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RESUMO

SIDONI, Marli. Biotecnologia IgY aplicada ao imunodiagndstico da infeccéo pelo virus
da imunodeficiéncia felina. 2016. 60 f Tese (Doutorado em Ciéncia, Tecnologia e Inovacao
em Agropecuéria), Pro-reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagdo, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

O objetivo deste trabalho foi aplicar a tecnologia IgY no desenvolvimento de um teste
imunoenzimatico, ELISA, para o diagnostico do FIV, contribuindo no estabelecimento de um
modelo de produgéo para um kit nacional na area de medicina veterinaria. A primeira etapa do
desenvolvimento deste trabalho consistiu na revisdo da literatura dos documentos proprios
para produtos de uso veterindrio, destinados a diagnosticar doencas dos animais,
disponibilizados na legislagdo vigente. A consulta aos documentos nacionais e internacionais
potencializou o esclarecimento de parametros de desempenho ou critérios de validacdo de
métodos, para 0 desenvolvimento deste novo produto, denominado ELISA r-p24 IgY. A
segunda etapa consistiu no estabelecimento da producéo, purificacdo e caracterizacdo fisico-
quimica da proteina recombinante p24 do FIV. A preservacdo da atividade bioldgica foi
demonstrada por Western Blot com a presenca de uma banda peptidica de aproximadamente
25 kDa, referente a proteina r-p24. A terceira etapa deste trabalho, consistiu na obtencdo de
anticorpos IgY anti-lgG de gato, a partir da inoculacdo em galinhas poedeiras. A cinética foi
acompanhada por ELISA demonstrando um aumento gradativo do titulo de anticorpos na
gema a partir da segunda semana, com um aumento significativo no 2° més, e mantendo-se
elevado durante todo o periodo de cinco meses. As concentracdes médias de proteinas na
galinha 1 foi de 40,1 mg/mL a partir de uma gema e na galinha 2 foi de 32,2 mg/mL por
gema, no periodo de 5 meses. A quarta etapa deste trabalho consistiu no emprego da
tecnologia IgY para o desenvolvimento, padronizacdo e a validacdo do teste de Elisa r-p24
IgY para o diagnostico da infecgdo causada pelo FIV. Os resultados obtidos foram: a acuracia
de 99%, a sensibilidade de 97,7%, a especificidade de 99,5%, e o indice kappa de 99,1%. Na
quinta etapa deste trabalho realizou-se o estudo comparativo do ELISA r-p24 IgY frente ao
ELISA r-p24 1gG, e foi demonstrado o desempenho superior no ELISA r-p24 I1gY. A
validacdo do ELISA r-p24 IgY mostrou caracteristicas desejaveis para o uso comercial, tais
como alta precisdo e manutencdo da reatividade por um periodo minimo de 12 meses.
Conclui-se que o procedimento elaborado foi eficiente e possibilitou o desenvolvimento de
um teste para o diagnostico do FIV. O dominio da Tecnologia IgY podera contribuir com a
pesquisa e o desenvolvimento de novos ensaios atendendo as normas e diretrizes nacionais e
internacionais, tanto de bem-estar animal como de validacdo, impulsionando o
desenvolvimento nacional de kits diagnosticos de interesse em satde humana ou animal.

Palavras chave: IgY. ELISA. Virus da imunodeficiéncia felina.



ABSTRACT

SIDONI, Marli. Applied biotechnology IgY to the feline immunodeficiency virus infection
immunodiagnostic. 2016. 60 p. Thesis (Doctorate Studies in Science, Technology and
Innovation in Agriculture), Pro-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduacao, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

This work focused on deploying IgY technology into developing ELISA immunoenzymatic
test to FIV diagnose, contributing to the establishment of a production model for a kit in the
field of veterinary medicine. The first stage of this work consisted in analyzing the literature
of the veterinary documents aimed to diagnose animal diseases, as stated in our current
legislation. The access to both national and international optimized the enlightenment of
developing parameters and method validation criteria for the development of this new
product, named ELISA r-p24 IgY. The second stage consisted in establishing purification
production and physicochemical characterization of the recombinant protein p24 of FIV. The
biological activity maintenance was proved by way of Western Blot test with the banda
presence of approximately 25 kDa, referring to the p24 protein. The third stage was to obtain
IgY cat anti-1gG, derived from hens inoculation. The Kkinetics were monitored by ELISA and
the outcome demonstrated that as of the second week, there was a gradual increase in
antibody in the yolk, and remained high throughout the period of five months. Reference to
the chicken 1, the average concentration was 40,1 mg/mL e for the chicken 2 was 32,2
mg/mL, throughout the period of 5 months. The fourth stage was the use of IgY technology
to develop, standardize e validate the r-p24 IgY ELISA related to its use to diagnose the
infection caused by FIV. The results were: 99% accuracy, 97.7% sensitivity, 99.5%
specificity and 99.1% kappa index. In the fifth stage was carried out a comparative study
between ELISA r-p24 IgY and ELISA r-p24 1gG, and it was demonstrated superior
performance of the ELISA r-p24 IgY. The ELISA r-p24 IgY to have favorable characteristics
from a commercial perspective, such as high precision and maintenance of reactivity for a
minimum period of 12 months. Therefore, the above described procedure was efficient and
enabled the development of a FIV test. The predominance of IgY technology may contribute
to research and development of new tests, following both international regulation related to
animal welfare and validation, thus boosting national development of diagnostic kits, for the
benefit of human health or animal.

Key words: IgY. ELISA. Feline immunodeficiency virus.



RESUMEN EXTENDIDO

SIDONI, Marli. Biotecnologia IgY aplicada al inmunodiagnoéstico de la infeccion por el
virus de la inmunoeficiencia felina. 2016. 60 h. Tesis (Doctorado en Ciencia, Tecnologia e
Innovacion en Agropecuaria). Pro-reitoria de Pesquisa e Po6s Graduacgdo. Universidade
Federal Rural de Rio de Janeiro, RJ, 2016.

1. Introduccion

Los anticuerpos policlonales especificos pueden ser obtenidos en grandes cantidades
de la yema del hueva de gallinas inmunizadas, denominados anticuerpos IgY. Aungue con
funcionalidad semejante a los anticuerpos IgG de mamiferos, los anticuerpos IgY presentan
ventajas para la produccion de inmunobiol6gicos: (i) obtencién sin estrese para el animal; (ii)
menos numero de animales utilizados en la produccion; (iii) grandes concentraciones de
anticuerpos por yema; (iv) ausencia de interferencia del factor reumatoide y de las proteinas
del sistema de complemento de los mamiferos, y (v) interactia solamente con los receptores
Fc de gallina. Las inmunoglobulinas de mamiferos son obtenidas normalmente por medio del
uso de animales de laboratorio, principalmente conejos, cobayas y ratones, pero también
animales de medio y gran porte, como caballos, cabras, entre otros. El procedimiento de
inoculacién y colecta de sangre de estos animales causa el sufrimiento y el estrese, con la
posibilidad de llevarlos a muerte. Por otro lado, se extrae la IgY de la yema del huevo de aves
ponedoras y la utilizacion de la tecnologia IgY estd de acuerdo con los esfuerzos
internacionales para reducir, refinar y sustituir animales de experimentos, contribuyendo a
favor del bienestar animal.

El virus de la inmunodeficiencia felina (VIF) ha sido blanco de muchos estudios, pues
causa disturbios inmunolégicos asociados a infecciones oportunistas y neoplasicas en gatos
domésticos que pueden ser fatales. Ademas, se trata de una enfermedad de dificil diagndstico
clinico, una vez que el gato puede presentar una gran variedad de indicios clinicos
inespecificos, necesitando, de esta forma, métodos de diagndsticos especificos de laboratorio.

