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 POTÊNCIA para vacinas inativadas bovinas que contenham 
herpesvírus bovino 1 (BoHV-1) agente causal da

Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR)

1. INTRODUÇÃO

O herpesvírus bovino 1 (BoHV-1), agente etiológico da rinotraqueite infecciosa bovina/vulvovaginite postular infecciosa (RIB/VPI), doença do gado bovino doméstico e selvagem que provoca um amplo leque de manifestações clínicas que incluem, rinotraqueite, vulvovaginite, balanopostite postular infecciosa, conjuntivite, aborto, enterite e encefalite (1, 2, 3). 


Na infecção respiratória e genital, o vírus se estabelece de forma latente nos gânglios nervoso. O estresse podem induzir a reativação da infecção latente e o vírus pode excretar-se de modo intermitente (1, 3). 


A infecção induz uma resposta de anticorpos e uma resposta imune celular em 7 a 10 dias. Os anticorpos neutralizantes podem persistir até 5 anos depois da infecção, mas são necessárias reestimulações (reativação ou vacinação) para manter seus títulos a níveis detectáveis pela técnica de neutralização viral. Pelo contrário, os anticorpos totais, avaliados pelo ELISA, permanecem detectáveis durante a vida toda (24). 


Em termos gerais, as vacinas evitam a manifestação de sintomas clínicos graves e reduzem a liberação do vírus depois da infecção, mas não evitam a infecção (1,2). Em vários países da Europa estão sendo realizandas campanhas de erradicação com ou sem vacinação (obrigatórias e/ou voluntárias). Noruega, Finlândia, Suécia, Áustria, Dinamarca, Suíça e algumas regiões da Itália e Alemanha da infecção foi eliminada (1,7). No resto do mundo a infecção é endêmica e com prevalências elevadas (8, 9, 10, 11).


Na atualidade há várias vacinas com BoHV-1 atenuado e inativado na região. Na Argentina e Uruguai as únicas vacinas admitidas pelas autoridades regulatórias são de vírus inativados. As vacinas contém cepas do vírus que geralmente tem se multiplicado durante múltiplas passagens em cultivo celular. As vacinas inativadas contém altos níveis de vírus inativados ou porções das partículas víricas (glicoproteínas) suplementadas com um adjuvante para estimular uma resposta imune adequada. As vacinas inativadas são administradas por via intramuscular ou subcutânea. Em vários países existem vacinas marcadoras ou DIVA (que permitem a diferenciação entre animais infectados e vacinados). Estas vacinas marcadoras tem base em mutantes selecionados ou em uma subunidade dos viriões, por exemplo, a glicoproteína E (12). Este tipo de vacinas é utilizado na Europa, nos países que aplicam programas de erradicação com campanhas de vacinação (1,7). Nos países endêmicos, os programas de vacinação intensiva podem reduzir a prevalência dos animais infectados. (1). 


Os organismos de controle internacional (APHIS, USA; EMEA-CVMP, UE; OIE; VICH) (1, 2, 13, 14) exigem para a aprovação de vacinas que contêm IBR ensaios de potência e eficácia na espécie de aplicação, que implicam a vacinação e desafio de bovinos susceptíveis e soronegativos. Uma vez aprovado o produto, agências como o CVB, USDA dos Estados Unidos da América, permitem a realização de ensaios in vitro para controlar a potência de vacinas virais aplicando o método de retas paralelas em comparação com uma vacina de referência [Title 9, Code of Federal Regulations (9 CFR) 113.8(a)(3)(ii)]. Nas vacinas inativadas o controle de cada série a liberar deve realizar-se através de uma prova de potência que determine a imunogenicidade do produto em bovinos ou em outro modelo animal de laboratório (prova in vivo) que tenha sido estatisticamente validado e possua um grau de concordância aceitável respeito à prova de potência na espécie de destino. Também é altamente desejável que este modelo seja validado como ferramenta preditiva do grau de proteção que conferirá a vacina perante a descarga viral em bovinos soronegativos (1, 2, 13, 14). A dificuldade de contar com bovinos soronegativos e o elevado custo das provas de imunogenicidade no hospedeiro natural, não permite realizar de forma rotineira esta prova de potência e eficácia na espécie alvo. Portanto, na Argentina foi decidido desenvolver e validar uma prova padronizada em animais de laboratório (cobaias) que permita avaliar a potência de cada lote de vacina, garantindo assim a presença no mercado de produtos padronizados. 


