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RESUMO.- Os herpesvírus bovino tipos 1 (BoHV-1) e 5
(BoHV-5) são agentes virais genética e antigenicamente
relacionados, associados com diversas manifestações clí-
nicas em bovinos, incluindo doença respiratória, genital,
neurológica e abortos. Estudos epidemiológicos indicam
que esses vírus estão amplamente disseminados no reba-
nho bovino brasileiro. O diagnóstico sorológico, que permi-
te identificar animais portadores da infecção latente, se
constitui em importante ferramenta para monitoramento
individual e de rebanho. O presente artigo relata a padroni-
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Bovine herpesviruses 1 (BoHV-1) and 5 (BoHV-5) are antigenic and genetically  related
viruses associated with different clinical syndromes in cattle, including respiratory,
reproductive, neurological disease and abortion. Epidemiological studies indicate the
widespread distribution of both viruses among Brazilian cattle. Serological diagnosis, that
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antibody (MAb)-based immunoenzymatic test (ELISA) for detection of antibodies to BoHV-
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previously tested for neutralizing antibodies to BoHV-1 and BoHV-5 by virus neutralizing
assay (VN). Comparing to the VN for BoHV-1 antibodies, the ELISA presented sensitivity
and specificity of 96.6% and 98.3%, respectively. Positive and negative predictive values
were 97.6%, the concordance between the tests was 97.6% and the coefficient of correlation
k (kappa) was 0.95, demonstrating an excellent correlation. Comparing to the VN for BoHV-
5 antibodies, the ELISA presented 94.3% of sensitivity, 97.9% of specificity, 97.1% of
positive predictive value, 95.9% negative predictive value, concordance of 96.4% and
kappa coefficient of 0.92. These results demonstrate that the ELISA presents suitable
specificity and sensitivity to be used for individual and herd serological diagnosis of BoHV-
1 and BoHV-5, thus, representing an alternative for VN assays and imported ELISA kits.
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zação de um teste imunoenzimático do tipo ELISA, com
base em anticorpo monoclonal (AcM), para a detecção de
anticorpos séricos que reagem contra BoHV-1 e/ou BoHV-
5. Inicialmente, determinou-se o AcM mais adequado para
a sensibilização das placas, as diluições apropriadas do
antígeno e dos soros-teste e o ponto de corte do ensaio.
Após a padronização, o ensaio foi validado testando-se
506 amostras de soro bovino, previamente testadas para
anticorpos neutralizantes contra BoHV-1 e/ou BoHV-5 pela
técnica de soroneutralização (SN). Comparando-se com
os resultados da SN frente a BoHV-1, o teste de ELISA
apresentou sensibilidade e especificidade de 96,6% e
98,3%, respectivamente. Os valores preditivos positivo e
negativo foram de 97,6%, a concordância foi de 97,6% e o
índice de correlação kappa entre os testes foi de 0,95, o
que indica uma excelente concordância. Comparando-se
com os resultados da SN frente o BoHV-5, o ELISA apre-
sentou 94,3% de sensibilidade; 97,9% de especificidade;
97,1% de valor preditivo positivo e 95,9% de valor preditivo
negativo. Para BoHV-5, a concordância entre os testes foi
de 96,4% e o índice de correlação foi de 0,92, também
excelente. Esses resultados demonstram que o teste pa-
dronizado apresenta sensibilidade e especificidade ade-
quados para o diagnóstico sorológico das infecções por
BoHV-1 e BoHV-5 em nível individual e de rebanho. Dessa
forma, o ensaio pode se constituir em alternativa para o
teste de SN e para os kits de ELISA importados.

TERMOS DE INDEXAÇÃO: ELISA, sorologia, herpesvírus bo-
vino, BoHV-1, BoHV-5, diagnóstico.