En Brasil, los elevados costos de los insumos y kits importados para diagnésticos de
diversas enfermedades humanas y animales estimulan el desarrollo de pruebas con tecnologia
nacional. Entretanto, una guia o un protocolo practico que normalice el desarrollo y la
validacion de pruebas de diagnostico animal no esta disponible. A veces se obtiene el
esclarecimiento de parrafos poco precisos en las legislaciones o en orientaciones extranjeras .
Asi siendo, hay la necesidad de analizarse los documentos pertinentes de produccién y
validacion de productos para diagndstico para uso veterinario, tanto nacional como
internacional, y establecer procedimientos para el desarrollo y fabricacién de reactivos
inmunologicos.

En este contexto, la aplicacion de la tecnologia IgY en el desarrollo de la prueba
ELISA nacional para la deteccién de anticuerpos contra el VIF posibilitara el establecimiento
de un modelo de produccion para inmunobioldgicos en el area de medicina veterinaria.

El objetivo de este trabajo es aplicar la tecnologia IgY en el desarrollo de una prueba
inmunoenzimatica ELISA para el diagnostico del VIF, para contribuir, asi, en el
establecimiento de un modelo de produccién para un kit nacional en el area de medicina
veterinaria; aplicar un modelo de procedimientos, describiendo todo el proceso desde la
concepcion de la idea de un nuevo producto, pasando por las etapas de desarrollo hasta la
validacion de un inmunodiagndstico.; producir, aislar, purificar y caracterizar fisico-quimica y
bioldgicamente el antigeno recombinante r-p24 presente en la capside del VIF; producir,
aislar, purificar y caracterizar fisico-quimicamente la IgG de gato; producir, aislar, purificar y
caracterizar fisico-quimica y biolégicamente la 1gY especifica para IgG de gato utilizando



aves ponedoras. Desarrollar y validar la prueba ELISA r-p24 IgY utilizando IgY anti-1gG de
gato para el diagnostico de la infeccion por el VIF. Comparar el desempefio de la ELISA r-
p24 1gY con la ELISA r-p24 1gG que utiliza anti-1gG de gato producida en mamiferos para el
diagnostico del VIF.

2. Material y Meétodos

Este estudio fue desarrollado en cinco etapas:

En la primera etapa, fue realizado un levantamiento de informaciones de los drganos
oficiales conteniendo las directrices para la validacion de ensayos de laboratorios destinados
al diagnostico de enfermedades de animales.

En la segunda etapa, fue realizado el establecimiento de la produccién, purificacién y
caracterizacion fisico-quimica de la proteina recombinante p-24 del VIF expresa en E.coli.
Después de la expresion, la proteina r-p24 fue purificada utilizando la cromatografia de
afinidad por iones metalicos inmovilizados (IMAC), y fueron realizados los estudios de
caracterizacion fisico-quimica y biolégica de la proteina.

En la tercera etapa, fue realizada la obtencion de las muestras de sangre de gatos de
propietarios particulares y abrigos ubicados en la ciudad de Rio de Janeiro. Fueron colectadas
muestras de sangre de gatos adultos provenientes de propietarios particulares y abrigos
ubicados en la region metropolitana de Rio de Janeiro, sin distincion de raza o sexo, en el
periodo entre noviembre de 2014 y abril de 2016. La I1gG de gato fue purificada en columna
de intercambio i6nico Hitrap QFF 1mL, y fue realizada su caracterizacion fisico-quimica.

En la cuarta etapa fue empleada la tecnologia de IgY en el desarrollo, estandarizacion
y validacién de la prueba de ELISA r-p24 IgY para el diagnostico del VIF. Se utilizaron dos
gallinas de postura de lineas comerciales Hy-line en la obtencion de la IgY, con 22 semanas
de edad. Las inoculaciones fueron realizadas durante los dias 0, 15, 30 y 66 con 500 pL de
una emulsion conteniendo 250 pL de IgG de gato con adyuvante de Freund Completo e
Incompleto. El in6culo fue administrado via intramuscular en el musculo pectoral de las
gallinas. El monitoreo de la produccién de IgY fue evaluada por ELISA. La IgY precipitada
en PEG fue purificada por cromatografia de afinidad tiofilica utilizando la columna HiTrap
IgY 5mL, la homogeneidad de la preparacion purificada de la IgY fue analizada por SDS-
PAGE vy la reactividad cruzada de la IgY fue analizada por Western Blot, utilizdndose
inmunoglobulinas 1IgG de mamiferos purificadas (IgG canina, de cobaya, de carnero, de
conejo, de equino y de porcino). El desarrollo de la ELISA r-p24 fue iniciado con el preparo
de las muestras de referencia a partir de sueros sabidamente negativos y positivos para VIF,
La IgY anti-1gG de gato purificada fue conjugada a la peroxidasa, y la estandarizacion de la
ELISA r-24 empled la titulacion cruzada para establecer las condiciones ideales de uso de los
insumos que componen la prueba. La validacion del kit de ELISA r-p24 IgY para diagndstico
del VIF fue basada en los 11 criterios validacion preconizados por la OIE y por el MAPA para
el desarrollo y validacion de productos de uso veterinario, destinados a diagnosticar
enfermedades en los animales.

En la quinta etapa, fue utilizada la comparacion de la prueba ELISA r-p24 IgY
desarrollada en este estudio frente a la prueba ELISA r-p24 IgG que utiliza la anti-IgG de gato
relacionada a la peroxidasa producida en mamiferos para el diagnostico de la VIF.

3. Resultados
En la primera etapa de este trabajo, después del levantamiento bibliografico, fue

definida la aplicacién de los 11 criterios de validacion de estudios diagnosticos de la OIE, a
saber: la propuesta de uso, la optimizacion, la estandarizacion, la repetibilidad, la sensibilidad



analitica, la especificidad analitica, el punto de corte, la sensibilidad diagnoéstica, la
especificidad diagndstica, la reproducibilidad y adecuacion a la finalidad de la propuesta de
uso.

En la segunda etapa de este trabajo, el protocolo de expresion y purificacién mostraron
ser eficientes, una vez que permitieron la produccion de la proteina recombinante en cantidad
suficiente para la purificacion a partir de 200 mL de cultura. La proteina r-p24 purificada por
IMAC, con el uso de elucién escalonada, demostré una buena resolucion en el proceso de
purificacién en lo que se refiere a la homogeneidad de la proteina, presentando dos picos
cromatograficos. La caracterizacion fisico-quimica demostrd la presencia de una banda
mayoritaria con peso molecular estimado en 24,66 kDa, correspondiendo a la proteina r-p24.
En el andlisis de la reactividad de la proteina r-p24 purificada por Western Blot, se pudo
observar que los anticuerpos anti-VIF presentes en el suero reaccionaron con una banda en la
region de 25 kDa, confirmando, asi, la identidad de la proteina r-p24 purificada.

En la tercera etapa de este trabajo, fueron colectadas 251 muestras de sangre de gatos.
El cromatograma de la purificacion de la 1gG de gato present6d un perfil de elucion con la
presencia de tres picos principales, cuando sometidas a gradiente discontinuo de NaCl. El
analisis de la homogeneidad en SDS-PAGE 8-25% de la fraccion de IgG de gato purificada,
en la ausencia de agente reductor, evidencié una banda de alto peso molecular, encima del
estandar de peso molecular 150kDa. La muestra aplicada con agente reductor evidencia la
presencia de dos bandas con peso molecular estimado en 25 kDa y 50 kDa correspondiendo a
las cadenas leves y pesadas del 1gG.

