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Comunicacao

[Communication]

Padronizagao da técnica de imunoistoquimica para o diagnéstico etiolégico
de rotina da diarréia bovina a virus

[Bovine viral diarrhea diagnostic: immunohistochemistry standardization for routine]
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O diagnostico de rotina das infecg¢des pelo virus
da diarréia bovina a virus (BVDV) é comumente
feito por meio de sinais clinicos, presenca de
lesdes macro e microscopicas compativeis e pelo
isolamento viral em fluidos corporais, excre¢oes
ou tecidos infectados (Baszler et al.,, 1995).
Métodos alternativos, como a imunoistoquimica,
tém sido desenvolvidos com o intuito de
aumentar a rapidez do diagnéstico da BVD. Essa
técnica ja foi utilizada com sucesso para a
identificagdo do BVDV em animais acometidos
pelas diversas sindromes poés-infeccdo viral,
incluindo a doenca das mucosas aguda ou
cronica (Liebler-Tenorio et al., 2000), doenca
respiratoria (Bazsler et al., 1995), infeccdes
fetais (Fredriksen et al., 1999) ¢ abortos (Thiir et
al., 1997). Mais recentemente, foi utilizada como
método de triagem em bezerros recém-nascidos a
partir de biopsias de pele para a detecgdo de
animais  persistentemente  infectados  (PI),
podendo ser empregada na rotina por ser de boa
acuracia e economicamente viavel (Grooms e
Keilen, 2002). Este trabalho teve como objetivo
determinar o melhor protocolo para aplicacdo da
imunoistoquimica no diagnéstico de rotina da
BVD.

O teste foi padronizado a partir de amostras
parafinadas provenientes de uma novilha
holandesa com doenga das mucosas, empregando
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amostras de intestino delgado, esofago,
orofaringe e lingua. O teste foi validado com
amostras provenientes de um animal infectado
experimentalmente e amostras de um feto
abortado com suspeita clinica para a BVD.

A inoculag@o experimental foi realizada em um
bezerro recém-nascido, sem ingestdo de colostro
e soronegativo para BVD (testado pelo ensaio de
soroneutralizagdo), com 2ml da amostra
citopatogénica, CP/NADL 1422' (Tissue Culture
Infective Dosis/TCID50 = 10°%/50ul) e 2ml da
amostra ndo citopatogénica, NCP/NY-1 524!
(TCID50 = 10°/50ul) pela via intranasal e 4ml de
cada amostra por via oral. O animal foi mantido
isolado em baia medindo 3m x 2m, com cama de
feno e, diariamente, foi alimentado com quatro
litros de leite. Sete dias pods-infeccdo, foi
sacrificado e submetido a necropsia.

Do animal inoculado, foram coletados
fragmentos dos intestinos, linfonodos, lingua,
baco, pulmdes e coragdo. Do feto abortado,
foram retirados fragmentos dos pulmoes, coragdo
e rins. Controles negativos testados para a
presenga do BVDV pela RT-PCR? incluiram
fragmentos dos intestinos, esofago e lingua de
animais de abatedouro. As amostras foram
processadas segundo técnicas histologicas de
rotina (Luna, 1968).
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Sec¢des de 4um foram submetidas ao teste de
imunoistoquimica. Foram utilizados  dois
anticorpos monoclonais, o Pan-pestivirus anti-
BVD DE9 (Mab PP)’ e o anticorpo monoclonal
Px (Mab Px)*, um pool desses anticorpos e um
anticorpo policlonal (Pab). Foram utilizados os
anticorpos secundarios anticamundongo
peroxidase, anticabra peroxidase e proteina G
peroxidase e um kit comercial, LSAB’. Todos
esses reagentes foram aplicados as secgdes em
diluigdes, temperatura e tempos de incubagdo
variados. Em todas as reagdes foi adicionado um
controle negativo. Para verificar as marcagdes
inespecificas, os anticorpos primarios foram
substituidos por PBS em sec¢des de controle
positivo.

A atividade da peroxidase foi visualizada
utilizando-se o0s cromogenos 3-amino-9-etil-
carbazol (AEC) e 3,3 diaminobenzidina
tetrahidrocloreto (DAB). Para contracoloragdo
foi utilizada hematoxilina de Mayer. A leitura
das laminas foi realizada em micoscopia otica de
luz invertida, e registros foram realizados com
camera fotografica.