INTRODUÇÃO
Herpesvírus bovino tipo 1 (BoHV-1) é um patógeno de distri-
buição mundial, com exceção de alguns países europeus
que erradicaram a infecção (Ackermann & Engels 2006). A
infecção de bovinos pelo BoHV-1 está associada com do-
ença respiratória (rinotraqueíte infecciosa, IBR), genital
(vulvovaginite/balanopostite pustular, IPV/IPB), infecção
sistêmica de neonatos e abortos (Kahrs 2001). Esporadica-
mente, o BoHV-1 também tem sido isolado de casos de
doença neurológica (Silva et al. 2007). Herpesvírus bovino
tipo 5 (BoHV-5) é o agente da meningo-encefalite herpética
bovina, doença que possui grande importância no Brasil e
na Argentina, onde dezenas de surtos são relatados a cada
ano (Salvador et al. 1998, Rissi et al. 2007, Silva et al. 2007).
BoHV-1 e BoHV-5 são membros do gênero Varicellovirus,
subfamília Alphaherpesvirinae, família Herpesviridae
(Roizmann et al. 1992) e são estreitamente relacionados
entre si em aspectos genéticos/moleculares, biológicos e
antigênicos (Bratanich et al. 1991, Delhon et al. 2003). Esta
similaridade antigênica impossibilita a diferenciação entre
esses vírus por testes sorológicos de rotina (Bratanich et
al. 1991, Teixeira et al. 1998, Vogel et al. 2002). Assim, em
populações bovinas onde os dois vírus circulam, os testes
sorológicos não permitem distinguir a resposta sorológica
contra cada um deles e, como consequência, não é possí-
vel estimar-se a prevalência de cada agente (Del Médico

Zajac et al. 2006). Tanto BoHV-1 quanto BoHV-5 estabele-
cem infecções latentes nos seus hospedeiros, cuja reativa-
ção periódica seguida de transmissão a animais susceptí-
veis representa o principal meio de perpetuação desses ví-
rus nos rebanhos (Rock 1994, Vogel et al. 2003). Vários
relatos têm demonstrado que as infecções por BoHV-1 e
BoHV-5 estão amplamente disseminadas no rebanho bovi-
no brasileiro (Salvador et al. 1998, Rissi et al. 2007, Silva et
al. 2007, Holz et al. 2009).

O controle e erradicação da infecção pelos herpesvírus
bovino baseiam-se na identificação e remoção dos ani-
mais soropositivos (portadores da infecção latente), asso-
ciados ou não ao uso de vacinas (Van Oirschot 1999,
Ackermann & Engels 2006). O teste sorológico de referên-
cia para o diagnóstico da infecção por esses vírus é a
soroneutralização (SN) (OIE). A técnica de SN apresenta
boa especificidade e sensibilidade, além de ser o teste
sorológico cujo princípio melhor se assemelha à neutrali-
zação de vírus por anticorpos que ocorre in vivo (Flores
2007). A necessidade de estrutura laboratorial para a ma-
nutenção de cultivos celulares, a demora na obtenção dos
resultados (até 96h) e a impossibilidade de automação, no
entanto, se constituem em importantes restrições ao uso
da SN na rotina de muitos laboratórios, sobretudo para o
teste de um grande número de amostras (Flores 2007).
Testes imunoenzimáticos do tipo ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay) também são internacionalmente
aceitos e muito utilizados no diagnóstico sorológico da in-
fecção pelo BoHV-1 e apresentam como grande vantagem
a possibilidade de automação e, assim,  a viabilidade para
diagnóstico em nível populacional (Nylin et al. 2000, Flo-
res 2007).  No entanto, os testes de ELISA anti-BoHV-1
disponíveis no Brasil são importados, e a sua utilização
depende dos trâmites inerentes à importação de produtos
biológicos, além do alto custo que, por vezes, inviabiliza o
seu uso na rotina diagnóstica.

As restrições ao uso da SN na rotina laboratorial, so-
bretudo para o teste de grande número de amostras, têm
motivado iniciativas para avaliar o desempenho de kits de
ELISA importados e também para desenvolver testes na-
cionais. Médici et al. (2000) compararam a sensibilidade e
especificidade de um ELISA comercial, tendo como pa-
drão a técnica de SN, verificando 100% de sensibilidade e
94,8% de especificidade do ensaio imunoenzimático.
Teixeira et al. (2001) descreveram a padronização de um
ELISA monoclonal para o BoHV-1, cuja sensibilidade e
especificidade em relação a SN foram de 94,7% e 89,4%,
respectivamente. Ferrera et al. (2005) padronizaram um
teste de ELISA indireto para o BoHV-1, utilizando antígeno
não purificado para a sensibilização das placas, obtendo
sensibilidade de 98,3% e especificidade de 95,3% quando
comparado ao teste de SN. Estes testes nacionais, ape-
sar de apresentarem sensibilidade e especificidade geral-
mente satisfatórias, envolvem etapas que dificultam a pro-
dução dos kits em grande escala. Não obstante a descri-
ção desses testes, a grande maioria dos laboratórios de
diagnóstico veterinário no país prossegue utilizando a SN
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ou, ocasionalmente, kits de ELISA importados para o di-
agnóstico sorológico do BoHV-1. Além disso, nenhum des-
tes trabalhos investigou a validade dos testes desenvolvi-
dos para o diagnóstico sorológico da infecção por BoHV-5.

 Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo
desenvolver e padronizar um teste de ELISA, com base
em anticorpos monoclonais (AcMs), para a detecção de
anticorpos contra BoHV-1 e/ou BoHV-5. Priorizou-se a uti-
lização de metodologia e reagentes acessíveis e de baixo
custo para, assim, abrir a possibilidade de o teste ser in-
corporado à rotina de laboratórios de diagnóstico.

MATERIAL E MÉTODOS
A padronização e validação do teste incluíram as seguintes
etapas: (1) Determinação do AcM adequado para sensibilizar
as placas; (2) Produção do antígeno; (3) Determinação das
diluições do antígeno e dos soros-teste; (4) Determinação do
ponto de corte; (5) Validação do ELISA testando-se amostras
de soro previamente testadas pela SN; (6) Cálculo da sensibi-
lidade, especificidade, valores preditivos positivo (VPP) e ne-
gativo (VPN) e concordância do teste de ELISA em compara-
ção com a SN.

Determinação do AcM para a sensibilização das placas.
Foram avaliados três AcMs produzidos no Setor de Virologia
da UFSM contra antígenos de BoHV-5 (2F9, 4E4, 3D6), mas
que reagem também com antígenos do BoHV-1 (Oldoni et al.
2004). Para tal, placas de poliestireno de 96 cavidades5 foram
incubadas a 4oC durante 18h com diluições de 1:500 a 1:32.000
de fluído ascítico de cada AcM em solução de carbonato/bicar-
bonato de sódio 50mM, pH9,6 (100μL/cavidade). A seguir foi
realizada uma lavagem com solução de PBS Tween 0,05% pH
7,2 e 1% de soro eqüino. Incubaram-se então as placas (300uL/
cavidade) a 37oC por 2h com solução de bloqueio (PBS pH 7,2 +
5% de soro eqüino). O anticorpo anti-IgG de camundongo, con-
jugado com a enzima horseradish peroxidase6 (HRP) (100μL/
cavidade, diluído 1:8.000 em solução de lavagem) foi adicio-
nado e incubado por 1h a 37oC, seguido de 3 lavagens e adi-
ção do substrato cromógeno tetramethylbenzidine TMB7

(100μL/cavidade). Após 15min, a leitura das placas foi realiza-
da em espectrofotômetro a 650nm (KPL 2005). O AcM que apre-
sentou o valor de DO (densidade ótica) mais adequado (4E4)
foi utilizado nas demais etapas de padronização do teste.

Produção do antígeno. Uma suspensão de proteínas solú-
veis de células de linhagem de rim bovino CRIB (Flores & Donis
1995) inoculadas com a cepa Cooper do BoHV-1 foi utilizada co-
mo antígeno. As células foram cultivadas em meio essencial mí-
nimo (MEM) adicionado de 2% de soro fetal bovino, 10.000UI/L
de penicilina, 0,2g/L de estreptomicina e 2,5mg/L de fungizona.
Frascos de 75cm2 contendo tapetes celulares confluentes fo-
ram inoculados com título viral de 107,5

 doses infectantes para

50% dos cultivos celulares (DICC50) e quando o efeito citopático
(ECP) atingiu cerca de 90% das células, o conteúdo total dos
frascos foi coletado. A infectividade viral foi inativada com so-
lução de BEI (2-bromoetilamina) seguindo protocolo adapta-
do de Silva et al. (2004). Após neutralização da BEI com
tiossulfato de sódio 1M pH 7,5 (0,32ml para 100ml de antígeno),
a solução foi centrifugada durante 10min a 2000 x g e o sobre-
nadante foi coletado e utilizado como antígeno. O antígeno
negativo foi produzido da mesma forma, utilizando-se células
CRIB não infectadas.