En la cuarta etapa de este trabajo, el monitoreo de la produccién de anticuerpos IgY
anti-lIgG de gato en las gallinas ponedoras demostro que las gallinas produjeron anticuerpos
IgY anti-1gG de gato en el primer mes, pero la mayor concentracién de estos anticuerpos fue
encontrada después del segundo mes y se mantuvo elevada hasta el final del experimento. El
analisis estadistico mostrd un incremento significante en la produccion de inmunoglobulinas
solamente del mes uno al mes 2 del experimento. EI promedio mensual de la concentracién
proteica de la IgY estimado a 280 nm de las gallinas mostr6 una variacion de 32,8 a 36,9
mg/mL, alcanzando el pico maximo en el cuarto mes de experimento. El cromatograma de la
purificacion de la 1gY en columna HiTrap IgY 5mL presentd un perfil de elucion con la
presencia de una banda cuando sometida al tampdn de elucion con un pico mayoritario, el
cual fue sometido a ultrafiltracion, obteniéndose un volumen final de 1,5 mL y la
concentracion proteica de 5,37 mg/mL. La caracterizacion fisico-quimica en SDS-PAGE
demostré que la 1gY precipitada con PEG 6000 en condiciones reductoras present6 diversas
bandas con pesos moleculares que varian de 220 kDa a 25kDa. A IgY despues de la
purificacion en HiTrap en condiciones reductoras reveld la presencia de dos bandas, con
pesos moleculares estimados en 78 kDa y 26 kDa. La IgY purificada en HyTrap en
condiciones no reductoras revelé una banda con peso estimado en 260 kDa. La reactividad
cruzada de la IgY por Western Blot demostré que la IgY purificada fue capaz de reconocer de
manera especifica solamente a IgG de gato purificada, permaneciendo sin reaccion las 1gG de
otros mamiferos. El analisis de la estandarizacién de la ELISA r-p24 IgY presentada por la
titulacion cruzada realizada con la proteina r-p24 y el conjugado IgY demostré que las
condiciones ideales fueron: 200 ng/pozo de la proteina r-p24 para la sensibilizacion de las
placas, las muestras de sueros de gatos diluidas 1/50 y el conjugado 1gY/HRP diluido 1/2000.
La validacién de la prueba ELISA r-p24 IgY presento una sensibilidad analitica con el limite
de deteccion en la dilucion méaxima de la muestra de 1/800 (DO = 0,108), y la especificidad
analitica demostré que las 28 muestras positivas para FeLV no presentaron resultado falso
positivo para el VIF y las 4 muestras de coinfeccion fueron positivas solamente para VIF. La
prueba ELISA r-p24 1gY con la muestra de referencia positiva presento reactividad en todas
las replicatas y el coeficiente de variacion fue de 4,7%, y con la muestra de referencia



negativa presentd resultado negativo en todas las replicatas y el coeficiente de variacion fue
de 8,0%. La muestra de referencia positiva present6 reactividad en todas las replicatas y el
coeficiente de variacion fue de 6,27%, la muestra de referencia negativa present6 resultados
negativos en todas las replicatas y el coeficiente de variacion fue de 5,28%. La comparacion
entre los resultados de la ELISA r-p24 1gY en relacién a los resultados del SNAP® VIF/FeLV
Combo VIF/FeLV Combo test mostré que de 251 muestras de sueros de gatos analizados en
ambas las pruebas, 43 (17,2%) fueron positivas y 208 (82,8%) fueron negativas utilizando la
prueba SNAP® VIF/FeLV Combo. La ELISA r-p24 IgY identificé 44 (17,5%) muestras
positivas y 207 (82,4%) muestras negativas. Por lo tanto, dos muestras presentaron resultados
discordantes. Los resultados de desempefio de la ELISA r-p24 IgY, en comparacion con el
ensayo de referencia, demostrd la sensibilidad diagnostica de 97,7%, la especificidad
diagnostica de 99,5%, la precision de 99,2% vy el indice kappa de 99,1%. La precisién fue de
0,9968 entre las pruebas evaluadas con el 95% en el intervalo de confianza variando de
0.9903 a 1.003. El resultado del estudio de estabilidad del kit ELISA r-p24 IgY durante el
periodo minimo de 12 meses demostrd que el coeficiente de variacion quedo entre 0,8% y
7,4%, en las diferentes condiciones de almacenamiento.

En la quinta etapa de este trabajo, el estudio comparativo de ELISA r-p24 IgY y
ELISA r-p24 1gG demostr6 una sensibilidad de 95,3%, la especificidad de 99%, la precision
de 98,4%, y el indice kappa de 94,3%.

4. Discusion

La consulta a los documentos internacionales potencializ6 tanto la inclusién como el
esclarecimiento de determinados pardmetros de desempefio o criterios de validacion de
métodos para el desarrollo de este nuevo producto para el diagnostico del VIF, denominado
ELISA r-p24 IgY. La utilizacion de procedimientos cromatograficos automatizados en el
proceso de validacion de ensayos veterinarios para garantizar la resolucion, la adecuada
separacion (pureza) de los picos cromatograficos y la utilizacién de pruebas de resolucién de
pico (por ejemplo, con auxilio de detector de aplicaciones de fotodiodos) son procedimientos
recomendados por el MAPA (2003). El conjunto de los resultados obtenidos mostraron que el
inoculo IgG de gato purificado por comatografia de intercambio i6nico asociado al esquema
utilizado para inmunizacion de las gallinas, se mostrd eficiente para la produccion de IgY.
Ademas, el aislamiento con PEG 6000 y la purificacion por cromatografia de adsorcién
tiofilica permitio la obtencion de la 1gY con elevado grado de homogeneidad, usando un
proceso simple y reproductible en el cual la actividad de los anticuerpos IgY fue preservada.

La validacién de pruebas diagnosticas es un proceso que determina la capacidad de un
ensayo, el cual fue debidamente desarrollado, optimizado y estandarizado, para un fin
pretendido. Por lo tanto, la validacion es necesaria para evaluar el desempefio analitico y
diagnostico vy, asi, demostrar confiabilidad en la prueba desarrollada.

En este trabajo, el bienestar animal y la produccion y purificaciéon de anticuerpos anti-
IgG de gato y de huevos de gallina fue promisora, lo que hace que la produccién de otros
anticuerpos también pueda ser evaluada por el mismo método. La utilizacion del esquema de
inmunizacion evaluado puede servir como modelo para la produccion de IgY contra otros
tipos de antigenos. EI método de extraccion de lipidos y la aplicacion de la molécula de PEG
6000 en la yema puede ser utilizado en cualquier estudio. EI dominio de la tecnologia IgY
podré abrir cupos para otras aplicaciones en areas como el diagndstico de enfermedades en
medicina humana y veterinaria. También podra contribuir con la investigacion y el desarrollo
de nuevos ensayos, atendiendo a las normas y directrices nacionales e internacionales, tanto
de bienestar animal como de validacion, motivando el desarrollo nacional de Kits diagnosticos
de interés en salud humana o animal.



5. Conclusiones

El antigeno recombinante p-24 del VIF producido en sistema procarioto seguido del
proceso de purificacion adaptado a la produccion en larga escala permitid la estandarizacién
de las pruebas ELISA r-p24 IgY para el diagndstico de la infeccion por el VIF. La produccién
de los anticuerpos IgY especificos para IgG de gato, utilizando aves ponedoras es una
tecnologia accesible. La IgY anti-IgG de gato es un insumo en potencial para ser utilizado
como conjugado en un ensayo inmunoenzimatico para el diagnéstico del VIF. El kit ELISA r-
p24 1gY presentd desempefio compatible a los criterios internacionales para la finalidad de
diagnostico para el VIF. La ELISA r-p24 IgY posee caracteristicas deseables para el uso
comercial, tales como alta precision y largo periodo de mantenimiento de reactividad.

