ¢ de grande preocupagdo para organizagdes, tais como a
Organizagao Internacional de Epizootias (OIE) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), que
estdo envolvidas no estabelecimento de diretrizes e programas internacionais para o controle,

fiscalizagdo e erradicacdo de doencas infecciosas (Wright et al., 1993).

5.2.2 — Avaliagdo do ELISA indireto qualitativo

O ELISA indireto foi investigado com relagdo ao seu uso potencial no diagnostico
sorologico de anticorpos especificos para PCV-2 e sua eficacia foi comparada com o tradicional

teste de IPMA.

Amostras de soro de suino negativas e positivas para o PCV-2 foram examinadas pelo
ELISA. A média dos valores de DO4gonm € 0 desvio padrao das 29 amostras negativas por
ELISA, foram 0,117 ¢ 0,016, respectivamente, enquanto que os das 125 amostras positivas pela

técnica foram 0,539 e 0,269, respectivamente (Figura 6).
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Figura 6: Média das absorvancia das amostras positivas e negativas para o ELISA
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O cut off determinado nesse estudo foi de 0,150 (Tabela 1). Assim, o teste foi
considerado positivo quando o valor médio das DOg4gpn, das amostras de soros testadas em

duplicata, na diluigao 6tima, foi detectado acima desse valor.

Tabela 1. Determinacéo do limiar de positividade: valor de cut off de soros negativos para o ELISA

DO*
Meédia dos soros negativos 0,117
Desvio padréo 0,016
Cut off 0,150

*Densidade otica (DO495 nm)

Para validacao do teste qualitativo, amostras de soro positivas e negativas para PCV-2
foram testadas por ELISA e IPMA e tiveram seus resultados comparados. Das 125 amostras
positivas analisadas por IPMA, 124 foram positivas e apenas 1 negativa por ELISA, enquanto
que das 30 amostras negativas por IPMA, 29 foram negativas e uma foi positiva para o ELISA

(Figura 7).
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Figura 7: Amostras avaliadas pelo ELISA indireto qualitativo. Negativas: amostras negativas utilizadas no

calculo do cut off Positivas: amostras positivas utilizadas na a validagdo do teste.

35



Quando o IPMA foi usado como referéncia, houve 98,70% de concordancia entre os
dados obtidos nos dois testes. A sensibilidade e especificidade relativa ao IPMA, os valores
preditivos positivos e negativos do ELISA foram determinados como 99,20%, 96,66%, 99,20%
e 96,66%, respectivamente. As formulas e os resultados de validacao do teste encontram-se nas

Tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Validagdo® do ELISA para ensaio sorolégico de PCV-2. Comparagdo do ELISA com o IPMA para

155 amostras de soro.

Ensaios IPMA
Reac0es Positivas Negativas Total
Positivas 124(a) 1(b) 125(at+b)
ELISA indireto Negativas 1(c) 29(d) 30(c+d)
Total 125(atc) 30(b+d) 155(atb+ct+d)

*De acordo com Crowther (2001). Sensibilidade: (a)/(a+c) x 100. Especificidade: (d)/(b+d)x100. Valor preditivo
positivo: (a)/(atb) x 100. Valor preditivo negativo: (d)/(c+d)x100. Concordancia entre os testes (a+d)/(a+b+c+d) x
100.

Tabela 3. Resultado da validacdo do ELISA para ensaio sorolégico de PCV-2.

Concordancia entre os testes: 98,70%
Sensibilidade: 99,2%
Especificidade: 96,66%
Valor preditivo positivo: 99,20%
Valor preditivo negativo: 96,66%

O IPMA ¢ considerado um método sensivel para deteccdo de animais soropositivos
para PCV-2 (Allan et al., 1999b). Entretanto, a técnica possui a desvantagem de requerer o

cultivo de células o que leva a um maior consumo de tempo, além da necessidade de mao de

36



obra treinada para a leitura das placas, tornando o teste trabalhoso e demorado, inviabilizando
sua utilizacdo para avaliagdo de amostras em larga escala (Liu et al., 2004). Todavia, a
importancia da técnica de IPMA estd relacionada a obtencdo de resultados que auxiliam o
entendimento do padrdao de infec¢do dentro do rebanho, sendo possivel tragar estratégias de

controle para realizar estudos epidemiologicos (Gava, 2006).