Determinação das diluições do antígeno e dos soros-
teste. Para determinar-se a concentração mais adequada do
antígeno, diluições na base 2 (1:5 a 1:40) em solução de lava-
gem (100μL/cavidade) foram adicionadas às cavidades previ-
amente bloqueadas e sensibilizadas com o AcM e incubadas
por 1h a 37oC, seguido de três lavagens. As amostras-teste
(soros bovinos positivos e negativos para BoHV-1 e BoHV-5
pela SN) diluídas 1:20 e 1:40 foram adicionadas (100μL/cavi-
dade) às cavidades previamente incubadas com as diferentes
diluições do antígeno, seguido de incubação de 1h a 37oC e
de três lavagens. A seguir, as placas foram incubadas por 1h a
37oC com um anticorpo anti-IgG bovina (diluído 1:60.000) con-
jugado com a enzima fosfatase alcalina8. Após cinco lavagens
com solução de Tris 0,01M, pH 9,6 adicionou-se o substrato
nitrofenilfosfato (pNPP9) na concentração de 1mg/mL. A leitura
foi realizada em espectrofotômetro a 405nm a intervalos de
10, 15, 20 e 30min após a adição do substrato, utilizando-se
EDTA 5%  para interromper a reação. Nesta etapa determi-
nou-se a diluição do antígeno e das amostras-teste, além do
tempo ótimo para a leitura (KPL 2005).

Determinação do ponto de corte. Para o cálculo do ponto
de corte, foram utilizadas 11 amostras de soro de animais pro-
venientes de rebanhos livres do BoHV-1 e 5. Essas amostras
foram testadas pelo ELISA de acordo com as condições
estabelecidas nas etapas anteriores. Resumidamente, as pla-
cas de poliestireno foram incubadas com o AcM 4E4 (100μL/
cavidade diluído 1:16.000) a 4oC em câmara úmida por 18h,
seguido de bloqueio durante 2h a  37oC. A metade das cavida-
des das placas foi adicionada de antígeno positivo (diluído
1:5, 100μl/cavidade) e o restante adicionado com o antígeno
negativo, seguido de incubação a 37oC por 1h; três lavagens e
incubação com as amostra-teste (100μL/cavidade, diluídas
1:20). Assim, cada amostra de soro foi testada em duplicata,
com antígeno positivo e negativo. A seguir, foram realizadas
três lavagens seguidas da incubação com o anticorpo secun-
dário anti-IgG bovina conjugado com a enzima fosfatase alca-
lina por 1h a 37oC. As placas foram lavadas e adicionadas do
cromógeno pNPP. Após 15min realizou-se a leitura da DO a
405nm. O valor da DO obtido de cada amostra nas cavidades
pré-incubadas com o antígeno negativo foi subtraído do valor
de DO obtido nas cavidades pré-incubadas com o antígeno
positivo. O ponto de corte estabelecido foi a média das DOs
das amostras padrão, negativas (após a subtração do valor da
DO das cavidades incubadas com o antígeno negativo), acres-
cida de três vezes o valor de desvio-padrão, o que confere um
nível de confiança de 99% (Frey et al. 1998).

Validação do teste. O teste ELISA foi validado pelo teste de
506 amostras de soro bovino pertencentes ao banco de soro do
Setor de Virologia da UFSM. As amostras foram testadas tam-
bém por SN, frente a BoHV-1 e BoHV-5. A técnica de SN foi
realizada de acordo com protocolos-padrão, testando-se as
amostras de soro diluídas 1:2 em duplicata frente a 100 DICC50