Palabras clave: IgY. ELISA. Virus de inmunodeficiencia felina.
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1. INTRODUCAO

Os anticorpos policlonais especificos podem ser obtidos em grandes quantidades a
partir da gema do ovo de galinhas imunizadas, denominados anticorpos IgY. Embora com
funcionalidade semelhante aos anticorpos IgG de mamiferos, 0s anticorpos IgY apresentam
vantagens para a producdo de imunobiolégicos: (i) obtencdo sem estresse para o animal; (ii)
menor numero de animais utilizados na producdo; (iii) grandes concentracdes de anticorpos
por gema; (iv) auséncia de interferéncia do fator reumatoide e das proteinas do sistema de
complemento dos mamiferos, e (v) interage apenas com o0s receptores Fc de galinha
(SCHADE e HILINAK., 1996).

As imunoglobulinas de mamiferos sdo obtidas normalmente por meio do uso de
animais de laboratério, principalmente coelhos, cobaias e camundongos, mas também animais
de médio e grande porte, como cavalos, cabras, dentre outros. O procedimento de inoculagdo
e coleta de sangue destes animais causa sofrimento e estresse, podendo leva-los a morte. Em
contraposicdo, a extracdo da IgY é feita a partir da gema do ovo de aves poedeiras e a
utilizacdo da tecnologia IgY esta de acordo com os esforcos internacionais para reduzir,
refinar e substituir animais de experimentagéo, contribuindo a favor do bem-estar animal.

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) tem sido alvo de muitos estudos, pois causa
distdrbios imunolodgicos associados a infecgBes oportunistas e neoplasicas em gatos
domesticos que podem ser fatais. Além disso, se trata de uma doenga de dificil diagndstico
clinico, uma vez que o gato pode apresentar uma grande variedade de sinais clinicos
inespecificos, necessitando de métodos de diagnosticos laboratoriais especificos.

No Brasil, elevados custos dos insumos e kits importados para diagnostico de diversas
enfermidades humanas e animais estimulam o desenvolvimento de testes com tecnologia
nacional. No entanto, um guia ou protocolo pratico que normatize o desenvolvimento e a
validacao de testes de diagndstico animal ndo esta disponivel. O esclarecimento de paragrafos
pouco precisos €, as vezes, obtido nas legislagdes ou orientacdes estrangeiras. Sendo assim, ha
a necessidade de analisar as documentacdes pertinentes de producdo e validacdo de produtos
para diagnostico para uso veterinario, tanto nacional como internacional, e estabelecer
procedimentos para o desenvolvimento e fabricacdo de imunorreagentes.

Neste contexto, a aplicacdo da tecnologia IgY no desenvolvimento do teste ELISA
nacional para a deteccdo de anticorpos contra o FIV possibilitara o estabelecimento de um
modelo de produgéo para imunobioldgicos na area de medicina veterinaria.

O objetivo geral do estudo é aplicar a tecnologia IgY no desenvolvimento de um teste
imunoenzimético ELISA para o diagndstico da FIV, contribuindo no estabelecimento de um
modelo de producédo para um kit nacional na area de medicina veterinaria.

Como objetivos especificos: i) Aplicar um modelo de procedimentos, descrevendo
desde a concepcdo da ideia de um novo produto, passando pelas etapas de desenvolvimento e
validacdo de um imunodiagnostico; ii) Produzir, isolar, purificar e caracterizar fisico-quimica
e biolégicamente o antigeno recombinante r-p24 presente no capsideo do FIV; iii) Produzir,
isolar, purificar e caracterizar fisico-quimicamente a 1gG de gato; iv) Produzir, isolar,
purificar e caracterizar fisico-quimica e biolégicamente a IgY especifica para IgG de gato
utilizando aves poedeiras; v) Desenvolver e validar o teste ELISA r-p24 IgY utilizando IgY
anti-lIgG de gato para o diagnostico da infeccdo pelo FIV. e vi) Comparar o desempenho do
ELISA r-p24 IgY com o ELISA r-p24 1gG que utiliza anti-lgG de gato produzida em
mamiferos para o diagnoéstico da FIV.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Histéricoda IgY

A denominagdo “tecnologia IgY” ¢ o termo internacionalmente aceito para descrever a
producéo e utilizacdo da imunoglobulina Y (IgY) que é o principal anticorpo de aves, répteis
e peixes pulmonados (WARR et al., 1995).

Em 1893, Klemperer descreveu um experimento demonstrando que a imunizacao de
uma galinha resultava na transferéncia de anticorpos especificos para a gema do ovo. Um
grupo de galinhas foi imunizado repetidas vezes com toxina tetanica nédo purificada, obtida de
caldo de cultivo de Clostridium tetani. O extrato obtido nas gemas de ovos foi utilizado para
inocular camundongos em diferentes concentracbes. Os resultados demonstraram que
somente 0s camundongos imunizados com altas concentragbes da solugdo imunoprotetora
proveniente dos extrato das gemas, sobreviveram quando desafiados com doses letais da
cultura tetdnica (KLEMPERER, 1893).

Por um longo periodo ndo existiu aplicagdo cientifica para esse conhecimento, mas
qguando o bem-estar animal se tornou uma questdo de preocupacdo ética para a comunidade
cientifica, os resultados de Kemperer ganharam interesse. No fim da década de 50, Russell e
Burch publicaram o livro “The principles of Humane Experimental Techniques”, no qual
citaram a técnica de purificacdo de imunoglobulinas, a partir de ovos de galinha, como uma
técnica alternativa para reduzir o sofrimento de animais utilizados na pesquisa, e também,
uma discussé@o detalhada do proposto programa 3Rs para experimentacdo animal. O principio
dos 3Rs é assim denominado em funcdo das iniciais, em inglés, de seus principais objetivos:
1. reducdo (Reduction), 2. refinamento (Refinement) e 3. substituicdo (Replacement), que de
forma resumida significam a reducéo do nimero de animais utilizados na pesquisa, a melhora
na conducéo dos estudos, no sentido de reduzir o sofrimento ao minimo possivel, e a busca de
métodos alternativos que, por fim, substituam os testes “in vivo” (RUSSEL; BURCH, 1992).

Desta forma, o proposito principal do programa 3Rs é servir como um conceito
unificador, um desafio e uma oportunidade para a obtencdo de beneficios cientificos,
econdmicos e humanitarios (BALLS et al., 2000). Pouca atencéo foi dispensada a concepgéo
dos 3Rs na década de 60. Alguns acontecimentos nesta area ocorreram nos anos 70 e 80,
porém, somente em 1996, um workshop do Centro Europeu para Validacdo de Métodos
Alternativos (ECVAM) recomendou o uso de IgY em substituicdo a 1gG de mamiferos,
promovendo a aceitacdo e regulamentacdo do principio dos 3Rs no uso de animais de
laboratério. Em 1999, a tecnologia IgY foi aprovada pelo Office Vétérinaire Federal
(Escritorio Veterinario Federal do Governo Sui¢co), como um método alternativo que visa o
bem-estar dos animais (SCHADE et al., 2005).

Atualmente, o potencial de aplicacdo dos anticorpos aviarios tem fomentado grande
interesse na area cientifica, devido a diversidade de aplicagdes diagnosticas e terapéuticas nas
pesquisas biomédicas (CARLANDER et al., 2000; BIZANQV et al., 2004).