Com relação ao bem-estar animal, os organismos internacionais fomentam o desenvolvimento de provas in vitro, para evitar ou reduzir ao mínimo o uso de animais em provas experimentais de controle (15, 16). No caso particular destas vacinas, simples ou combinadas e inativadas, a aplicação destas técnicas é possível e merece sua exploração, mas sendo que apresentam o inconveniente de que deveriam ser padronizadas para cada formulação em particular (conjunto de antígenos inativados e adjuvantes, vacinas a sub unidades e vacinas a DNA), ainda se considera inevitável passar por uma prova in vivo para avaliar a Potência destes produtos (17). 

2. ControlE de PotÊncia em cobaias: OBJETIVOS E ALCANCE 


No modelo cobaia desenvolvido, se bem se trata de um experimento in vivo, o número de animais a utilizar (n=6 por vacina e 4 testemunhas/placebos) e a quantidade de extrações de sangue se reduz ao mínimo. As cobaias apresentam a vantagem perante outros animais de laboratório, como ratos, que por seu maior tamanho permite que se possam tomar amostras seriadas de soro, sem comprometer a vida do animal. Além disso, com o volume de amostra obtida é possível avaliar a qualidade das vacinas polivalentes para todos os antígenos virais que a compõem; as que, em alguns casos, chegam a conter até 4 valências destes 5 agentes: herpesvírus bovino, vírus da diarreia viral bovina, vírus respiratório sincicial, vírus de parainfluenza 3, rotavírus bovino. Algumas vacinas para prevenir as diarreias neonatais do bezerro também incluem coronavírus bovino na sua formulação.

Finalmente, a avaliação sorológica é independente do tipo de adjuvante (oleoso ou aquoso) e da quantidade e qualidade dos vírus inativados que compõem a formulação.

Antecedentes do modelo de cobaia 


O experimento de teste de vacinas virais em cobaias é baseado na imunização de 6 cobaias com duas doses de vacina (em intervalo de 21 dias), por via subcutânea, de um volume correspondente a 1/5 da dose bovina. Os animais se mantêm sob estudo durante um mínimo de 30 dias e são colhidas amostras de soro no momento da primeira dose de vacina (0 dias pós-vacinação) e 9 dias pós-revacinação. Junto com a avaliação da/s vacina/s incógnitas (n=6), são incluídos dois grupos de cobaias, um vacinado com uma vacina de referência de potência conhecida (n=6) e um grupo de animais testemunhas não vacinados (n=4). A trinta (30) dias de iniciado o controle os animais vacinados são sangrados, realizando neles o controle sorológico através de ELISA e neutralização viral. É importante salientar que as cobaias são uma espécie livre de BoHV-1 e, portanto, naturalmente soronegativos para anticorpos (Ac) contra este agente viral. 

       A partir dos resultados obtidos desde 2008, onde todos os soros das cobaias obtidos no começo da prova foram negativos, podemos recomendar o controle anual dos animais reprodutores da colônia, suprimindo assim as amostras iniciais dos animais, colhendo apenas amostras no fim da prova (30 dpv) nos grupos vacinados e testemunhas.

 A validação do modelo cobaia para a valência IBR, a partir da análise de regressão linear do título de Ac determinado pelo ELISA e neutralização viral (VN), indicou que a resposta de anticorpos induzida pelas vacinas de BoHV-1 em bovinos e cobaias foi diretamente proporcional à concentração de antígeno (Ag) contido na vacina (ensaio dose-resposta). O modelo cobaia foi capaz de discriminar significativamente entre vacinas formuladas com concentrações de Ag de 1 log de diferença, tanto pelo ELISA como pelo VN. A partir dos resultados obtidos na curva dose-resposta, foram calculados pontos de corte ou níveis de títulos de Ac anti-BoHV-1 que permitem diferenciar as vacinas segundo a imunogenicidade induzida em cobaias e bovinos. Foram estabelecidos dois pontos de corte e três categorias pelo ensaio ELISA (Taebla 1) e VN (Tabela 2). Finalmente, vacinas representativas de cada categoria foram avaliadas em uma prova de desafio experimental com IBR em bovinos soronegativos e se estabeleceu a relação do título de Ac em cobaias e bovinos e o grado de proteção perante a infecção (18). 