5 High binding 96 Well EIA/RIA Plate®, Corning Incorporated,
Chelmsford Street 900, Lowell, MA, USA.

6 Anti mouse IgG peroxidase conjugate®, Sigma Chemicals CO,
Spruce Street 3050, St Louis, MO, USA.

7 Tetramethylbenzidine®, Sigma Chemicals CO, Spruce Street 3050,
St Louis, MO, USA.

8 Anti bovine IgG alkaline phosphatase  conjugate®, Sigma Chemicals
CO, Spruce Street 3050, St Louis, MO, USA.

9 P-Nitrophenyl phosphate tablets®, Sigma Chemicals CO, Spruce
Street 3050, St Louis, MO, USA.



Pesq. Vet. Bras. 30(5):411-417, maio 2010

Fernando Viçosa Bauermann et al.414

das cepas Cooper (BoHV-1) e SV-507/99 (BoHV-5). Após incu-
bação da mistura soro + vírus por 2h a 37oC, adicionou-se uma
suspensão de células CRIB e incubaram-se as placas a 37oC
em estufa de CO2. A leitura foi realizada após 72h de incuba-
ção. Amostras negativas e positivas para anticorpos contra o
BoHV-1 e 5 foram utilizadas como controles. Considerando-se
os resultados da SN (para os respectivos vírus) como referên-
cia, foram calculadas a especificidade, sensibilidade, valores
preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) do ELISA e o índice
de concordância entre as duas técnicas (Toma & Vaillancourt
Jean-Pierre 1999).

RESULTADOS
Como primeira etapa de padronização do teste foram tes-
tados três AcMs para a sensibilização das placas. O AcM
que apresentou os maiores valores de DO  foi o 4E4 (Fig.1),
sendo então utilizado nas etapas seguintes. A diferença
de DO observada entre os AcMs pode ser atribuída a vári-
os fatores, incluindo concentrações diferentes das
imunoglobulinas nos fluídos ascíticos e diferentes níveis
de pureza, uma vez que foram utilizados fluídos ascíticos
não purificados.  Outro fator que pode estar envolvido com
as diferentes DOs de cada AcM é a possível diferença de
afinidade química dos anticorpos com a superfície da pla-
ca (KPL 2005). A diluição selecionada para uso foi de
1:16.000, diluição imediatamente superior ao platô de rea-
ção (KPL 2005).

Fig.2. Média da densidade óptica (XDO) de amostras de soro
positivas (A) e negativas (B) para anticorpos contra os
herpesvírus bovino tipo 1 (BoHV-1) e/ou tipo 5 (BoHV-5),
diluídas 1:20 e 1:40 frente a diferentes diluições do antígeno.

Fig.1. Média da densidade óptica (XDO) das diluições dos AcMs
testados (2F9, 4E4, 3D6) para a sensibilização das placas
de ELISA.

Após a seleção do AcM, testaram-se as diluições do
antígeno e das amostra-teste, utilizando-se várias combi-
nações entre essas variáveis (Fig.2). Verificou-se uma
pequena variação entre os resultados, mas os valores mais
elevados da DO para amostras positivas foram obtidos
com a combinação da diluição de 1:5 do antígeno com a
diluição de 1:20 das amostras teste. Nessa combinação
não verificaram-se reações inespecíficas em níveis mais
elevados do que as observadas em diluições maiores.

Após a padronização das etapas mencionadas partiu-
se para a  validação do teste. Para tal, 506 amostras de
soro bovino foram testadas pela SN frente ao BoHV-1 e
frente a BoHV-5, e pelo ELISA, comparando-se então os
resultados (Quadros 1-2).

Quando os resultados do ELISA foram comparados com
a SN realizada frente ao BoHV-1 cepa Cooper (Quadro 1)

Quadro 1. Resultados dos testes de ELISA e
soroneutralização (SN) para anticorpos contra o BoHV-1

em amostras de soro bovino

ELISA SN BHV-1 Total
Positivo (%) Negativo (%)

Positivo (%) 204a (40,3) 5b (0,98) 209a+b (41,3)
Negativo (%) 7c (1,38) 290d (57,3) 297c+d (58,7)

Total 211 a+c (41,7) 295b+d (58,3) 506a+b+c+d (100)

Sensibilidade relativa: (a) / (a+c) x 100=204/211x100=96,6%.
Especificidade relativa: (d) / (b+d) x 100=290/295x100=98,3%.
Valor preditivo positivo: (a) / (a+b) x 100=204/209x100=97,6%.
Valor preditivo negativo: (d) / (c+d) x 100=290/297x100=97,6%.
Concordância: (a+d) / (a+b+c+d) x 100=494/506x100=97,6%.
Kappa = precisão observada (PO)- precisão esperada (PE)/1-

PE=0,456/0,477=0,95.