A reacdo com os anticorpos monoclonais, ao
contrario do anticorpo policlonal utilizado,
revelou marcagdo especifica focal forte e
inespecifica discreta. Como reagente secundario,
o kit LSAB forneceu maior amplificagdo do
sinal, possibilitando trabalhar com dilui¢des de
até 1:400 para anticorpos monoclonais e de até
1:3600 para anticorpo policlonal. O cromogeno
DAB mostrou maior eficiéncia de deteccdo do
que o cromogeno AEC.

A imunolocalizagdo do virus da BVD foi
demonstrada por ambos, anticorpo policlonal e
anticorpos ~ monoclonais  utilizados.  Sua
distribui¢do nas sec¢des amostradas do animal
com doenga das  mucosas  ocorreu,
principalmente, nas areas de mucosa do trato
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gastrintestinal superior e inferior (Fig. 1, A e B),
células do sistema fagocitico-mononuclear (Fig.
I, C e D) e regido perivascular. Em todas as
seccOes analisadas, houve marcagdo especifica
de células inflamatorias nos  espagos
perivasculares e células musculares lisas da
parede de vasos sangiiineos. Células endoteliais
de vaso sangiliineo também apresentaram
marcagdo especifica para o antigeno da BVD
(Fig.1E). Para todas as reagdes testadas, ndo
houve marcacdo especifica dos controles
negativos (Fig. 1F).

Na Tab. 1 pode-se observar o resultado obtido
pela reagdo de imunoistoquimica para as
amostras do bezerro infectado
experimentalmente e o feto suspeito para a BVD,
proveniente de aborto. Nessa reacdo utilizaram-
se 0 pool de Mabs na diluigdo de 1:200 e o kit
LSAB/DAB.

Os anticorpos monoclonais, usados
separadamente ou como um pool, reconheceram
o antigeno viral nos cortes analisados. Trabalhos
atuais de detecgdo do BVDV  com
imunoistoquimica  utilizam um pool de
anticorpos monoclonais, eliminando o problema
da monoespecificidade (Baszler et al., 1995;
Liebler-Tenorio et al., 2000).

O kit LSAB, utilizado como método de
amplificagdo do sinal, mostrou-se altamente
sensivel. Segundo o fabricante, ele aumenta em
até oito vezes a sensibilidade alcancada pelo
complexo avidina-biotina (ABC), que ¢ mil vezes
mais sensivel do que os métodos diretos de
marcagdo imunoenzimatica (Haines e Clark,
1991).

Na avaliagdo dos cromogenos, na diluigdo
padronizada mais eficaz para os Mabs PP ¢ Px,
obteve-se melhor eficiéncia de deteccdo com a
utilizagdo do DAB. A diaminobenzidina é o
substrato mais comumente utilizado em ensaios
de detecgdo enzimatica e € um dos mais sensiveis
para a peroxidase (Harlow e Lane, 1988).
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Figura 1. Deteccdo do antigeno de BVDV pelo método de imunoistoquimica. Cromogeno DAB;
contracoloragdo por hematoxilina de Mayer. 1A - células epiteliais de criptas intestinais, 55,0%; 1B —
detalhe de marcagdo especifica em células epiteliais de criptas intestinais, 550,0x; 1C — células
mononucleares de infiltrado inflamatério na mucosa intestinal, 275,0x; 1D — detalhe de células
mononucleares de infiltrado inflamatdério na mucosa intestinal, 1353,0x (1A a 1D — cortes histologicos
provenientes de novilha com doenca das mucosas); 1E - células endoteliais de vasos sangiliineos nos
septos de conjuntivo presentes entre os feixes de musculo cardiaco. Seccdo de coragdo proveniente do
bezerro inoculado experimentalmente, 550,0%; 1F - controle negativo da reacdo em sec¢@o de intestino na
regido de criptas intestinais, 135,0x.
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Tabela 1. Resultado da reagdo de imunoistoquimica em 6rgéos do bezerro inoculado experimentalmente e

feto suspeito para a BVD, proveniente de aborto

Orgdo Bezerro inoculado Feto Imunolocalizagdo
Células epiteliais das criptas intestinais; células mononucleares
Intestinos P NA no espago perivascular de vasos da regido submucosa e muscular
externa
Linfonodos P NA Células mononucleares no seio subcapsular e capsula do 6rgao
Lingua N NA
Baco P NA Linfécitos e macrofagos na polpa vermelha
~ Células epiteliais de revestimento de bronquios e bronquiolos;
Pulmoes P P B
células da parede de vasos
~ Células mononucleares entre feixes de musculo cardiaco; células
Coragao P P L
musculares e endoteliais de vasos
Rins NA P Tubulos e glomérulos renais

P = positivo, NA = ndo amostrado, N = negativo.