2.1.1. Caracteristicas da IgY

a) Estrutura

As imunoglobulinas das aves sdo glicoproteinas sintetizadas pelos plasmécitos e sdo
divididas em trés classes: IgM, IgA e IgY. A imunoglobulina Y € o principal anticorpo
produzido nas aves e apresenta funcdes equivalentes a IgG de mamiferos, sendo a IgM e a
IgA homologas as de mamiferos (WARR et al., 1995).
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A imunoglobulina M tem estrutura e propriedades semelhantes a dos mamiferos,
sendo encontrada, preferencialmente, no soro e sua concentracdo varia de 0,70 mg/mL a 1,25
mg/mL. A IgM ¢é depositada na clara do ovo, mas também pode ser detectada na bile,
contetdo intestinal e no liquido seminal. E formada por cinco mondmeros, originando uma
estrutura polimérica com cerca de 900 kDa (TIZARD, 2002).

A imunoglobulina A é produzida nos tecidos linféides da vesicula biliar e trato
intestinal, é encontrada na bile, fluidos intestinais e secrecdes respiratdrias e depositada na
clara do ovo. E encontrada nas formas dimérica (340 kDa) e monomérica (170 kDa). A
concentracdo sérica da IgA estd em torno de 0,6 mg/mL (TIZARD, 2002).

A estrutura geral da IgY é diferente da 1IgG de mamiferos, embora haja semelhanca na
sua funcdo (CARLANDER et al., 1999). A IgY contém duas cadeias pesadas (H) e duas
cadeias leves (L), com massa molecular de, aproximadamente, 180 kDa, maior que a IgG de
mamifero (150 kDa). A 1gY possui a cadeia H com maior massa molecular (68 kDa) quando
comparada com a de mamiferos (50 kDa). A cadeia pesada H da 1gG consiste de quatro
dominios: um dominio variavel (VH) e trés dominios constantes (CH1, CH2 e CH3). O
dominio CH1 é separado do CH2 pela regido de dobradica, conferindo consideravel
flexibilidade ao fragmento de ligagcdo antigeno-anticorpo (Fab). A cadeia H da IgY ndo possui
a regido da dobradica e apresenta quatro dominio constantes (CH1, CH2, CH3, CH4) e um
dominio variavel (VH). Entre os dominios CH1-CH2 e CH2-CH3 residuos de prolina e
glicina conferem limitada flexibilidade & molécula (NARAT, 2003) (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo esquematica da IgY de aves e IgG de mamiferos. Fonte:WARR et
al., 1995.

Em alguns passaros anseriformes (gansos e patos) e répteis foi identificada a forma
truncada de IgY (AFc) de origem ainda desconhecida. A IgY truncada ndo possui os dois
dominios C-terminais (CH3; e CH,) da cadeia pesada, e possui peso molecular mais baixo, por
volta de 120 kDa. Ambas as formas de IgY podem ser encontradas em um mesmo individuo,
como ocorre em alguns patos e gansos, ou apenas a forma inteira pode estar presente, como
ocorre em Gallus domesticus (TIZARD, 2002; KITAGUCHI et al., 2008).



b) Propriedades fisico-quimicas

O ponto isoelétrico da IgY estd compreendido entre 5,7 e 7,6, enquanto a IgG de
mamiferos que esta compreendida entre 6,1 e 8,5 (POLSON et al., 1980; SUN et al., 2001). A
regido Fc € a parte mais hidrofobica na molécula do anticorpo e, como esta regido é maior na
IgY que na IgG, a molécula de IgY é mais hidrofobica que a molécula de 19gG (DAVALOS-
PANTOJA et al., 2000). A IgY também ¢é relativamente estadvel a pressdo, ndo havendo
inativacéo até 4.000 kg/cm? (SHIMIZU et al., 1994).

Sob condicdes acidas, em pH 3,5 a atividade da IgY foi bastante reduzida e, em pH 3,0
ocorreu a prda completa da sua atividade (HATTA et al., 1993; SHIMIZU et al., 1993). A
atividade da IgY nas condicdes alcalinas ndo se altera até atingir pH 11, mas é reduzida,
significativamente, em pH igual ou superior a 12 (SHIMIZU et al., 1992).

A estabilidade da IgY frente a variacdo de temperatura e pH tem sido estudada em
varias condi¢fes. Em temperaturas acima de 70°C, a IgY perde grande parte de sua atividade;
a 60°C por 10 minutos, perde, aproximadamente, 20% da sua atividade, e a 40°C permanece
estavel (SHIMIZU et al., 1988; SHIMIZU et al., 1992; HATTA et al., 1993; SHIN et al.,
2002). O efeito da temperatura sobre a estabilidade mostrou que a atividade da IgY se
manteve durante mais de cinco meses no armazenamento a -20°C, 4°C ou temperatura
ambiente (FU et al., 2006), 0 mesmo ocorrendo apos a liofolizacdo (SHIMIZU et al., 1988).

c¢) Propriedades imunoldgicas

Os 6rgéos responsaveis pela producgédo de anticorpos nas galinhas diferem daqueles dos
mamiferos. Os 6rgdos linfoides primarios das galinhas consiste na bursa de Fabricius e do
timo, enquanto os oOrgdos secundarios sdo compostos pelo baco, glandulas Harderianas,
medula dssea e tecidos linfoides conjuntival, bronquial e intestinos associados. A bursa de
Fabricius, 6rgdo exclusivo das aves, € o 6rgdo linfoide responsavel pela maturagdo de
linfécitos B (McCORMACK et al., 1989). O timo € o sitio de diferenciacdo de células tronco
em células T, e a proliferacdo de plasmaocitos ocorre no bago onde as células B estdo
localizadas (CARLANDER et al., 1999).

2.1.2. Producéo da IgY

O desenvolvimento e a producdo de anticorpos IgY especificos podem ser alcangados
pela imunizacdo de aves poedeiras com o antigeno alvo. O antigeno pode ser apresentado ao
sistema imune como estruturas complexas (bactéria, virus e parasitas) ou simples (proteinas,
polissacarideos e toxinas) (SCHADE et al., 2005). Entretanto, o resultado da resposta imune
das aves imunizadas ndo pode ser previsto. Dentre outros fatores, dois sdo muito importantes
e influenciam diretamente esta resposta: tipo de adjuvante usado e a via de administracdo do
antigeno (SCHADE; HILINAK, 1996).

Para a inducdo de altos e sustentaveis titulos de anticorpos emprega-se um adjuvante.
Entretanto, a imunizacgdo das aves sem o uso de qualquer adjuvante também pode resultar em
titulos aceitaveis de um anticorpo (GUTIERREZ et al., 2001). O adjuvante considerado
padrdo ouro, em termos de inducdo da resposta imune especifica é o adjuvante completo de
Freund (CFA), que contém micobactérias mortas pelo calor (LEVESQUE et al., 2007).
Atualmente, 0 CFA em mamiferos tem sido utilizado com menos frequéncia devido a alguns
trabalhos associarem processos inflamatorios graves e necrose tecidual no local da inoculacédo
da aplicacdo desse adjuvante (WANKE et al., 1996).

As inoculagdes com o antigeno para a obtencdo de anticorpos IgY podem ser feitas por
via intramuscular, no muasculo peitoral, embora também foi descrita a inoculacdo subcutanea
(WOOLLEY; LANDON, 1995; SCHADE; HILINAK, 1996; CARLANDER et al., 2002). A
imunizagcdo com o antigeno por via intramuscular resulta, frequentemente, em niveis mais
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elevados de anticorpos 28 dias apds a imunizacdo (WOOLEY; LANDON,1995). Galinhas
inoculadas por via intramuscular continuam a produzir anticorpos especificos durante mais de
200 dias ou por todo o periodo de postura (SCHADE ; HILINAK, 1996).

