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Abstract

Serum neutralization (SN) test is widely used to detect neutralizing antibodies to a number of
viruses, including bovine herpesviruses types 1 (BoHV-1) and 5 (BoHV-5). In order to examine
such variables, a study was designed in which SN sensitivity was evaluated when performed
against different BoHV -1 strains as well as against distinct BoHV-1 and BoHV -5 types and
subtypes. Bovine serum samples (n=810) from two widely separated geographical regions were
tested in SN assays against six distinct bovine herpesviruses, including two BoHV-1.1 strains, a
BoHV-1.2a strain and three samples of different BoHV -5 subtypes (BoHV-5a b and c¢). SN
results were compared in a 2x2 table using McNemar test and the agreement was analysed using
the Kappa correlation coefficient. When each particular virus strain was evaluated in the assay,
the sensitivity varied from 59.3% to 76.4%. When seropositives obtained with all the six strains
were added together, the highest sensitivity was obtained (327; 100%). This results showed that
to detect a higher number of seropositive animals, it is necessary to perform the assay using
many virus samples together. When serum samples from geographically distinct areas were
analysed separately, it became evident that seropositivity revealed by each particular virus varied
between regions, but this effect tended to loose significance when the sum of SN results against
different viruses was considered. These results indicate that the SN sensibility against BoHV-1
and 5 can be affected by the use of different types or subtypes of this virus.

Key words: serum neutralization, bovine herpesvirus type 1 (BoHV-1), bovine herpesvirus type
5(BoHV-5).

Resumo

O teste de soroneutralizacdo (SN) é extensamente utilizado na deteccdo de anticorpos
neutralizantes contra uma grande variedade de virus, incluindo os herpesvirus bovinos tipo 1
(BoHV-1) e 5 (BoHV-5). O trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar possiveis diferencas
associadas a0 uso de distintos tipos e subtipos de herpesvirus bovinos em testes de SN. Soros
bovinos de 810 animais de duas regides geograficamente distantes foram testados pela técnica de



SN frente a seis cepas de herpesvirus bovino, incluindo duas de BoHV-1.1, uma de BoHV-1.2ae
trés de diferentes subtipos de BoHV-5 (BoHV-5a, b e c. Os testes de SN foram comparados, dois
a dois, pelo teste de McNemar e a concordancia foi analisada pelo coeficiente de correlacéo
Kappa Quando cada cepa vira foi avaliada isoladamente no teste, a sensibilidade variou de
59,3% a 76,4%. Ao analisarmos os resultados conjuntos das seis cepas virais avaliadas no
estudo, foi determinada a sensibilidade méxima (327 — 100%). Estes resultados mostram que
para a deteccdo do maior niUmero de animais soropositivos, é necessario redizar testes de SN
frente a cepas virais distintas. Quando amostras de soro de diferentes regides geogréficas foram
analisadas separadamente, ficou evidente que a soropositividade revelada por cada cepa vird
variou entre as regides, mas este efeito foi reduzido quando os resultados frente a distintos virus
foram considerados. Estes resultados indicam que a sensibilidade dos testes de SN frente ao
BoHV-1 e ao BoHV-5 pode ser afetada pelo uso de diferentes tipos ou subtipos destes virus.

Palavras chave: Soroneutralizagdo (SN), herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), herpesvirus
bovino tipo 5 (BoHV-5).

Introducéo

Os herpesvirus bovinos tipos 1 e 5 (BoHV-1 e BoHV-5) pertencem a familia
Herpesviridae subfamilia Alphaherpesvirinae género Varicellovirus (Thiry et a. 2007). Com
base em caracteristicas gendmicas e antigénicas, os BoHV-1 foram divididos em trés diferentes
gendtipos: BoHV-1.1, BoHV-1.2ae BoVH-1.2b. Os subtipos 1.1 e 1.2a S840 0s mai s patogénicos
e estdo normamente associados, respectivamente, a casos de doenca respiratéria classica e
abortos O BoHV-1.2b possui patogenicidade moderada e causa vulvovaginite ou balanopostite,
ndo tendo sido, até o presente, relacionado a casos de aborto. Ja com relacdo ao BoHV-5, de
acordo com estudos baseados no perfil eletroforético de clivagens utilizando enzimas de restricéo
e na reacdo frente a anticorpos monoclonais, foi possivel demonstrar que amostras desse tipo
podiam ser subdivididas em BoHV-5a BoHV-5b e BoHV-5 “ndo ando b”, ou “¢” (Franco &
Roehe 2007).