Quadro 2. Resultados dos testes de ELISA e
soroneutralização (SN) para anticorpos contra BoHV-5 em

amostras de soro bovino

ELISA SN BHV-5 Total
Positivo (%) Negativo (%)

Positivo (%) 202a (39,9) 6b (1,1) 208a+b (41,1)
Negativo (%) 12c (3,3) 286d (56,5) 298c+d (58,9)

Total 214a+c (42,3) 292b+d (57,7) 506a+b+c+d (100)

Sensibilidade relativa: (a) / (a+c) x 100=202/214x100=94,3%.
Especificidade relativa: (d) / (b+d) x 100=286/292x100=97,9%.
Valor preditivo positivo: (a) / (a+b) x 100=202/208x100=97,1%.
Valor preditivo negativo: (d) / (c+d) x 100=286/298x100=95,9%.
Concordância: (a+d) / (a+b+c+d) x 100=488/506x100=96,4%.
Kappa = precisão observada (PO)- precisão esperada (PE)/1-

PE=0,451/0,487=0,92.
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verificou-se que 204 amostras (40,3%) apresentaram resul-
tados positivos nos dois testes; enquanto 290 amostras
(57,3%)  foram negativas em ambos. No total, 494/506
(98,0%) resultados foram concordantes nos dois testes. Doze
amostras (2,4%) apresentaram resultados discordantes, sendo
cinco delas (0,98%) positivas apenas no ELISA; e sete posi-
tivas apenas na SN (1,4%). Ou seja, o ELISA falhou em
detectar 1,4% das amostras que possuíam anticorpos
neutralizantes (potencialmente falsos negativos) e detectou
como positivas menos de 1% (0,98%) de amostras negati-
vas na SN (potencialmente falsos positivos). Comparando-
se com os resultados da SN frente ao BoHV-1, o ELISA
apresentou sensibilidade de 96,6% e especificidade de 98,3%.
O VPP e VPN foram de 97,6%. A concordância entre as
técnicas foi de 97,6% e índice de correlação kappa foi de
0,95, o que demonstra um alto grau de excelência do teste
(Toma & Vaillancourt Jean-Pierre 1999).

Ao comparar-se os resultados do ELISA com a SN re-
alizada frente a BoHV-5, cepa SV-507/99 (Quadro 2), veri-
ficou-se que 202 amostras (39,9%) foram positivas nos
dois testes e 286 (56,5%) resultaram negativas em am-
bos. Os resultados dos dois testes concordaram em 96,4%
(488/506) das amostras. Verificou-se que 12 amostras
(2,4%) foram positivas apenas na SN e seis (1,2%) foram
positivas apenas no ELISA.  Ou seja, o ELISA resultou
em 2,4% de supostos falsos negativos e em 1,2% de pos-
síveis falsos positivos em relação a SN. Na comparação
com a SN para BoHV-5, o ELISA  apresentou sensibilida-
de de 94,3%, especificidade de 97,9%, VPP de 97,1% e
VPN de 95,9%. O índice de correlação de 0,92 observado
demonstra um alto grau de excelência do teste (Toma &
Vaillancourt Jean-Pierre 1999).

Dentre as 12 amostras que foram negativas no ELISA
e positivas na SN para BoHV-5, seis (50%) também foram
positivas para o BoHV-1 apenas na SN. Esses resultados
sugerem que estas amostras realmente são positivas para
anticorpos contra um destes vírus, porém, provavelmente
apresentam títulos baixos de anticorpos, e devido ao ele-
vado ponto de corte não foram identificadas como positi-
vas no ELISA. O número de amostras positivas para BoHV-
5 apenas no ELISA foi de seis (1,18% do total). Dentre
estas,  três (50%) foram também positivas apenas no
ELISA quando comparado com a SN para o BoHV-1. Como
a SN detecta apenas anticorpos com atividade neutrali-
zante, é possível que estas amostras contivessem níveis
baixos de anticorpos com atividade neutralizante, indetec-
táveis na SN e apenas detectadas no ELISA.