As vantagens do ELISA desenvolvido baseado em rCap PCV-2 comparado com o
IPMA ¢ a sua simplicidade, sensibilidade e rapidez. Além disso, o resultado ¢ obtido por meio
de uma leitora de microplaca, o que facilita sua utilizagdo em larga escala com um menor
tempo de execugdo, além de evitar problemas como interpretacdes duvidosas, comum em

reagoes com fraca marcacgao.

Nesse estudo, o ELISA indireto foi avaliado utilizando a rCap PCV-2, como um teste
alternativo ao [IPMA e apresentou uma boa concordancia (98,70%) com o mesmo. Ensaios de
ELISA realizados por Liu et al, (2004) e Shang et al, (2008), utilizando a rCap PCV-2 expressa
em baculorirus e E.coli, respectivamente, também apresentaram boa concordancia com o

IPMA.

Segundo Shuai et al (2008), diferengas significativas na prevaléncia da infec¢ao pelo
PCV-2 dentro do rebanho, pode ser devido a diferencas no status de satde, nas estratégias de
vacinacao ou nas medidas de manejo. Avaliando o perfil soroldgico caracteristico de suino a
campo, o titulo de anticorpos comeca a aumentar significantemente na 8° semana de vida,
atingindo o pico na 16° semana e apos esse periodo, ele comeca a cair atingindo um valor
médio estavel na 25° semana, que persiste durante a vida adulta (Carasova et al., 2007).
Entretanto, estudos transversais realizados em granjas brasileiras mostraram uma soroconversao
tardia, aos 120 dias de vida, com pequeno aumento do titulo de anticorpos totais, indicando uma
baixa circulagdo viral, com fraco estimulo para soroconversdao e um atraso na resposta humoral
especifica para o PCV-2 (Gerber, 2010). Assim, baixos niveis de anticorpos circulantes

necessitam de testes mais sensiveis para serem identificados.

Dados da literatura demonstraram que o ELISA utilizando a rCap PCV-2 purificada
como antigeno de cobertura apresenta melhor resultado do que a utilizagdo da particula viral

obtida a partir do cultivo de células para a sensibilizacdo da placa (Nawagitgul et al., 2002). A
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proteina purificada melhora a sensibilidade e especificidade do teste, assim, variagdes entre os
resultados dos testes (ELISA x IPMA) podem ser justificadas tanto pela diferenca da
sensibilidade dos antigenos utilizados nessas técnicas, como pode ser também uma indicativa
de flutuagdo da resposta imune contra as diferentes proteinas codificadas pelos genes do PCV-2

durante o progresso de infecg¢do e doenga (Perez-Martin et al., 2008).

A concordancia entre os testes analisado, valida o ELISA desenvolvido, que ofereceu
como vantagem, uma alta sensibilidade, facilidade de padronizacdo e operacionalidade. Um dos
fatores de maior relevancia para o diagndstico da Circovirose suina ¢ a sua precocidade e, nesse
estudo, a sensibilidade foi importante para a analise soroldgica e fundamental para detectar a
infec¢do na fase inicial, quando baixos niveis de anticorpos estdo presentes, possibilitando

assim, um melhor monitoramento dos plantéis infectados.

5.2.3 — Avaliacdo do ELISA indireto quantitativo

Para a andlise quantitativa do ELISA indireto, 20 amostras de soro positivas para
ambos os testes, previamente tituladas por [IPMA, foram também tituladas por ELISA. Dessas
20 amostras, 18 apresentaram titulo maior do que o titulo determinado por IPMA. Uma amostra
apresentou o titulo igual em ambos os testes e apenas uma das amostras apresentou o titulo
determinado por ELISA menor do que o titulo determinado por IPMA (Figura 8). O limite de
detecgao ELISA/IPMA calculado mostrou quantas vezes o teste foi mais sensivel em detectar o

titulo do anticorpo (Tabela 3).
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Figura 8:

Tabela 3.
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ELISA quantitativo: titulo de 20 amostras de soro detectado por IPMA e ELISA

Titulo e Limiar de deteccdo ELISA/IPMA de 20 amostras de soro
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O teste de ELISA mostrou-se novamente mais sensivel na determinagdo do titulo de
anticorpos, apresentando um maior limite de deteccdo quando comparado com o titulo
estabelecido pelo IPMA. Além disso, a especificidade da rCap PCV-2 mostrou-se favoravel ao

ensaio uma vez que a mesma ndo reagiu com o soro negativo.