Os diferentes tipos e subtipos de BoHV-1 e BoHV-5 apresentam extensa reatividade
soroldgica cruzada, que pode ser evidenciada por testes de soroneutralizagdo (SN). Assim, o anti
soro produzido contra o virus de um determinado subtipo reage com virus heterdlogos Desta
forma, infecgdes pelo BoHV-5 podem se confundir sorologicamente com aquelas causadas pelo
BoHV-1 e vice-versa, impedindo a discriminagdo entre estas.

Em funcdo da necessidade de realizar um amplo levantamento soroldgico buscando
avaiar a soroprevaléncia de BoHV-1 e BoHV-5 g, face a existéncia de diferentes tipos e subtipos
de virus, a questo que seimpds foi: qual seriaa cepaviral mais apropriada para uso em anélises
soro-epidemiol6gicas em nossa regido? Para resolver esse problema, foi realizado um estudo
comparando a sensibilidade de amostras de BoHV-1 e BoHV-5 de diferentes tipos e subtipos em
testes de SN, na busca daquela(s) capaz(es) de detectar 0 maior nimero possivel de soros
positivos, 0 que forneceria uma medida mais proxima da rea prevaléncia dessas infecgOes.
Extendendo ainda mais estes estudos e tendo em vista que vérios laboratorios utilizam diferentes
cepas de BoHV-1.1 em testes de SN, buscouse determinar se haveria variagdoes na sensibilidade
apresentada por duas cepas distintas deste mesmo sorotipo. Além disso, para avadiar a
possibilidade de variagdo entre os resultados em fungdo da origem dos soros a serem testados,



foram utilizados soros provenientes de duas regides geograficamente distantes do Pais. O
presente estudo descreve os achados destes experimentos

Material e M étodos

Céulas

Foram utilizadas células de rim de bovino “Madin Darby Bovine Kidney” (MDBK,
ATCC CCL-22) cultivadas em meio minimo essenciad de Eagle (Gibco) suplementadas com
10% de soro fetal bovino (Soraly) e antibidticos.

Virus

Foram utilizadas as amostras. Los Angeles, ou LA (BoHV-1.1), EVI123/98 (BoHV-1.1),
SV265/96 (BoHV-1.2a), EVI88/95 (BoHV-5a; Roehe et al. 1997, Souza et a. 2002), A663
(BoHV-5b) e 1S095/97 (BoHV-5¢). A multiplicacéo e titulagdo dos virus foram realizadas em
células MDBK seguindo métodos usuais.

Soros

Foram examinadas 802 amostras de soro bovino, sendo 502 coletadas na regi&o Sul do
Brasil (Rio Grande do Sul) e 308 amostras coletados na regido Centro-Oeste (Goids). A
populagdo bovina analisada nesse estudo era constituida de fémeas e machos de diferentes idades
e tipos de exploracéo, ndo vacinadas contrao BoHV-1 e 5.

Todas as amostras de soro foram inativadas em banho- mariaa 56° C por 30 minutos e em
seguida foram estocadas a—20° C até o momento do uso.

Testes de Soroneutralizacdo

A pesquisa de anticorpos neutralizantes para BoHV-1 e BoHV-5 foi realizada utilizando-
se a técnica de soroneutralizagdo (SN) em microplacas de 96 orificios Os soros foram diluidos
em duplicata nas diluigdes %2 e ¥4 e as misturas soro-virus foram incubadas por uma hora antes
do acréscimo das células. Os testes foram repetidos frente a cada uma das seis cepas virais,
utilizando-se em cada teste 100 doses infectantes para 50% dos cultivos celulares (DICCsp). O
termo “ sensibilidade maxima’ foi usado para referir-se ao conjunto de soros que foram positivos
em pelo menos um dos testes de SN.

Andlise estatistica

A comparagdo das SN foi estabelecida pelo teste estatistico de McNemar para popul agdes
relacionadas, adotando-se o nivel de significancia de 5% de probabilidade. A comparacéo entre
as concordancias observadas e esperadas empregou o coeficiente Kappa. As andlises foram
realizadas através do software SPSS, versao 12.0.