A concentracdo de IgY no soro de galinhas adultas é de aproximadamente 5,0 a 7,0
mg/mL. A galinha poedeira produz em média 20 ovos por més e podem ser isoladas,
aproximadamente, 2,0 gramas de IgY neste periodo, que corresponde a cerca do teor de 1gG
de 300 mL de soro ou de 600 mL de sangue (SHIMIZU et al., 1994). Este volume de sangue é
obtido apenas em mamiferos de grande porte. A Tabela 1 apresenta uma comparagdo entre a
producdo de anticorpos de mamiferos (coelho) e em aves (galinhas).

Tabela 1. Comparagdo entre a producgdo de anticorpos de mamiferos e aves.

Espécie Coelho Galinha
Namero de animais 1 1
Amostra %;(;erg?l_cﬁes;r;%:)e Coleta diaria de ovos
Volume da amostra (em 2 semanas) 40 mL de sangue 14 ovos = 210 mL de gemas?
Anticorpos totais 200 mg 1120 mg®
Anticorpos especificos 5% (10 mg) 2-10% (22.41 mg)
Coelho/galinha- total® 5-6 1
Coelho/galinha-especificos® 2-11 1
Presenca de outras Ig IgM, IgA, IgE Nenhuma

% VVolume médio por gema igual a 15 mL.

® Quantidade média de IgY igual a 80 mg por gema.

° Numero de coelhos que produzem igual quantidade de anticorpos por galinha em 2 semanas.

¢ Ntimero de coelhos que produzem igual quantidade de anticorpos especificos por galinha em 2 semanas.
Fonte: NARAT, 2003.

2.1.3. Isolamento e purifica¢do da IgY
A gema do ovo da galinha consiste de 51,3% de matéria seca e 48,7% de agua

contendo proteinas e uma porc¢édo dispersa chamada de granulos de gema e gotas de lipideos
(FISHER;HLINAK, 1996), conforme a Tabela 2 a seguir.

Tabela 2. Componentes da gema do ovo. (SCHADE et al., 2000).

Componentes Porcentagem
Lipideos e gorduras 32,6%
Proteinas 16%
Carboidratos 1%
Matéria inorgancia 1,1%

Fonte: SCHADE et al., 2000.

O processo de extracdo sempre se inicia pela separacdo da gema e da clara. Para
separar a fase aquosa da gema utilizam-se solventes organicos, substancias hidrofilas ou
congelamento a — 20° C. Este processo ¢ denominado delipidacdo (SCHADE et al., 2001). Os
principais métodos de extracao estdo descritos na Tabela 3, a seguir.



Tabela 3. Principais métodos de extracdo da IgY da gema do ovo.
Método Referéncias

Separagdo das Iipoproteinas por Mc Bee e Cotterill (1979)
ultracentrifugacéo

Meétodo da dilui¢cdo em agua Jensenius et al., (1981); Akita e Nakai (1972)
Delipidacdo com solvente organico Bade e Stegemann (1984); Polson (1990)

Precipitacdo das lipoproteinas por agentes
precipitantes incluindo: Sulfato de sédio Dextran

Jensenius et al., (1981);

Polietilenoglicol (PEG) Polson et al., (1985)
Goma carragena e xantana Hatta et al.,(1991)
Resina acida poliacril Hamada et al., (1991)
Remocdo das lipoproteinas por interagdo com
agentes quimicos especificos incluindo: Acido Vieira et al., (1986)
fosfotungsténico e cloreto de magnésio
Hidroxipropilmetilcelulose Yokoyama et al., (1993)
Acido caprilico Svendsen et al., (1995)
Separacdo dos lipideos e 0 método de dilui¢do por Stilberg e Larsson (2001)

agua com fosfatos e Triton X-100
Fonte: NAFEA, 2008.

Dentre os reagentes citados nas técnicas de precipitacdo citam-se o sulfato de sédio,
acido caprilico, dextransulfato, sulfato de amoénio e polietilenoglicol. Bernardo (2009), ao
produzir anticorpos IgY contra Leishmania amazonensis, comparou as extracdes realizadas
com sulfato de aménio e polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) e constatou que, enquanto o
primeiro apresentou maior rendimento, o segundo obteve maior pureza. O PEG-6000 é um
polimero de alto peso molecular, formado a partir do etileno glicol. O uso desse polimero para
extracdo de IgY da gema foi introduzido por Polson et al. (1980). O método tem como
vantagem a possibilidade de manipulagdo em temperatura ambiente, sem risco de
desnaturacdo da imunoglobulina (AKITA; NAKAI, 1993).

Em trabalhos descritos na literatura se utilizaram mais de um método de purificacdo
para a obtencdo da IgY. A escolha do método estd na dependéncia da quantidade, pureza e
atividade bioldgica desejada, assim como do custo da técnica. Os principais métodos
cromatogréaficos para a purificacdo da IgY encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Principais métodos de purificacdo da IgY.
Meétodos de Purificacdo

Cromatograficos Referéncias
Cromatografia de troca anibnica Blade and Stegemann (1984); Akita e Nakai (1993)
Cromatografia de troca catidnica Fichtali et al., (1992); Ko and Ahn (2006)
Cromatografia de exclusdo e peneira molecular Akita e Nakai (1992); Ko and Ahn (2006)
Cromatografia de interagdo com cobre McCannel and Nakai (1989)

Continua...



Continuacao da Tabela 4.

Meétodos de Purificacdo

Cromatograficos Referéncias
Cromatografia de interacdo hidrofébica Hassel and Asptch (1988)
Cromatografia de interacéo tiofilica Hassel et al., (1998)

Cromatografia de afinidade (incluindo
colunas com afinidade por antigeno, colunas
immunosorventes e colunas de afinidade de
ligante sintético)
Ultrafiltracéo Akita e Nakai (1992); Ko and Ahn (2006)
Eletroforese preparativa Gee et al., (2003)
Fonte: NAFEA et al., 2008.

Natkaturima et al., (1992); Li et al., (1998); Yazawa
etal., (1991); Yokoyama et al., (1993); Fassina et
al., (1998); Dong et al., (2008)

2.1.4. Aplicacoes da tecnologia IgY no imunodiagndstico

A 1gY apresenta propriedades distintas que podem ser exploradas em varios campos
da pesquisa, do diagnostico e da terapia. Os estudos para elucidar as caracteristicas
morfoldgicas e funcionais da IgY iniciaram nos anos 70. A partir de entdo houve uma maior
disponibilidade de reagentes tanto para a purificacdo como padrdes e anticorpos marcados
especificamente contra a 1gY, impulsionando as aplica¢cdes no imunodiagnéstico.

A utilizacdo da IgY aviaria apresenta beneficios em testes imunoldgicos em que a
interferéncia causada pelos anticorpos 1gG podem alterar a sensibilidade do ensaio (Figura 2).
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Figura 2. Propriedades da IgY e da IgG. Fonte: Ingredientsinside (2016).

Um exemplo da interferéncia causada pelos anticorpos 1gG nos testes para
diagndsticos é o fator reumatoide que reage com a IgG de diferentes espécies de mamiferos, e
também com anticorpos monoclonais murinos (CARLANDER, 2002). O fator reumatoide é
encontrado em pacientes com artrite reumatoide, e também em pacientes com outras doengas
e, ainda, em 3-5% dos individuos saudaveis.

Outro fato relevante é o crescente numero de pacientes tratados com anticorpos
monoclonais murinos. Estes tratamentos, muitas vezes, estimulam uma reacdo imunoldgica -
anticorpos humanos contra os de origem murina, denominada HAMA (Human Anti-mouse
Antibody) contudo, estes anticorpos podem ser encontrados também no soro de pacientes que
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nédo foram tratados com os anticorpos murinos. A utilizagéo da IgY apresenta uma expressiva
vantagem uma vez que nao reage com o fator reumatdide ou com o HAMA (LARSSON et al.,
1992).