	ESPÉCIE
	POTÊNCIA DA VACINA ELISA

	
	NÃO SATISFATÓRIA
	SATISFATÓRIA 
	MUITO SATISFATÓRIA

	COBAIA
	 ȳ < 1.93
	1.93 ≤ ȳ < 3.02
	3.02 ≤ ȳ 

	BOVINO
	 Ȳ < 1.69
	1.69 ≤  Ȳ  < 2.72
	2.72 ≤  Ȳ 


Tabela 1. Pontos de corte determinados pelo ELISA expostos como o log10 da inversa da diluição de soro analisado que resulta positiva no ensaio. Título médio de Ac de grupos de 5 cobaias, avaliado a 30 dias pós vacinação (dpv) e grupos de 5 bovinos soronegativos avaliados a 60 dpv. Os bovinos recebem duas doses de vacina com um intervalo de 30 dias segundo o que recomendam os laboratórios produtores e se colhem amostras a 0 e 60 dpv, dado que este ponto representa o cume ou plateau da resposta de Ac contra BoHV-1. As cobaias recebem duas doses de vacina (1/5 do volume da dose bovina) com um intervalo de 21 dias e se colhem amostras a 0-30 dpv. O protocolo de vacinação aplicado nas cobaias permite obter uma cinética de resposta de Ac similar à da espécie de destino, mas se reduzem os tempos em 30 dias, resultando em uma prova mais rápida e econômica que a prova em bovinos.


Títulos de Ac determinados pelo ELISA maiores a 3.02 em cobaias e 2.72 em bovinos se associaram a vacinas de potência muito satisfatórias. Vacinas que induziram títulos de Ac entre 3.02 -1.93 em cobaias e 2.72-1.69 em bovinos resultaram satisfatórias (18). Por sua vez, as vacinas que induzem títulos de Ac inferiores a 1.93 em cobaias e 1.69 em bovinos se consideram insatisfatórias para sua comercialização.

	ESPÉCIE
	POTÊNCIA DA VACINA neutralização viral (VN)
 

	
	NÃO SATISFATÓRIA 
	SATISFATÓRIA 
	MUITO SATISFATÓRIA 

	COBAIA
	 ȳ < 1.31
	1.31 ≤ ȳ < 2.05
	2.05 ≤ ȳ

	BOVINO
	 Ȳ < 1.27
	1.27≤ Ȳ < 1.96
	1.96 ≤ Ȳ


Tabela 2. Pontos de corte determinados por VN, expostos como títulos de Ac neutralizantes calculados pelo método de Reed e Muench. Título médio de Ac de grupos de 5 cobaias, avaliado a 30 dias pós vacinação (dpv) e grupos de 5 bovinos soronegativos avaliados a 60 dpv. Os bovinos recebem duas doses de vacina com um intervalo de 30 dias e se colhem amostras a 0 e 60 dpv. As cobaias recebem duas doses de vacina (1/5 do volume da dose bovina) com um intervalo de 21 dias e se colhem amostras a 0-30 dpv.


Títulos de Ac neutralizantes por cima de 2.05 em cobaias e 1.96 em bovinos foram associados a vacinas de potência muito satisfatórias. Vacinas que induziram títulos de Ac entre 2.05-1.31 em cobaias e 1.96-1.27 em bovinos resultaram satisfatórias. No entanto, vacinas que induzem títulos de Ac inferiores a 1.31 em cobaias e 1.27 em bovinos são consideradas insatisfatórias, e por conseguinte, não aptas para sua comercialização.