Resultados e Discussao

Ao utilizarmos seis diferentes cepas de virus de confrontacdo na SN, sendo duas de
BoHV-1.1 (LA e EVI123/98), uma de BoHV-1.2a (SV265/96) e trés de diferentes subtipos de
BoHV-5 (EVI1123/95, BoHV-5a; A663, BoHV-5b e 1SO95/97, BoHV-5¢) encontramos um total
de 327 (40,4%) amostras positivas em pelo menos um dos testes. No entanto, comparando-se 0s
resultados frente a cinco diferentes cepas virais este valor diminuiu, ficando entre 326 (99,7%) e
307 (93,9%) amostras positivas detectadas. O valor de deteccdo foi ainda menor utilizando-se
guatro (entre 324, 99,1% e 288, 88,1%), trés (entre 309, 94,5% e 273, 83,5%), duas (entre 289,
88,4% e 244, 74,6%) e uma (entre 250, 76,4% e 194, 59,3%) cepa viral na deteccdo de animais



soropositivos. Percebe-se que a sensibilidade na detecgdo de bovinos positivos frente ao BoHV-1
e BoHV-5 reduz a medida que o nimero de cepas virais utilizadas € diminuido.

Com relagdo as andlises edtatisticas, as SN realizadas com cada cepa vira foram
comparadas entre s (duas a duas), assim como os dados referentes as comparagdes dos
resultados das SN realizadas com cepas de BoHV-1 (LA, EVI1123/98 e SV265/96) e BoHV-5
(EV188/95, A663 e 1S095/97) para podermos determinar se os testes de SN, como estdo sendo
utilizados atualmente (com utilizacdo de uma Unica amostra “classica’ de BoHV-1), estéo
obtendo niveis sdatisfatorios de sensibilidade na deteccdo de animais soropositivos. A
concordancia entre os resultados dos testes realizados com as diferentes cepas virais variou de
moderado a excelente, como pode ser constatado na Tabela 1. Os indices Kappa encontrados
para as diversas comparagies realizadas demonstram que existe grande variagdo entre os
resultados encontrados nas diferentes SN. Na andlise estatistica da concordancia entre positivos
das provas de SN (Teste de McNemar) observou-se diferencas significativas (P<0,05) nas
comparacOes dos resultados da maioria das SN. Este fato também demonstra que existem
grandes variagdes na deteccdo de amostras positivas de um teste em comparagdo com o0 outro.

Tabela 1 Resultado e interpretacéo do valor Kappa na comparagdo dos resultados das SN
frente a diferentes cepas virais.

Tipo das cepas SN compar adas Kappa Concordancia
BoHV-1.1 X BoHV-1.1 LA X EVI123* 0,645 Boa
BoHV-1.1 X BoHV-1.2a LA X SV265** 0,704 Boa
BoHV-1.1 X BoHV-5a LA X EVI88*** 0,627 Boa
BoHV-1.1 X BoHV-5b LA X A663 0,772 Boa
BoHV-1.1 X BoHV-5¢ LA X | SO95**** 0,779 Boa
BoHV-1.1 X BoHV-1.2a EVI1123 X SV265 0,628 Boa
BoHV-1.1 X BoHV-5a EVI123 X EVI88 0,595 Moderada
BoHV-1.1 X BoHV-5b EVI123 X A663 0,663 Boa
BoHV-1.1 X BoHV-5¢ EVI123 X 1S095 0,608 Moderada
BoHV-1.2a X BoHV -5a SV265 X EVI88 0,674 Boa
BoHV-1.2a X BoHV -5b SV265 X A663 0,753 Boa
BoHV-1.2a X BoHV -5¢ SV265 X 1S095 0,764 Boa
BoHV-5a X BoHV-5b EV188 X A663 0,671 Boa
BoHV-5a X BoHV-5¢ EVI188 X 1S095 0,71 Boa
BoHV-5b X BoHV-5¢ AB63 X 1S095 0,83 Excelente
BoHV-1 X BoHV-5 BoHV-1 X BoHV-5 0,804 Boa

* refere-se a amostra EV1123/98; ** refere-se & amostra SV265/96; *** refere-se a amostra EV188/95; ****
refere-se a amostra 1SO95/97/95 (vide métodos para detalhes). Kappa entre 0,41 e 0,6 = moderada; entre 0,61
€ 0,8 = bom; Kappa>0,81 = excelente



Tabela 2. Comparacéo da concordancia entre os resultados positivos obtidos a SN frente
as seis diferentes cepas virais utilizadas no estudo.