DISCUSSÃO
O presente artigo relata a padronização e validação de um
ELISA com base em AcM para a detecção de anticorpos
séricos que reagem com BoHV-1 e BoHV-5. O ensaio de-
senvolvido apresenta como principais propriedades: facili-
dade e simplicidade de padronização e execução; custo
baixo; baixa freqüência de falsos positivos e falsos nega-
tivos; aplicabilidade para a detecção de anticorpos que
reagem contra BoHV-1 e/ou BoHV-5. Essas propriedades

o credenciam a ser utilizado na rotina de diagnóstico soro-
lógico desses dois vírus, podendo representar uma alter-
nativa para a SN e também em substituição a kits de ELISA
importados.

Testes imunoenzimáticos do tipo ELISA, em diversas
variações e configurações, são amplamente utilizados na
Europa e nos Estados Unidos para a identificação de ani-
mais soropositivos para o BoHV-1, e também na vigilância
em países que erradicaram o agente (Wellenberg et al.
2001, Ackermann & Engels 2006). Um número de artigos
relata a avaliação da sensibilidade e especificidade des-
tes testes, entre si, e em comparação com a SN, conside-
rado o teste padrão (Bratanich et al. 1990, Kramps et al.
1993, Perrin et al. 1993).  Em geral, testes de ELISA apre-
sentam sensibilidade levemente superior a SN, mas o in-
verso também tem sido relatado (Bratanich et al. 1990,
Kramps et al. 1993, Perrin et al. 1993, Kramps et al. 2004).

No Brasil, a utilização do ELISA no diagnóstico soroló-
gico do BoHV-1 ainda é restrita devido a necessidade de
importação dos kits, o que torna o seu custo elevado.  No
país já foram padronizados alguns testes de ELISA para a
detecção de anticorpos contra o BoHV-1 (Teixeira et al.
2001, Ferrera et al. 2005). No entanto, esses testes não
estão disponíveis comercialmente nem são disponibiliza-
dos a outros laboratórios.  Além disso, os resultados des-
ses ensaios não foram validados para verificar se detec-
tam anticorpos que reagem com BoHV-5 na SN, vírus que
também apresenta uma ampla disseminação no rebanho
bovino do país e que reage sorologicamente com o BoHV-
1 (Bratanich et al. 1991, Teixeira et al. 1998, Vogel et al.
2002). Dessa forma, a grande maioria dos laboratórios de
diagnóstico virológico no país continua utilizando a SN
como teste sorológico para esses vírus, não obstante as
dificuldades e restrições que o teste apresenta, sobretudo
a dificuldade de teste de um grande número de amostras
(Flores 2007).

O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver um
teste prático, de custo acessível de fácil produção e exe-
cução. Além disso, priorizou-se a necessidade de detec-
tar-se amostras que reagissem contra BoHV-5 com
especificidade e sensibilidade semelhantes ao BoHV-1.
Pela dificuldade de obtenção de antígenos virais e AcMs
com alto grau de pureza, optou-se por desenvolver um
ELISA sanduíche, de acordo com recomendações técni-
cas  (KPL 2005). Uma etapa da padronização do ensaio
envolveu o teste de amostras de soro frente a cavidades
sensibilizadas com proteínas de células infectadas
(antígeno positivo) e não-infectadas (antígenos negativo),
para obter-se o valor basal de reação com as proteínas
celulares. Dessa forma, excluiu-se do cálculo o valor de
DO referente ao background de reações não-específicas.
Essa estratégia mostrou-se eficiente, pelo alto nível de
concordância observado entre o ELISA e a SN.

O teste de ELISA de bloqueio desenvolvido por Teixeira
et al. (2001) utilizou antígeno não purificado para a
sensibilização das placas, e não realizou-se o bloqueio de
ligações inespecíficas. Isso provavelmente contribuiu para
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o número considerável de reações inespecíficas, o que
reduziu a especificidade do teste para aproximadamente
89%. O valor de sensibilidade (94,7%) também ficou abai-
xo daquele obtido no presente trabalho (96,6% para o BoHV-
1). Este ensaio também não foi comparado com a SN fren-
te a BoHV-5.