Uma das possibilidades de resultados positivo falso nos testes de diagnostico € a
reacdo entre a regido Fc dos anticorpos de mamiferos e a proteina A estafilococica ou
proteina G estreptocdcica. Ao contrario da IgG, os anticorpos IgY nao se ligam aos receptores
Fc bacterianos, como a proteina A ou proteina G supracitados(JENSENIUS et al., 1981). O
emprego da IgY em testes de diagndstico pode ser uma ferramenta Util para contornar estas
reacOes, entretanto, uma desvantagem € a impossibilidade de se utilizar a proteina A ou a
proteina G, nos processos de purificacdo da IgY (SCHADE; HLINAK et al, 1996).

A distancia filogenética entre aves e mamiferos possibilita uma maior probabilidade
de inducgdo da resposta imune contra antigenos ou epitopos que podem n&o ser imunogénicos
em mamiferos. Devido a distancia evolutiva, a IgY reconhece um maior nimero de epitopos
quando o imundgeno é proveniente de uma proteina altamente conservada de mamifero. Esta
caracteristica pode resultar na amplificacdo do sinal, enfatizando as vantagens da utilizacao da
IgY, em relacdo a IgG como anticorpo de captura, contribuindo para um melhor desempenho
das reacGes imunoldgicas (CARLENDER, 2002).

A limitada flexibilidade da IgY aviaria pode ser responsavel pela incapacidade de
precipitar antigenos em baixas concentracfes de sal (WARR al., 1995). A IgY e a IgY (AFc)
possuem dois locais de ligacdo ao antigeno e deveriam, em principio, precipitar ou aglutinar
antigenos multivalentes, mas isso nem sempre ocorre, necessitando de concentracdes de sal
elevadas (1,5 M NaCl) (SHIMIZU et al., 1988). Os anticorpos de patos e gansos, geralmente,
ndo apresentam reacdes de precipitacdo ou aglutinagdo, nem mesmo em concentracdes
elevadas de sal (HIGGINS et al., 1988; WARR et al., 1995).

O emprego da tecnologia IgY no desenvolvimento de anticorpos especificos para o
desenvolvimento de ensaios imunoenzimaticos foi obtido com grande éxito contra uma ampla
variedade de antigenos, incluindo proteinas, peptideos, horménios, bactérias, fungos, plantas e
animais (SCHADE et al., 1994). Varios estudos demonstraram resultados promissores para
deteccdo de antigeno circulante de Schistossama Japonicum (CAIl et al., 2012), no
desenvolvimento de anticorpos IgY contra as proteinas do Pythium insidiosum (RANGEL et
al., 2010), no uso de um ELISA de captura para o virus da febre aftosa (VEERASAMI et al.,
2008). A otimizacdo e validacdo de um teste de ELISA indireto para o diagnostico soroldgico
do mormo entre equinos, que tem como agente etiolégico a bactéria Burkholderia mallei,
demonstrou resultados de sensibilidade de 99,7% e especificidade de 100%, comparado ao
teste ouro de fixacdo de complemento (SINGHA et al., 2014). Silva et al., (2012) utilizaram a
IgY no desenvolvimento de um ELISA para o diagnostico da hepatite A e os resultados
demonstraram sensibilidade de 95% e especificidade de 98,8%. Do mesmo modo,
Vasconcelos et al., (2015) demonstraram a utilizacdo de IgY para a detec¢do do virus da
hepatite A (HAV) por imunofluorescéncia indireta, em cortes congelados de figado de
macacos cynomolgus inoculados com o virus.

2.2. A sindrome da Imunodeficiéncia Felina

Num primeiro momento, o grande beneficio da domesticacdo do gato parece ser a
companhia humana, mas esse papel tem se expandindo rapidamente para abranger questfes na
salde humana. A infeccdo pelo FIV representa um risco pequeno ou ausente a satde publica,
semelhante a outros lentivirus, o FIV parece ser especifico para a espécie. Contudo, os gatos
com imunossupressdo induzida pelo retrovirus podem servir como reservatério para diversas
doencas como toxoplasmose e a criptosporidiose e, dessa forma, podem representar risco a
saude dos seres humanos (FERREIRA et al., 2011). Outras doencas infecciosas virais em
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gatos tem padrdes de evolucdo, viruléncia e patogenicidade que oferecem fortes paralelos com
virus relacionados em humanos. O coronavirus felino (FCoV), comum em gatos domésticos,
é um parente proximo do coronavirus SARS humano que, em 2003, ocasionou 809 mortes em
29 paises (WHO, 2003). Na década de 1960, a descoberta do virus da leucemia felina e a sua
capacidade para recombinar com oncogenes celulares do hospedeiro resultou em uma melhor
compreensdo de neoplasias de felinos e humanos (HARDY et al., 1980). Outros patdgenos
podem ser acrescidos a estes e a espécie felina pode ser apontada como modelo para o estudo
de muitas doencas infeciosas humanas devastadoras, como pode ser observado na Tabela 5.

Tabela 5. Exemplos de virus de gatos domésticos com homoélogos humanos.

Virus Felino Homdlogo Humano
Virus da Leucose Felina (FeLV) Virus Linfotropico para células T Humanas (HTLV)
Virus da Imunodeficiencia Felina (FIV) Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV-AIDS)
Coronavirus Felino (FcoV) SARS (Coronavirus-Sindrome Respiratdria Aguda Severa)
Virus do Sarcoma Felino (FSV) ~20 Oncogenes humanos
Influenza Aviaria (H5N1) Influenza Aviaria (H5N1)
Herpesvirus felino (FHV) Citomegalovirus (CMV- retinite)

Virus sincicial felino (FSV) Virus Sincicial humano (ndo patogénico)
Calicivirus Felino (FCV) Calicivirus Humano (Diarréia e vémito)
Parvovirus Felino (FPV) Parvovirus humano B19

Morbillivirus Felino (CDV) Morbillivirus Humano (Sarampo)

Fonte: O’BRIEN et al., 2012.

A énfase neste estudo serd dada ao virus da imunodeficiéncia felina (do inglés Feline
immunodeficiency virus- FIV) que foi isolado em 1986, de gatos domésticos com sinais de
imunodeficiéncia, em um criatorio ao norte da Califérnia (PEDERSEN et al., 1987).

2.2.1. A infecg¢do pelo virus da imunodeficiéncia felina

O FIV é classificado no género Lentivirus da familia Retroviridae e possui muitas
caracteristicas deste género, incluindo: morfologia tipica, tropismo pelos linfocitos T e
mondcitos/macrofagos, organizacdo gendmica e infeccdo persistente ao longo da vida do
hospedeiro (ICTV, 2012).

Baseado no tropismo celular e nas manifestac6es clinicas, os lentivirus se dividem em
dois grupos. O primeiro grupo inclui os virus que infectam linfocitos e mondcitos/macrofagos
e causam a sindrome da imunodeficiéncia. Sdo estes os lentivirus de primatas (virus da
imunodeficiéncia humana tipo 1 e 2 (HIV-1, HIV-2), virus da imunodeficiéncia simia (SIVs),
virus da imunodeficiéncia bovina (BIV) e o FIV. O segundo grupo é constituido pelos virus
que, predominantemente, infectam macrofagos causando doencas imunomediadas como a
artrite e encefalite caprina, virus da anemia infecciosa equina e o virus Maedi-Visna
responsavel pela pneumonia progressiva dos ovinos (O’BRIEN et al., 2012).

O FIV ¢ capaz de infectar outras espécies felinas, além do gato doméstico (Felis
catus), tais como o ledo africano (Panthera leo) e a suguarana (Puma concolor) entre outras
16 especies de felinos silvestres (O’BRIEN et al., 2012).