A maior sensibilidade do teste de ELISA pode ser explicada em parte pelo mecanismo
de interacdo antigeno-anticorpo. Enquanto o ELISA requer somente a ligagdo de um simples
epitopo para obter um resultado positivo, tendo como antigeno unico a Cap, o [IPMA tem como
antigeno a particula viral, onde pequenas alteragdes antigénicas, devido ao crescimento e a
passagem do virus na célula, podem influenciar a sensibilidade do teste, além de requerer a
expressao de proteinas na membrana celular. Além disso, no IPMA, variagdes na quantidade de
particulas virais que entram na célula, pode influenciar na titulacdo dos anticorpos pela técnica

(Gava, 2000).

Outro fato que explica essa diferenca pode ser devido a flutuacdo da resposta imune
contra as proteinas codificadas pelos genes rep e cap durante a evolugdo da doenga (Perez-
Martin et al., 2008). Este efeito juntamente com a necessidade de grandes quantidades de
particulas virais e anticorpo assim como a realizag¢do de leitura visual subjetiva que ndo permite
medir a real intensidade da reacdo, sdo possiveis causas da limitagdo da técnica de IPMA (Ellis

etal., 1998).

O ELISA baseado na rCap PCV-2 desenvolvido nesse estudo foi especifico e sensivel
na deteccdo de anticorpos anti-PCV-2 apresentando um potencial para o seu uso no
monitoramento da soroprevaléncia do PCV-2 em larga escala, sendo também 1til como
ferramenta para o controle das PCVAD no campo. Adicionalmente, este teste fornece uma
ferramenta simples, segura e rapida para ser utilizado em uma ampla avaliagdo soroldgica e

epidemioldgica apds a implantagdo de programas de vacinagao.

5.3. Precipitacdo e confirmacao das 1gG anti-rCap PCV-2

A precipitagao das IgGs do soro policlonal anti-rCap PCV-2 produzido em coelho foi
avaliada em gel SDS-PAGE 10%. As IgGs precipitadas e reduzidas, devido a presenca do -
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mercaptoetanol no tampao de amostra, foram confirmadas com a presenga das proteinas

referentes a cadeia leve (25 kDa) e a cadeia pesada (50 kDa) das IgGs (Figura 9).

85_p Wy

- .
-

50_, —— - Cadeia pesada

O —

25+‘_4—Cadeia leve

Figura 9: Confirmacgéo da precipitacio das 1gGs do soro de coelho policlonal anti-rCap PCV-2: 1: padrio de

peso molecular; 2: IgGs precipitadas e reduzidas pelo tampao de amostra contendo B-mercaptoetanol.

Shuai et al (2008) avaliaram as caracteristicas de anticorpos policlonais anti-Cap PCV-
2, que confirmam ser especificos para PCV-2 através da Imunofluorescéncia indireta. Neste
teste apenas proteinas do PCV-2 foram detectadas em células infectadas e nenhum sinal foi
observado em células PK-15 livres e contaminadas com PCV-1, indicando que anticorpos
policlonais anti-Cap PCV-2 foram eficientes e especificos para o ensaio, com o custo muito

menor do que a utilizagdo de anticorpos monoclonais (Shuai et al., 2008).

5.4. Avaliacao da especificidade das 1gGs precipitadas anti-rCap PCV-2

Para confirmar a especificidade das IgG precipitadas, utilizadas no ELISA de captura,
foi efetuado um ensaio de Western blotting utilizando a rCap PCV-2, extrato de E.coli positivo
e negativo. A andlise do resultado do Western blotting confirmou uma banda de

aproximadamente 30 kDa, correspondente a proteina rCap PCV-2 havendo, portanto,
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reconhecimento tanto da proteina purificada, como no extrato positivo (Figura 16). Nenhuma
marcacdo foi encontrada na amostra negativa. Com isso, pode-se confirmar que as IgGs

precipitadas anti-rCap PCV-2 sdo especificas para o reconhecimento dessa proteina.