Tanto pelo ELISA como por VN, as vacinas classificadas como muito satisfatórias ou satisfatórias cumprem os requisitos exigidos pelo 9.CFR, USA e o manual de diagnóstico e vacinas dos animais terrestres da OIE para sua aprovação. Com relação à proteção perante à infecção é exigida uma redução de 1/100 ou maior do título de vírus infeccioso excretado nos animais vacinados respeito ao título excretado pelos controles não vacinados. No ensaio de desafio efetuado com vacinas representativas das categorias muito satisfatória e satisfatória, nos animais vacinados com ambas as vacinas se reduz significativamente a quantidade de vírus excretado respeito ao controle. Por sua vez, o vírus excretado por animais vacinados com a vacina muito satisfatória foi significativamente menor ao excretado pelo grupo que recebeu a vacina satisfatória. Com relação à duração dos sinais clínicos, a OIE exige uma redução dos mesmos de pelo menos três dias ou mais, respeito à duração da doença dos controles. Este requisito apenas foi atingido pela vacina muito satisfatória. Apesar disso, quando se utilizam medições mais apropriadas para avaliar a doença, como a área sob a curva que contempla o grau de severidade e a duração do quadro clínico, ambas as categorias de vacinas reduzem significativamente os sinais de doença (18). 


A partir deste critério, para avaliar o grau de concordância entre o modelo cobaia e os bovinos foram realizadas 63 provas em paralelo em ambas as espécies que incluíram as vacinas de calibração utilizadas no ensaio dose-resposta, grupos inoculados com placebos, grupos não vacinados e 22 vacinas comerciais de qualidade desconhecida e se obteve como cálculo da concordância um índice kappa (K) =0.894; ASE = 0.041; 95% CI 0.813–0.974; p < 0.0001, para Ac determinados pelo ELISA e K=0.876, ASE = 0.050; 95%CI 0.777–0.971; p < 0.0001, para Ac neutralizantes, o que indica uma concordância muito boa entre a potência calculada pelo modelo cobaia e a obtida na espécie destino (19). 


O modelo cobaia conseguiu predizer adequadamente não só a qualidade imunogênica das vacinas, mas também seu grau de eficácia perante o desafio experimental em bovinos. A prova proposta não precisa infraestrutura nem tecnologia complexas, apenas um biotério com cobaias e técnicas sorológicas correntes (ELISA, VN) de uso rotineiro nos laboratórios de virologia, corretamente harmonizadas com normas internacionais (9.CFR, OIE, EMEA) e preferentemente validadas sob normas ISO-IEC 17025 (20, 21, 22, 23).  

Critério de validação da prova em cobaias


A prova de potência em cobaias se considera válida quando a média obtida do título de Ac dos animais vacinados com uma vacina de referência resulta no valor esperado (24), e os animais controles não vacinados (testemunhas) permanecem soronegativos para Ac contra BoHV-1 durante toda a experiência.

Critério de aprovação da vacina segundo a prova de potência em cobaia 

a) ELISA 

Serão avaliados todos os soros dos animais imunizados com a vacina controlada. Selecionar-se-ão CINCO (5) dos soros com maior título obtido e sobre eles se realizará a média. Para a aproVação da vacina submetida a controle, a média dos títulos de Ac a 30 dpv deverá ser maior ou igual a 1.93 pela técnica de ELISA para BoHV-1.
b) NEUTRALIZAÇÃO VIRAL


Serão avaliados todos os soros dos animais imunizados com a vacina submetida a controle. Selecionar-se-ão CINCO (5) dos soros com maior título obtido e sobre eles se realizará a média. Para a aproVação da vacina submetida a controle, a média dos títulos de Ac a 30 dpv deverá ser maior ou igual a 1.31 pela técnica de VN para BoHV-1.

Harmonização de ensaios para a região


Será elaborado um painel de soros controles positivos e negativos, bem como vacinas de referência, que estarão à disposição dos usuários da região para harmonizar os resultados obtidos por cada laboratório de ensaios que adotar este método de controle.

           Os soros de referência locais (de cobaias e bovinos) terão rastreabilidade nas técnicas descritas contra os soros bovinos de referência europeus (EU1, EU2 e EU3) fornecidos pelos laboratórios de referência da OIE.
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ANEXO I

AO PROTOCOLO DE PROVA DE POTÊNCIA E EFICÁCIA PARA VACINAS BOVINAS QUE CONTENHAM NA SUA FORMULAÇÃO HERPES VÍRUS BOVINO (BoHV-1) AGENTE CAUSAL DA RINOTRAQUEITE INFECCIOSA BOVINA (IBR)

PROCEDIMENTO

PrOVa de potÊncia para ibr em cobaias

Condições das cobaias. São utilizados animais maiores a 30 dias de idade e o peso deve ser de 400 gramas ± 50 gramas. Por cada série sob controle serão vacinadas, no mínimo, SEIS (6) COBAIAS. Podem utilizar-se machos ou fêmeas mas cada grupo deve conter animais do mesmo sexo.
Quarentena de animais. Os animais terão um prazo mínimo de adaptação depois de ingressar à sala de inoculação de SETE (7) dias. 