A andlise da distribuicdo do antigeno viral da
BVD ndo foi diferente quando foram usados
anticorpos policlonais ou monoclonais. Haines et
al. (1992) compararam o uso de anticorpo
policlonal e monoclonal em ensaio de
imunoistoquimica para a detec¢do do BVDV em
45 casos clinicos de doenga das mucosas e
observaram que houve idéntica distribuigdo de
marcagdo especifica em todos os casos testados.
Neste estudo, entretanto, a marcagdo inespecifica
minima observada com a utiliza¢do de anticorpos
monoclonais facilitou a leitura das laminas,
possibilitando um diagndstico mais rapido e
seguro.

A distribuicdo do BVDV nos tratos
gastrintestinal superior e inferior do animal com
doenca das mucosas foi similar aquela
demonstrada em experimentos anteriores de
deteccdo do antigeno da BVD pela
imunoistoquimica (Baszler et al., 1995; Liebler-
Tenorio et al., 2000). O BVDV demonstrou forte
tropismo pelo tecido epitelial do trato
gastrintestinal superior e inferior, e suas principais
células-alvo foram os linfocitos, plasmocitos e
macrofagos. Na literatura, tem sido amplamente
demonstrado o tropismo do BVDV por células do
sistema  fagocitico-mononuclear e  células
epiteliais, especialmente a mucosa intestinal
(Thiir et al., 1997; Njaa et al., 2000). Também foi
possivel detectar o antigeno em células
inflamatorias na regido perivascular e em células
musculares e endoteliais de vasos, como ja
demonstrado anteriormente por outros estudos
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(Fredriksen et al., 1999; Liebler-Tenorio et al.,
2000).

A distribui¢do do antigeno nos 6rgios do bezerro
inoculado experimentalmente foi consistente
com achados descritos na literatura. Estudos
anteriores de inoculagdo experimental em
bovinos (Spagnuolo-Weaver et al., 1997)
comprovaram o tropismo do BVDV pelos
linfonodos, trato gastrintestinal inferior e
superior, além de macréfagos e linfocitos. A
distribui¢do do BVDV nas sec¢des dos pulmdes,
coracdo ¢ rins do feto abortado também foi
observada em outros trabalhos feitos com fetos
bovinos provenientes de casos de aborto (Baszler
et al., 1995; Thiir et al., 1997; Fredriksen et al.,
1999). Segundo Baszler et al. (1995), o antigeno
da BVD localiza-se, principalmente, no
citoplasma de células inflamatorias
mononucleares circulantes (figado, pulmdes e
baco) e nos ductos coletores dos rins. Thiir et al.
(1997) mostraram o tropismo do BVDV pelo
epitélio (tratos gastrintestinal e respiratdrio, pele
e glandulas), além de células da parede de vasos
sangiiineos.

A técnica de imunoistoquimica apresenta-se
como importante ferramenta de diagnodstico
aplicada ao procedimento de rotina para
identificagdo do agente etiolégico da BVD e,
conseqiientemente, no controle dessa
enfermidade.

Palavras-chave: bovino, diarréia bovina a virus,
imunoistoquimica
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ABSTRACT

The immunohistochemistry standardization for bovine viral diarrhea virus (BVDV) diagnostic was
described. The formalin-fixed tissue samples from a heifer with mucosal disease were used as positive
control. The validation of the first phase results was performed using samples from an aborted fetus and
a calf infected with reference strains of BVDV. The best results were seen using monoclonal antibodies
and a commercial kit consisting of labelled streptavidin biotin (LSAB) reagents and the diaminobenzidine
(DAB) substrate-chromogen reagent. The immunohistochemistry demonstrated to be an useful method for
routine diagnosis for the controll and detection of BVDV infection.

Keywords: bovine viral diarrhea, virus, immunohistochemistry
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