SDS-PAGE 15% Western blotting

1 2 3

50 kDa__

40 kDa— /
| — —

30 kDa—
25 kDa— —

20 kDa—

15kDa__ .
. 3

Figura 10: Western blotting do extrato de E.coli para verificacdo de rCap PCV-2: 1: Proteina rCap PCV-2

purificada. 2: extrato de E.coli positivo. 3: extrato de E.coli negativo.

5.5. Titulacéo dos anticorpos de captura e de deteccéo.

O titulo do soro total de coelho anti-rCap PCV-2, dos anticorpos de captura (IgGs
precipitadas) e dos anticorpos de deteccao (IgGs conjugadas com peroxidase) foram verificados
por meio de um ELISA indireto quantitativo. Eles apresentaram o titulo 25600, 25600 e 800,

respectivamente (Figura 10).
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Figura 11: Titulacdo do soro total de coelho anti-rCap PCV-2, dos anticorpos de captura e de detecgdo. Soro
total de coelho anti-rCap PCV-2; titulo 25600. Anticorpos de captura; titulo 25600. Anticorpos de deteccdo; titulo

1600. Soro pré-imune (controle negativo).

Os fragmentos Fabs dos anticorpos sdo acoplados covalentemente com peroxidase
produzindo conjugados estaveis, antigeno-dirigido e capazes de produzir uma coloragao

especifica (Wilson and Nakane, 1978).

5.6. ELISA de captura

5.6.1.Padronizacéo do teste

Para padronizagao do ELISA de captura foi utilizada a rCap PCV-2 purificada,
anticorpos de captura (IgGs anti-rCap PCV-2 precipitadas) e anticorpo de deteccdo (IgGs anti-
rCap PCV-2 conjugada com peroxidase). A concentragdo o0tima da proteina e diluicdo a 6tima
do anticorpo de deteccdo avaliados pela titulacdo Checkerboard para o ELISA de captura
(Figura 11) foram determinados como sendo 0,625 pg/mL e 1:200, respectivamente (Figura 12
e 13). Essa determinacdo foi baseada na diluicdo da rCap PCV-2 que apresentou uma melhor
interagdo com todas as dilui¢des testadas do anticorpo de detecgdo e que pode ser utilizada para
detectar e quantificar o anticorpo. Para o anticorpo de deteccdo, o valor da DOusgpnm do

anticorpo mais proximo de 1,0 foi pontuado como a condi¢do 6tima de trabalho (Crowther,
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1995). Utilizando esse mesmo padrdo, ap6s a definicdo da concentragdo da proteina e do
anticorpo de deteccdo, a concentragdo 6tima do anticorpo de captura foi definida como 15
pug/mL (Figura 14).

Diluigdo rCap PCV-2 (ug/mL)

0,625 0,312 0,156 0,78 0,039 0,119 01)09 nd.a (ug/ml)

'

4l

B
s
1)
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Figura 12: Titulagdo Checkerboard para o ELISA de captura: rCap PCV-2 x Anticorpo de detecgdo

rCap PCV-2
39 —&— 10ug/mL
—¥— 0,039ug/mL
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—6—nd.a
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Figura 13: Valores de DOyg,nm nas diferentes diluigdes do anticorpo de deteccéo e da rCap PCV-2 obtidos na
padronizacao do ELISA de captura: otimizacdo da rCap PCV-2. Diluigdes de rCap PCV-2 testadas: a partir de
10 pg/mL até 0,0097 pg/mL. Dilui¢des representadas: 10 pg/mL; 0,625 pg/mL; 0,039 pg/mL; n.d.a (sem