Inoculação de vacinas. A vacina é aplicada por via subcutânea com 1/5 do volume da dose bovina.
Extração de sangue para obtenção de amostras de soro. Pode ser realizada por punção cardíaca, veia jugular ou a veia da orelha. 

Controles sorológicos para a prova de potÊncia em cobaias

EnsaIo de ELISA PARA detecção de anticorpos contra ibr


É utilizado um ELISA indireto validado para a detecção de anticorpos anti-BoHV-1. (20). Brevemente, sensibilizam-se placas com vírus BoHV-1 obtido a partir de células MDBK infectadas (recipiente positivo), ou células MDBK como controle negativo de infecção (recipiente negativo). A concentração ótima de vírus e células não infectadas para sensibilizar as placas se determina por titulação cruzada para cada lote produzido e é constante para toda a placa. Os soros se ensaiam em ambos os recipientes (+ e -) em 6 diluições seriadas base 4 começando desde uma diluição mínima de 1/40. O ensaio se revela utilizando como anticorpo detector um Ac anti IgG(H+L) de cobaia marcado com peroxidasa. Como sistema substrato cromógeno se utiliza H2O2/ABTS e a leitura se realiza em um leitor de ELISA a 405 nm.

REAGENTES
· Buffer de sensibilização de placas (carbonato/bicarbonato) pH 9,6. 

Na2CO3                   0,159 grs.

NaHCO3                  0,293 grs.

Água destilada c.s.p.        100 ml

Ajustar pH com NaOH/ HCl 1 N

Armazenar a 4º C (1-8º C).

· Buffer Ácido cítrico pH 5.0 
Ácido Cítrico Monoidrato      0,960 grs.

NaOH 1N aprox.              10 ml para levar a pH 5,0

Água destilada c.s.p.           100 ml

Ajustar a pH: 5,0 ±0.5 com Na(OH) ou HCl 1N.

Armazenar a 4º C (1-8º C).

· ABTS Solução Mãe

ABTS                        0,22 grs.

Buffer Ácido Cítrico             10 ml.

Fracionar em alíquotas de 1 ml em tubos plásticos. Armazenar a –20 ± 5º C.

· Solução de revelado ABTS 

Solução mãe ABTS           
 
300μL

Buffer Ácido cítrico pH5        

 10 ml

Água oxigenada 30 volumes (H2O2)        10 μL

· Solução para frear: SDS (dodecil/lauril sulfato de sódio) a 5% em água. Armazenar a temperatura ambiente.

· Buffer de Lavagem (PBS, pH 7.4- Tween20 0,05%)

PBS pH 7.4             1000 ml

Tween20                500 μL

· Buffer de bloqueio e diluente. PBS/Tween20 0.05%/OVA 1%, pH 7.4

Tween20           500ul.

PBS 1X             1000 ml.

Ovoalbúmina        10 gramas.

Fracionar em alíquotas de 50 ml em tubos plásticos. Armazenar a –20 ± 5º C.

REAGENTES PARA SENSIBILIZAÇÃO 

Controle de Captura Positivo Antígeno: Preparado a partir de culturas de células MDBK infectadas com cepas de BHV-1 de referência. 

Controle de Captura Negativo: Preparado a partir de culturas de células MDBK. 

Anticorpo detector CONJUGADO

Conjugado Anti IgG de Cobaia marcado com peroxidasa. Podem ser utilizados:

 Affinity purified goat anti- Guinea Pig Ig G (H+L) peroxidase labeled, KPL, cat. # 14-17-06.

Peroxidase- conjugated affiniPure Goat anti-guinea pig IgG (H+L), Jackson, cat. # 106-035-003

Obs.: Conjugados de outras marcas ou conjugados produzidos internamente previamente verificados/validados como ótimos para serem utilizados no ensaio de ELISA podem utilizar-se depois da titulação corrrespodente perante soros de referência.

