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NOTA PRÉVIA

Comparação das técnicas de ELISA indireto e de
soroneutralização na detecção de anticorpos contra
o BHV-1 em amostras de soro bubalino (Bubalus bubalis)

Comparison of a commercial enzyme immune assay
(ELISA) and serum neutralization techniques for
the detection of antibodies against BHV-1 in buffaloes
(Bubalus bubalis) sera
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RESUMO

O desempenho de um ELISA comercial (Bovine Rhinotracheitis virus antibody test Kit, Herdcheck®, IDEXX Laboratories Inc., USA)
para a identificação de anticorpos anti-herpesvírus bovino tipo 1 (BHV-1), em soro bovino, foi avaliado em 133 amostras de soro de
búfalos (Bubalus bubalis), sem histórico de vacinação para IBR, da Região do Vale do Ribeira, Estado de São Paulo. Tomando-se a
técnica de soroneutralização como referência, o ELISA indireto apresentou sensibilidade e especificidade relativa de 97,14 e 46,03%,
respectivamente. A concordância estimada pelo índice kappa, entre os dois métodos, foi de 0,44 IC (0,29-0,59), utilizando um intervalo
de confiança de 95%.

UNITERMOS: Rinotraquite infecciosa bovina; ELISA; Búfalos, Bubalus bubalis.

Rinotraqueíte Infecciosa Bovina (IBR), causada pelo
herpesvírus bovino tipo 1 (BHV-1), tem acarretado gran-
des prejuízos econômicos nos rebanhos bovinos, princi-

palmente em decorrência de infecções respiratórias e de altera-
ções reprodutivas1,2.

Devido a sua grande especificidade e sensibilidade, a téc-
nica de soroneutralização tem sido utilizada como referência no
sorodiagnóstico do BHV-1; entretanto, esta prova possui uma sé-
rie de desvantagens relacionadas ao uso do cultivo celular, como,
por exemplo, a infra-estrutura e o pessoal especializado necessá-
rio a sua realização, o tempo gasto para o seu processamento e a
existência de amostras de soro tóxicas que impossibilitam a inter-
pretação dos resultados3.

O teste de ELISA indireto tem sido aplicado na detecção
de anticorpos contra o BHV-1 em bovinos, pois, além de apresentar
uma elevada concordância (kappa = 0,94) com a soroneutralização,
é uma prova rápida, de fácil execução e que pode ser automatizada,
simplificando os inquéritos epidemiológicos4,5.

Em búfalos, a literatura tem mencionado o uso do ELISA
indireto empregando conjugado dirigido para a IgG bovina6,7 na
pesquisa de anticorpos contra o BHV-1, porém, nestes trabalhos
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não foi verificada a concordância entre as provas de ELISA indi-
reto e a soroneutralização.

Molnár et al.8 testaram um ELISA indireto comercial na
detecção de anticorpos anti-BHV-1 concebido, originalmente,
para bovinos (Svanovir®, IBR EIA Kit, Uppsala, Suécia) nos
soros de bubalinos. Estes autores avaliaram 10 amostras de soro
de búfalos para as provas de soroneutralização e para o ELISA
indireto e obtiveram uma concordância de 100% entre as duas
provas.

O objetivo do presente trabalho foi analisar o desempe-
nho de um kit comercial de ELISA (Rhinotracheitis virus antibody
test kit, HerdCheck®, IDEXX Laboratories Inc., USA), desen-
volvido para detectar anticorpos bovinos contra o BHV-1, na
detecção de anticorpos contra o mesmo vírus em amostras de so-
ros de búfalos (Bubalus bubalis). O teste ELISA para a detecção
de anticorpos contra BHV-1 em búfalos foi executado e interpre-
tado conforme recomendado pelo fabricante.

Para tanto, foram utilizadas 133 amostras de soros de
búfalos fêmeas da raça Murrah e suas cruzas, em idade de repro-
dução (3 a 16 anos), não vacinadas contra IBR, pertencentes a 11
rebanhos da região do Vale do Ribeira, SP.
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A microtécnica de soroneutralização foi realizada com
células MDBK (Madin Darby Bovine Kidney) empregando 100
TCID 50% do protótipo viral Los Angeles do BHV-1. A incuba-
ção do vírus/soro foi completada em 1 hora a 37ºC, em atmosfera
de 5% de CO2, segundo a metodologia descrita por Britsch9. A
leitura final foi efetuada em 72 horas. O ponto final da reação foi
determinado pela maior diluição do soro capaz de inibir 100% do
efeito citopático induzido pelo BHV-1 nas células MDBK. O ani-
mal foi considerado positivo quando o título do soro foi maior ou
igual a 8.