antigeno).
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Figura 14: Valores de DOg,,m Nas diferentes dilui¢des do anticorpo de detecgdo e da rCap PCV-2 obtidos na
padronizacdo do ELISA de captura: otimizagdo do anticorpo de deteccéo: Diluigdes do anticorpo de detecgdo
testadas: a partir de 1:50 até 1:6400. Diluigdes representadas: 1:50; 1:200; 1:800; 1:3200; n.d.a (apenas solugdes).
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Figura 15: Valores de DOygnm nas diferentes diluigdes do anticorpo de deteccéo e da rCap PCV-2 obtidos na

padronizacdo do ELISA de captura: otimizagdo do anticorpo de captura. Diluigdes do anticorpo de captura

testadas: 100 ug/mL a 0,8 pg/mL.
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A utilizagdo do ELISA de captura ¢ indicada quando o antigeno se fixa fracamente na
placa, esta em baixa concentragdo ou ha contaminagdo com outras proteinas, como por
exemplo, amostras de fezes, ou ainda, quando sua purificacdo ¢é inviavel por ele ser
antigenicamente instavel se separado de outros componentes. Assim, este ensaio supera todos
esses problemas uma vez que o antigeno ¢ fixado através de anticorpos especificos,
favorecendo sua apresentagdo de uma maneira melhor do que quando eles estdo diretamente
cobrindo a placa, limitando assim, as mudangas conformacionais de epitopos devido ao contato

direto com superficie (Crowther, 1995).

O ELISA de captura oferece vantagem sobre o ELISA indireto na quantificacdo de
antigenos, uma vez que a fixacdo direta desses na placa ¢, muitas vezes, ndo linear e
desproporcional a quantidade de proteina presente na amostra. Isso ainda ¢ agravado se
proteinas contaminantes estiverem presentes, uma vez que elas competem com locais na placa
de maneira ndo linear. Como o anticorpo de captura ¢ especifico, a ligagdo com o antigeno
torna-se proporcional a concentracdo das proteinas presentes. Dessa maneira, os ensaios dao

maior reprodutibilidade nos resultados, onde a quantificagdo ¢ requerida (Crowther, 2001).

5.6.2. Producéo da curva padrao

A rCap PCV-2 foi utilizada para a producdo de uma curva padrao com concentragdes a
partir de 5 a 0,0048 pg/mL e as correspondentes DO4oonm, calculadas pela média dos valores das
absorbancias das diferentes dilui¢des da proteina, testadas em duplicatas. A faixa de trabalho do
ensaio foi definida como a regido linear da curva com um coeficiente de correlagio R? =
0,9906, o que indica que existe uma correlagdo linear entre a DO4gonm € as concentragdes de
rCap PCV-2. Assim, os sete pontos de calibragdo foram de 0,625 a 0,0097 pg/mL de rCap
PCV-2. Na curva padrdo representada (Figura 15), a linha pontilhada foi obtida a partir dos
valores de DOugnm das concentragdes de rCap PCV-2 e a linha continua corresponde ao

resultado da andlise de regressao linear que mostra uma correlagao linear entre os dois dados.
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Concentracéao DO492nm
(ng/mL)

0,625 0,7185
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0,15625 0,348
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0,009766 0,169

DO 492nm
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y =0,8799x + 0,1858
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Figura 16: Curva padréo da rCap PCV-2 para estimativa da concentragdo protéica.

5.7. Quantificacdo da rCap PCV-2 no extrato vacinal

0,7

R? =0,9906

- —&—-Sériel

Linear (Sériel)

Segundo Holden et al. (2005), para a determinacdo da concentragdo da proteina no

extrato de E.coli, dilui¢des seriadas do extrato devem ser realizadas e a dilui¢cdo na qual o valor

de DOy4gonm € mais proximo do ponto médio da parte linear da curva padrdo, deve ser utilizada

para calcular a concentragdo da proteina no extrato.