CONTROLES

Controle positivo cobaia: Pool de soros de 5 cobaias vacinadas com duas doses de vacina contendo 107 DICT50/ml de BoHV-1 em adjuvante oleoso (Vacina de Referência). Considerar-se-ão conformes aqueles ensaios nos quais o controle positivo esteja dentro do valor médio ± 1 desvio padrão (SD) 

Valor médio ± 1 SD = 0.520 ( 0.740 ( 0.960

Dito soro, analisado por soroneutralização deve apresentar um título de anticorpos neutralizantes contra BoHV-1 entre 2.4 e 3.0 (Título apresentado segundo o método de Reed e Muench).

Controle negativo cobaia: Soro de cobaia cuja absorbância corrigida na diluição de uso resultar menor ao ponto de corte (cut off) da técnica (40% da absorbância corrigida do controle positivo).

Branco de Reagentes: PBS. 

Para cada um dos controles se utilizam 4 recipientes (duas capturas positivas e as duas capturas negativas correspondentes). Recomenda-se incluir também, em cada ensaio uma amostra positiva de título conhecido e outra amostra negativa (soros padrões internos). Estas amostras são semeadas aleatoriamente em diferentes lugares em pelo menos duas das placas do ensaio e se correm em todos os ensaios.

Procedimento do ELISA:

Sensibilização de placas 
1.  Realizar a diluição de uso do Antígeno e o controle de captura negativo em Buffer de sensibilização de placas, pH 9.6. Utilizar placas de ELISA de 96 recipientes “tipo immulon 1b”. Colocar 50ųl do antígeno nas filas B-D-F-H e 50ųl de captura negativa nas filas A-C-E-G. Incubar durante 17 horas ±2 hs, entre 4º C e 8º C.

2.  Descartar o conteúdo da placa. Lavar 3 vezes com buffer de lavagem (PBS/Tween20 0,05 %, pH 7,4)

3.  Adicionar 100 ul /recipiente de Buffer de bloqueio (PBS Tween20 0,05%/OVA 10%, pH 7.4). Incubar em câmara úmida durante 1 hora, a 37º C.

4.  A continuação descartar o bloqueio, lavar 3 vezes e se pode proceder com o ensaio ou guardar a placa a -20°C, durante um máximo de 30 dias. 
Diluição e semeado de amostras
5. Para a diluição das amostras se recomenda o uso de placas de cultivo de 96 recipientes. Colocar 195 ul de buffer de bloqueio na coluna 1 e 7 e 150 ul nas colunas restantes.  

6. Adicionar 5 ul dos soros a analisar e colocá-los em pares de recipientes 1:AB, 1CD, 1EF, 1GH, 7CD, 7EF, 7 GH (diluição inicial de soro 1/40). Entram 7 amostras por placa. Os recipientes 7-12 AB se destinam aos controles do ensaio.

7. Realizar diluições base 4, transferindo 50 ul de 1-6, descartar os tips. Com novos tips realizar as diluições de 7-12. 
8. Transferir 50 ul de cada diluição realizada à placa de reação desde a diluição mais diluída até a mais concentrada. 

Dilução e semeado de controles
9. O kit de ELISA será fornecido com controles padronizados que deverão preparar-se da seguinte forma: Colocar em dois tubo, 200 ul de diluente (PBS Tween20 Ova 10% pH 7.4), e 4ul de Soro Controle Positivo e Soro Controle Negativo, respectivamente. Homogeneizar.
10. Colocar 50 ul da diluição do Controle Positivo nos recipientes A7 B7 A8 e B8 e 50 ul da diluição do Controle Negativo nos recipientes A9 B9 A10 e B10 e colocar 50 ul do PBS Tween20 Ova 10% pH 7.4 nos recipientes A11 B11 A12 e B12. Incubar em câmara úmida durante 1 hora, a 37º C .

11. Descartar o conteúdo da placa. Lavar 4 vezes. Secar.
12. Em um tubo contendo 5000 ul de diluente colocar a quantidade correspondente de Anticorpo Conjugado segundo sua diluição de uso. Colocar 50 ul por recipiente em toda a placa. Incubar em câmara úmida durante 1 hora, a 37º C .

13. Descartar o conteúdo da placa. Lavar 5 vezes. Secar. 
Revelado, Leitura e Interpretação
14. Preparar 5 ml de solução de revelado. Colocar 50 ul da solução de revelado em cada recipiente e esperar entre 10 e 15 minutos com a placa na escuridão. Realizar uma leitura de prova a 405 nm para controlar que o controle positivo esteja chegando a seu valor de densidade ótica esperada de DOc de 0.470 mínimo.