No trabalho de Ferrera et al. (2005), obtiveram-se valo-
res elevados de sensibilidade (98,3%) e especificidade
(95,2%) quando comparou-se com a SN frente ao BoHV-1,
com intervalo de confiança de 95%. A sensibilidade foi
levemente superior ao do presente trabalho (96,6%), po-
rém a especificidade foi inferior (98,3%). A maior especifi-
cidade no presente ELISA pode ser parcialmente devida à
subtração do background de reação das amostras frente à
antígeno negativo. Além disso,  a metodologia utilizada
para a purificação do antígeno naquele trabalho foi bastan-
te complexa, envolvendo separação em frações e trata-
mento separado para cada fração. Esta complexidade difi-
culta a produção e execução do teste em grande escala.
O ensaio desenvolvido por Ferrera et al. (2005) também
não foi comparado com a SN frente a BoHV-5.

No presente trabalho, o ELISA padronizado apresentou
correlação de 97,6% com a SN para o BoHV-1 e de 96,4%
com a SN para BoHV-5. A diferença de correlação com a
SN para os dois vírus pode ser, em parte, devida à utiliza-
ção de antígenos da cepa Cooper (BoHV-1) no teste. Isso
poderia levar a detecção de um número maior de animais
com anticorpos contra o BoHV-1. Animais previamente
infectados pelo BoHV-1 e que possuíam títulos neutrali-
zantes baixos, poderiam ser negativos na SN frente a
BoHV-5, mas seriam detectados no ELISA.

Dentre o total de 506 amostras, 485 (95,8%) tiveram
resultados iguais no ELISA e SN frente a BoHV-1 e BoHV-
5. Isso demonstra que mesmo com a utilização de uma
cepa de BoHV-1 (Cooper) como antígeno, a semelhança
antigênica entre BoHV-1 e BoHV-5 possibilita uma identifi-
cação, com alta sensibilidade, de animais soropositivos
para cada um e/ou para ambos agentes.

As pequenas diferenças antigênicas existentes entre
BoHV-1 e BoHV-5 podem resultar em títulos diferentes na
SN, que são detectáveis quando amostras de soro de ani-
mais infectados por um destes vírus são testadas em pa-
ralelo frente aos dois (Holz et al. 2009). Por isso, às vezes
é possível inferir a especificidade da atividade neutralizante
detectada no soro, com base na comparação dos títulos
frente aos dois agentes (Teixeira et al. 1998, Vogel et al.
2002). No entanto, essa diferenciação nem sempre é pos-
sível, e uma parcela considerável de amostras com
anticorpos neutralizantes reage em diluições iguais tanto
com o BoHV-1 quanto com BoHV-5 (Flores 2009).  Como
o teste aqui desenvolvido produz resultados apenas quali-
tativos (positivo/negativo), não permite a diferenciação
entre os dois agentes. Ou seja, resultados positivos no
ELISA indicam a presença de anticorpos contra um des-
tes vírus (e que reagem também com o outro) ou, ocasio-
nalmente, contra os dois vírus, em casos de coinfecção.

As pequenas diferenças de sensibilidade e especifici-

dade observadas quando se compararam os resultados do
ELISA com a SN frente a BoHV-1 e BoHV-5 a priori, não
comprometem a utilização do ensaio, pois mesmo a SN
quando realizada frente aos dois vírus (e mesmo frente a
diferentes isolados do mesmo vírus) apresenta um per-
centual significativamente maior de resultados discordan-
tes (Roehe et al. 1997, Holz et al. 2009).

Do ponto de vista epidemiológico, a dificuldade de dis-
tinção sorológica entre BoHV-1 e BoHV-5 impossibilita o
conhecimento acerca da  prevalência e distribuição de cada
um destes agentes, sobretudo em rebanhos onde os dois
vírus circulam, como é o caso do Brasil. Do ponto de vista
de controle, no entanto, a impossibilidade de diferencia-
ção sorológica não possui uma repercussão tão relevante,
pois as medidas de combate recomendadas para os dois
agentes são semelhantes, devido às suas semelhanças
biológicas e epidemiológicas (Flores 2007).

Dessa forma,  o teste padronizado apresenta as propri-
edades desejáveis em um teste sorológico e pode, assim,
ser utilizado em substituição a SN e aos kits de ELISA
importados na rotina laboratorial. Dentre os usos potenci-
ais do teste destacam-se estudos soro-epidemiológicos,
monitoramento de rebanhos e diagnóstico individual. Even-
tualmente, este ensaio pode ser utilizado em programas
de combate às infecções por BoHV-1 e BoHV-5, seja em
nível de rebanho ou em nível regional ou nacional.
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