LA EV1123/98 SV265/96 EV188/95 A663 1 SO95/97/95
(BoHV-1.1) (BoHV-1.1)  (BoHV-1.2a) (BoHV -5a) (BoHV -5b) (BoHV -5c)

LA 231 (100%#) 166 (71,9%) 166 (71,9%)* 158 (68,4%)* 202 (87,4%)* 190 (82,3%)
(BoHV-1.1)
EV1123/98 166 (76,9%) 216 (100%)  148(68,5%)* 147 (68,1%) 177 (81,9%)* 156 (72,2%)
(BoHV-1.1)
SV 265/96 166 (85,6%)* 148 (76,3%)* 194 (100%) 150 (77,3%) 182 (93,8%)* 171 (88,1%)*
(BoHV-1.2a)
EV188/95 158 (77,5%)* 147 (72,1%) 150 (73,5%) 204 (100%) 173 (84,8%)* 167 (81,9%)
(BoHV-5a)
A663 202 (80,8%)* 177 (70,8%)* 182 (72,8%)* 173 (69,2%)* 250 (100%) 207 (82,8%)*
(BoHV-5b)
1S095/97/95 190 (86%) 156 (70,6%) 171 (77,4%)* 167 (75,6%) 207 (93,7%)* 221 (100%)
(BoHV-5c)

*McNemar <0,05; # percentagem refere-se ao total de positivos detectados isoladamente pela cepa viral da
linha de referéncia

Através deste estudo, foi possivel perceber que a cepa que isoladamente mostrouse mais
sensivel & deteccdo dos soros positivos foi a amostra de BoHV-5b A663. Ainda assim, esta cepa
detectou apenas 76,4% (250/327) do total de amostras soropositivas (sensibilidade maxima).

Outro ponto analisado foi o referente a distribuicdo geogréfica das populagdes que
originaram 0s soros componentes da amostragem testada. Essa varidvel foi examinada em funcéo
de que a possivel exposicdo da populacdo a virus diferentes poderia levar a diferencas na
sensibilidade dos testes realizados. A sensibilidade maxima alcancada nas amostras do RS foi
163 soros positivos. Nas amostras de GO, a sensibilidade méxima foi de 164 soros positivos. A
cepa vira que apresentou isoladamente maior sensibilidade tanto para o RS, quanto para GO foi
a A663, sendo que ela detectou 71,1% (116/163) e 81,7% (134/164) da sensibilidade méxima
encontrada parao RS e GO, respectivamente. No entanto, a cepa que detectou menor nimero de
positivos diferenciouse em relagdo a origem das amostras analisadas, sendo que para o RS a
amostra em questdo foi a SV265/96 (BoHV-1.2a; 41,7%; 68/163) e para GO foi a EV1123/98
(BoHV-1.1; 67,1%; 110/164) (Tabela 2). Andisando os resultados de deteccdo de animais
soropositivos frente as trés cepas de BoHV-1 (LA, EV1123/98 e SV 265/96), a sensibilidade (em
relacdo a sensibilidade maxima) foi de 88,9% (145/163) para o RS e 89,6% (147/164) para GO.
Os resultados frente as trés cepas de BoHV-5 (EVI188/95, A663 e 1S095/97) foram de 84,7%
(138/163) parao RS e 92,1% (151/164) para GO.

A SN frente a uma cepa dita “classica’ é utilizada como técnica padrdo para deteccéo de
BoHV-1 e 5, devido ao alto grau de reatividade soroldgica cruzada encontrado entre estes virus.
Acreditava-se que 0 anti-soro produzido contra o virus de um subtipo reagiria em titulos
semelhantes ou iguais tanto contra o virus homdlogo, quanto contra o virus heterdlogo (Teixeira
et a. 1998) a niveis que ndo pudessem comprometer os programas de erradicacdo e controle
dessses agentes. No entanto, pelos indices Kappa e pelo teste de McNemar encontrados nesse
trabalho, fica evidenciado que nem sempre existe concordancia nos resultados obtidos na
comparagao dos resultados das SN realizadas com diferentes cepas virais.

Conclusdes



A SN frente aumacepa “cléssica’ de BoHV-1, como vem sendo realizada na deteccéo de
anticorpos contra esse virus, ndo permite a detecccdo de todos os animais potencialmente
soropositivos frente a0 BoHV-1 e ao BoHV-5. Quando a SN for utilizada com a finalidade de
avaliar o estado sorolégico de infecgbes por BoHV-1 e BoHV-5, esta idealmente deveria ser
realizada frente a uma combinacdo de cepas virais que apresentasse a maior sensibilidade
possivel. sso minimizaria a chance de ocorréncia de amostras “falso-negativas’, que poderiam
comprometer seriamente os programas de controle e erradicacdo dessas infecges. Nao obstante,
aprevaénciarea de BoHV-1 e BoHV-5 nos rebanhos permanecera indeterminada.

Diversas combinagfes utilizando diferentes cepas virais apresentaramse como boas
candidatas na deteccdo de um numero satisfatério de animais soropositivos. No entanto, cabe a
cada laboratério e a cada regido do Pais avaliar qual seria a combinacdo idea a ser utilizada,
levando-se em conta o custo-beneficio e os objetivos dos testes que venham a ser empregados.
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