Como exemplo de aplicagdo da quantificagdo da rCap PCV-2, utilizando a dilui¢ao de

1:25600 do extrato positivo, cujo valor de DOuoonm € 0,251 e é proximo ao valor do ponto

médio da curva linear (0,078 pg/mL), ao substituir esse valor em y (valor da DOsgznm) na

equagdo da reta, ¢ possivel calcular o valor de x que corresponde a quantidade de proteina

presente nessa dilui¢do, ou seja, 0,075 pug/mL.
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Figura 17: Determinacao da concentracéo protéica de rCap PCV-2 presente em extrato de E.coli. Diluigdes
das amostras: rCap PCV-2: dilui¢des 10ug/mL a 0,004883 ng/mL. Extrato de E.coli positivo: diluigdes 1:50 a
1:103200. Extrato de E.coli negativo: dilui¢des 1:50 a 1:103200

Esse valor também pode ser determinado diretamente pela observacao do grafico
através da interpolag@o do valor de DOugpnm, referente a cada diluicdo do extrato, frente a curva

padrao.
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Figura 18: Determinacdo da concentracdo protéica de rCap PCV-2 presente em extrato de E.coli, através do

grafico.
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As respostas para o extrato positivo foram lineares, com exatiddo dentro dos niveis de
aceitabilidade. A faixa de linearidade foi obtida a partir da dilui¢do 1:800 do extrato. Nas
Figuras 17 e 18, estdo apresentados graficamente os efeitos das diferentes dilui¢des do extrato
na linearidade das respostas segundo os teores de adicdo. As variagdes de absorvancia das
diluigoes, localizadas dentro da faixa de linearidade determinada, foram diretamente
proporcionais a concentracdo de rCap PCV-2 na faixa entre 0,625 a 0,0097 pg/mL,
consideradas como sendo os limites superior e inferior de deteccio da proteina,
respectivamente. A amostra negativa apresentou teor inferior ao limite de quantificagdo, mesmo
quando adicionado em baixas dilui¢des, ndo existindo, portanto, reagdes cruzadas com os
diferentes tipos de proteinas presentes no extrato, o que ndo influencia a qualidade dos valores

estabelecidos.

A quantidade da proteina detectada pode ser estimada através da equacdo:
Y=0,8799x+0,1858 (R2=0,9906), onde o valor de Y corresponde ao valor de DO4gonm, € 0 valor
de X determina a concentragao da proteina, conforme representado na Tabela 5. Entretanto,
uma maior variabilidade dos resultados nas repetigdes dos ensaios de ELISA ¢ esperada, sendo,
portanto necessario a constru¢do da curva de calibragdo a cada nova medida. A quantidade de
proteina depende do processo de indugdo, assim como da transformacdo e preparacdo das

células competentes.

Portanto, o ELISA de captura foi capaz de detectar e quantificar a rCap PCV-2 em
extratos vacinais de E.coli e demonstrou ser um método preciso podendo ser utilizado em
analises de rotina. Assim espera-se que este teste seja também aplicado na quantificacdo do

PCV-2 em amostras de campo.
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Tabela 5: Quantifica¢fes da rCap PCV-2 nas diferentes dilui¢des do extrato de E.coli

Diluicdo do extrato de E.coli Meédia dos valores de DOsgonm Concentragao rCap PCV-2

1:100 1,216 1,170 pg/mL

1:400 0,955 0,874 pg/mL

1:1600 0,560 0,425 pg/mL

1:6400 0,354 0,191 pg/mL

1:25600 0,251 0,074 pg/mL

(94 |
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6. CONCLUSOES

I- O ELISA indireto qualitativo baseado na rCap PCV-2 desenvolvido e padronizado
nesse estudo, apresentou uma alta sensibilidade, sendo possivel detectar anticorpos

contra PCV-2 em amostras de soro.

2- O ELISA indireto quantitativo apresentou uma maior capacidade de deteccao de
anticorpos contra PCV-2 do que o IPMA, mostrando-se com isso, eficiente na
determinacdo do titulo desses anticorpos. Trata-se, portanto, de uma ferramenta
simples, segura e rapida para ser utilizado em uma ampla avaliagdo sorologica e

epidemiologica apds a implantagdo de programas de vacinagao.

3- O ELISA de captura foi capaz de detectar e quantificar a rCap PCV-2. O teste
demonstrou uma boa precisdo, sendo considerado um método seguro e que pode ser

utilizado com sucesso para quantificagdo dessa proteina em extratos vacinais.
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