A concordância entre as duas técnicas foi calculada atra-
vés do índice kappa10.

Na Tab. 1, estão expostos os resultados do sorodiagnóstico
de IBR obtidos pelas técnicas de soroneutralização e ELISA indi-
reto nas amostras de soro de búfalo.

Tomando-se a soroneutralização como referência, o
ELISA indireto apresentou sensibilidade relativa de 97,14% (68/
70 x 100) e especificidade relativa de 46,06% (29/63 x 100). A
baixa especificidade do ELISA em relação à soroneutralização
poderia ser atribuída ao fato de que esta última detecta apenas
anticorpos relacionados ao fenômeno de neutralização. Em
contrapartida, a técnica de ELISA indireto detecta qualquer
anticorpo direcionado contra proteínas estruturais e não-estrutu-
rais do BHV-1. A capacidade de o ELISA indireto gerar sinal a
partir de quantidades muito pequenas de anticorpos também po-
deria explicar a sua aparente perda de especificidade em relação à
soroneutralização. Outras causas da perda de especificidade po-
deriam estar associadas a eventual ocorrência de interações não-
imunológicas (ruídos decorrentes da adsorção de IgG de búfalo
ou de conjugado anti-IgG bovina a microplaca) ou de reações cru-
zadas com anticorpos produzidos após a infecção dos búfalos com
outro vírus antigenicamente relacionado ao BHV-1.

O índice kappa encontrado, com um intervalo de confian-
ça de 95%, entre as provas de ELISA indireto e a soroneutralização

foi de 0,44, o que indica um grau regular de concordância entre as
duas técnicas11, apesar de Krakker e Goel12 terem demonstrado que
as subclasses de IgG (1 e 2) de búfalo (Bubalus bubalis) e de bovi-
no compartilham propriedades físico-químicas e biológicas, além
de serem relacionadas antigenicamente.

Estes resultados diferem fortemente dos obtidos por
Médici5, que acharam um kappa de 0,94 quando o mesmo sistema
de ELISA indireto (HerdCheck®) foi comparado com a
soroneutralização na pesquisa de anticorpos contra o BHV-1 em
bovinos.

Ao pesquisar anticorpos anti-BHV-1 em búfalos, empre-
gando um kit de ELISA indireto para detecção de anticorpos em
bovinos, Molnár et al.8 encontraram uma concordância de 100%
entre os testes de ELISA e soroneutralização. A patente divergên-
cia desses resultados em relação àqueles obtidos no presente tra-
balho poderia ser justificada pelo fato de que estes autores testa-
ram somente 10 amostras de soro e por terem utilizado um kit
comercial diferente.

Os dados obtidos com 133 soros bubalinos indicam que o
Kit HerdCheck®, IDEXX Laboratories Inc., USA, originalmente
desenvolvido para bovinos, não deve ser aplicado para a pesquisa
de anticorpos contra o BHV-1 em búfalos.

Soroneutralização

ELISA (HerdCheck®) Reagente Não Reagente Total

Reagente 68 34 102

Não Reagente 2 29 31

Total 70 63 133

Tabela 1
Sorodiagnóstico de Rinotraqueíte Infecciosa Bovina (IBR) em búfalos
(Bubalus bubalis), pelas técnicas de Soroneutralização e ELISA indireto.
São Paulo, 2001.

SUMMARY

The performance of a commercial ELISA (Bovine Rhinotracheitis virus antibody test Kit, Herdcheck®, IDEXX Laboratories
Inc., USA) designed to detect the presence of antibody to the Bovine Herpesvirus type 1 (BHV-1) in bovine serum, was evaluated
in samples of buffaloes (Bubalus bubalis) serum. Sera of 133 buffaloes without IBR vaccination were performed both by
ELISA and standard serum neutralization technique. Sensitivity and specificity of ELISA were 97.14% and 46.03%, respectively.
The estimated concordance between two serologic diagnostic methods by kappa index was 0.44 IC (0.29-0.59) using 95%
confidence level.

UNITERMS: Infections bovine rhinotracheites; ELISA; Buffaloes, Bubalus bubalis.
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