15. Deter a reação colocando 50 ul de solução de freado (SDS 5%) em todos os recipientes da placa e realizar a leitura. Passar os dados da leitura a uma planilha de cálculo. 

16. Realizar a subtração de cada uma das absorbâncias das capturas positivas menos cada uma de suas respectivas negativas. (Exemplo: H1 menos G1= DOc (Densidades óticas corrigidas). 
17. Calcular a média das DOc do controle positivo (100% PP). 

18. Calcular o PP% de cada amostra em cada diluição PP=DOc amostra / DOc Controle Positivo*100. Calcular a média das réplicas do controle negativo e seu PP%. 

AceItação do ensaio (CONFORMIDADE)

Os critérios descritos a seguir aplicar-se-ão individualmente a cada placa.

· Uma placa de ensaio se considera conforme quando o DOc do controle positivo se encontra dentro do nível estabelecido DOc: 0.520 -0.960. O controle negativo e o branco de reagentes apresentam PP% menores ao cut-off do ensaio (40%PP). O título do soro de referência positivo dá o valor esperado +/- uma diluição base 4 (erro do método). 

· O título de Anticorpos de uma amostra se estabelece como a inversa da máxima diluição cuja PP% seja maior ou igual ao Cut-off do ensaio (40%PP).

RELATÓRIO de resultados de QUalidadE imunoGÊnica de vacinas de IBR proVadas em cobaias e soros AvalIados pelo ELISA

Os resultados podem interpretar-se e utilizar-se para classificar uma vacina no modelo cobaia pelo ELISA desde que se tenha prestado conformidade ao ensaio de ELISA e se conte com um mínimo de 5 animais com resultados para realizar o título médio de Ac induzido pela vacina. 


Para validar o ensaio os soros das cobaias imunizadas com a vacina de referência devem apresentar um título médio dentro do nível estabelecido determinado por uma carta de controle que apresente o valor médio ± dois desvios padrões obtido de um mínimo de 5 provas.


Para a vacina a ser avaliada se reportará o título médio de Ac anti-BoHV-1 detectado pelo ELISA como média dos títulos dos 5 animais (log com base 10 da inversa da máxima diluição cuja percentagem de positividade seja maior ou igual ao ponto de corte do ensaio, estabelecido como maior ou igual a 40% do controle positivo). As amostras negativas na mínima diluição de soro ensaiada (1/40) se expressam –para fins de cálculo–com um título arbitrário de 0.3. 

EnsaIo de neutralização viral para determinar Ac para IBR

 REAGENTES
Vírus de trabaLHo: BoHV-1 Cepa de Referência Los Angeles (LA) ou cepa de vírus BoHV-1 autotonos. Diluída de tal forma de conter 100 doses infecciosas cultura de tecido 50% (DICT50). 

Controles:

Controle positivo cobaia: Pool de soros de 5 cobaias vacinadas com duas doses de vacina contendo 107 DICT50/ml de BoHV-1 em adjuvante oleoso (Vacina de Referência) com um título de Ac neutralizantes de 2.4-3.0. 

Controle negativo cobaia: Pool de soros normais de cobaia (soros de cobaias pré-imunização ou testemunhas não vacinadas).

Padrão positivo: Soro de cobaia imunizada, com título de Ac VN conhecido.

Padrão negativo: Soro normal de cobaia.

Suspensão celular: É utilizada uma suspensão celular da linha MDBK contendo 200.000-250.000 cel/ml 

Inativação das amostras: Prévio à sua utilização no ensaio de VN, as amostras de soro, incluídos os controles do ensaio, devem ser submetidas a banho d’água a 56 ± 3º C, durante 30 ± 5 minutos, para inativar o complemento. 

Preparação do meio de trabalho: MEM-E suplementado com 1% de solução antibiótica (0.5% sulfato de gentamicina, 0.7% sulfato de estreptomicina, 0.2% penicilina G sódica) e 2% de soro fetal bovino (SFB).

Procedimento DO ensaio de Neutralização viral a vírus fixo-soro variável:

1. São utilizadas placas de cultura de 96 recipientes. Colocar 75μl/recipiente de meio em todas as placas a utilizar.

2. Desenho da placa dos soros problema: Adicionar 25μl da amostra problema, por quadruplicado. Começa-se a partir de uma diluição mínima de 1/4 que somado ao volume de vírus e células fica em uma diluição inicial de 1/8. Incluir de forma aleatória entre as amostras a analisar padrões de título conhecido.

3. Desenho da placa controle: Os soros controle positivo e negativo colocam-se do mesmo modo que as amostras. Para realizar o controle de células se colocam 150μl de meio de trabalho por quadruplicado em quatro filas (16 recipientes totais). Para o controle das 100 DICT50 de vírus, realizam-se 3 diluições com base 10 a partir da diluição de trabalho. São semeadas 75μl por quadruplicado das 4 diluições preparadas (Puro, 1/10; 1/100 e 1/1000) às quais se adiciona 75ul de meio.

4. Realizar diluições seriadas com base 4, passando 25μl, para todas as amostras e soros controles.

5. É realizado um controle de toxicidade de cada amostra colocando 75μl de meio em outra placa.

6. Preparar a diluição de trabalho de vírus (100 DICT50) no meio de trabalho. Colocar 75μl da diluição de trabalho do vírus em todas as placas, salvo na placa de controle de toxicidade, no controle de células e no controle de 100 DICT50.

7. Realizar três diluições base 10 do vírus de trabalho (puro, 1/10; 1/100; 1/1000) semear 4 réplicas de cada diluição em uma outra placa.

Incubar as placas (misturar soro- vírus) durante 1 hora a 37 º C em atmosfera de CO2 a 5%.

8. Adicionar sobre a mistura soro-vírus 100μl em cada recipiente, da suspensão celular contendo 200.000-250.000 cel./ml em todas as placas. Incubar as placas a 37 ± 1º C em atmosfera de CO2 a 5 ± 1 %, durante 48-72 hs.

Leitura e Interpretação


Passadas 48-72 hs a leitura se realiza através da inspeção das monocapas ao microscópio ótico. A leitura se realiza através da observação do efeito citopático viral (CPE) característico de herpesvírus bovino. Considera-se positivo aquele recipiente que apresentar um foco de CPE característico de BoHV-1. Nos controles de toxicidade se deve observar a monocapa igual que os controles de células, livre de efeito CPE e livre de efeito tóxico. O título neutralizante do soro analisado se obtém segundo a quantidade de réplicas protegidas nas diluições seriadas com base no método de interpolação de Reed e Muench. Se um soro determinado apresentar toxicidade nas diluições analisadas, o título de anticorpos neutralizantes não poderá determinar-se por esta técnica.

AceItação do ensaio (CONFORMIDADE)

O ensaio se considera conforme quando:

· As monocapas dos controles de células estão em bom estado (monocapas confluentes, células refringentes, sem alterações morfológicas, sem marcas de contaminação e sem CPE de BoHV-1).

· O título da suspensão viral deve conter 100 DICT50, com um nível admitido entre 50-200 DICT50. 

· O controle positivo deve dar o título esperado ± 1 recipiente. 

· O controle negativo deve dar negativo. É colocado um valor arbitrário de 0.3 a fim de efetuar os cálculos.

RELATÓRIO de resultados de QUalidadE imunogÊnica de vacinas de IBR proVadas em cobaias e soros AvaLIados por VN

Os resultados podem interpretar-se e utilizar-se para classificar uma vacina no modelo cobaia por VN desde que se tenha prestado conformidade ao ensaio de neutralização viral e se conte com um mínimo de 5 animais com resultado para realizar o título médio de Ac induzido pela vacina. 


Para validar o ensaio os soros das cobaias imunizadas com a vacina de referência devem apresentar um título médio dentro do nível estabelecido determinado por uma carta de controle que apresente o valor médio ± dois desvios padrão obtido de um mínimo de 5 provas.


Para a vacina a ser avaliada, comunica-se o título médio de Ac neutralizantes anti-BoHV-1 obtido segundo o método de Reed e Muench das 5 cobaias imunizadas. As amostras negativas na mínima diluição de soro ensaiada (1/8) se expressam com um título arbitrário de 0.3, para fins de cálculos. 
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