Embora o FIV tenha sido identificado em outros felinos, a sindrome de
imunodeficiéncia adquirida no gato doméstico é similar a do HIV, sendo por isso um
importante modelo animal para o estudo do ciclo de vida, patogenia, prevencao e terapéutica
dos lentivirus (BARR; PHILLIPS, 2008; HOSIE et al., 2009; DUARTE et al., 2012;
SELLON; HARTMANN, 2012).

2.2.2. Estrutura do FIV

A morfologia e a estrutura das proteinas do FIV sdo tipicas de um lentivirus. O virion
apresenta uma forma esférica e envelopada com 105-125 nm de diametro, contém duas copias
de RNA de fita simples de sentido positivo, com cerca de 9400 bases nucleotidicas e, as
enzimas transcriptase reversa (RT), deoxiuridina trifosfatase (dUTPase), protease e integrasse,
como pode ser visto na figura 3 (LECOLLINET; RICHARDISON., 2008).

| Env
Pol gp9s (SU)
gp36 (TM)
Gag
p13 (PR) p17 (MA)
066.’511 q,RT‘) p24 (CA)
LAl
P ) + RNA genome
Lipid bilayer

Figura 3. Estrutura do FIV. PR, protease; RT, transcriptase reversa; IN, integrase; DU,
deoxiuridina trifosfatase; SU, glicoproteina de superficie do envelope; TM, glicoproteina
transmembranar do envelope; MA, matriz; CA, capsideo e NC, nucleocapsideo.
Lecollinet e Richardison (2008).

O FIV apresenta uma organizacdo gendmica complexa, possuindo além dos genes
estruturais, gag, pol e env, varios outros que codificam proteinas ndo estruturais e, trés genes
acessorios, vif, ORF A e rev, que codificam as proteinas envolvidas na regulagéo da replicacéo
viral (BARR; PHILLIPS, 2008; DUARTE et al., 2012; O’KEEFE, 2013). Nas extremidades
5" e 3" do DNA proviral integrado ao cromossomo da célula hospedeira, encontram-se regides
repetidas denominadas “Long Terminal Repeats” (LTRs), que contém as informagdes para a
iniciagdo e terminacgéo da transcricdo, como apresentado na figura 4 (WILLETT, B., 2013).
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Figura 4. Organizacao do genoma do FIV. O gene gag (Antigeno Grupo-especifico) codifica
as proteinas que constituem a matriz (MA), o nucleocapsideo (NC) e o capsideo (CA).
Gene pol codifica quatro proteinas enzimaticas, protease (PR), transcriptase reversa (RT),
deoxiuridina trifosfatase (DU), e a integrase (IN). Gene env codifica as duas
glicoproteinas de superficie (SU) e transmembranar (TM). LTR: Long terminal repeats.
Genes acessorios vif, ORF-A e rev codificam as proteinas envolvidas na regulacdo da
replicacdo viral. Willett, B. (2013).

2.2.3. Epidemiologia do FIV

O FIV possui uma distribuicdo mundial e devido a diversidade genética, especialmente
do gene env (regido V3-V5) da gpSU, € classificado em sete subtipos: A, B, C, D, E, F e U-
NZenv (HAYWARD; RODRIGO, 2010; GRACE, 2011; SELLON; HARTMANN, 2012,
HOHDATSU et al.,, 1996; PECORARO et al., 1996; DUARTE; TAVARES, 2006;
NAKAMURA et al., 2003).

A distribuicdo geografica dos subtipos do FIV parece ndo ter um padréo determinado,
sendo os subtipos A e B os mais frequentes (Figura 5). Em relacdo a Europa, verifica-se que o
subtipo A predomina no norte-ocidental e o subtipo B no sul (STEINRIGL et al., 2010). O
subtipo C é mais frequente no Japdo, Asia, Europa, Nova Zelandia e Canada (DUARTE;
TAVARES, 2006; HAYWARD et al., 2007). O subtipo D foi detectado no Japdo e Vietnd
(HAYWARD; RODRIGO, 2010), enquanto o subtipo E na Argentina ((HAYWARD;
RODRIGO, 2010; EUROPEAN ADVISORY BOARD ON CAT DISEASES [ABCD], 2012).
O subtipo U foi identificado na Nova Zelandia (HAYWARD; RODRIGO, 2010).

B,C A AB
A,B AB,FB A,B,C,D

B.,E
A,C,U

Figura 5. Distribuicdo global dos subtipos do FIV. HOSIE et al., 2009.

O indice de prevaléncia mundial do FIV € variavel e depende de fatores de risco como
a condicdo de vida do animal (GIL et al., 2013; SELLON; HARTMANN, 2012). Estudos
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demonstraram a prevaléncia do FIV em gatos de companhia entre 4% a 12% (HAYWARD;
RODRIGO, 2010; HARTMANN, 1998; LEVY et al., 2006; HARTMANN et al., 2007).

No Brasil, estudos mostram uma ocorréncia variando de 1,47% a 37,5%, e, até o
momento, apenas a presenca do subtipo B foi encontrado (RECHE et al., 1997; CALDAS et
al., 2000; CAXITO et al., 2006; LARA et al., 2008; MARTINS et al., 2008; TEIXEIRA et al.,
2010).

2.2.4. Transmissao do FIV

A transmissdo do FIV ocorre por mordedura por meio da saliva contaminada, e 0s
machos de acesso livre a rua sdo considerados o principal reservatério do virus, devido a
serem mais propensos ao envolvimento em lutas para marcagédo territorial (HARTMANN,
1998).

O FIV é encontrado em maior concentragdo na saliva (YAMAMOTO et al., 1989) mas
pode ocorrer a transmissdao venérea, intrauterina e transmamaria que, no entanto, sdo raras
durante a infec¢do natural (O’NEIL et al., 1995; ALLISON; HOOVER, 2003). Estudos
experimentais em gatos demonstram a infec¢do por via oral, nasal, intravaginal e intrarretal
(MOENCH et al., 1993, apud ABCD, 2012; SELLON; HARTMANN, 2012; SYKES, 2013),
assim como, pela inoculacdo parenteral de sangue, plasma ou soro contaminados
(YAMAMOTO et al., 1989; SELLON; HARTMANN, 2012).

Uma vez infectado pelo FIV, o gato pode evoluir para uma imunossupressao e
desempenhar um papel de reservatério para doencas como toxoplasmose e a criptosporidiose
ativa, dentre outras, e dessa forma apresentar risco a satde de outros animais e para 0 homem
(MALIK et al., 1992).

2.2.5. Patogenia da infeccao pelo FIV

As principais células-alvo para a fase inicial da infeccdo pelo FIV séo as células T
CD4" auxiliares, as células dendriticas e os macrofagos, enquanto que em fases mais
avancadas da infecgdo, o tropismo se expande para as células T CD8" e células B (WILLETT;
HOSIE, 2008), assim como, infeccdo das células da microglia e células estromais de medula
6ssea (TANABLE; YAMAMOTO, 2001).

Na infeccdo pelo FIV, a fase aguda é marcada por uma viremia intensa restringida pela
resposta imune adaptativa em cerca de 8 semanas, podendo o virus ser detectado no plasma
(Figura 6). No periodo de duas a oito semanas ap0s a infec¢do, os anticorpos especificos
contra o FIV reconhecem as proteinas do gene gag (p24) e env (SU), enquanto ocorre uma
queda na carga viral plasmatica. O desenvolvimento da resposta imune celular e humoral
anuncia o inicio da fase assintomética que pode permanecer varios anos ou prolongar-se até o
fim da vida do animal. Durante este periodo a carga viral mantém-se relativamente baixa, no
entanto, ocorre um declinio progressivo dos linfocitos T CD4". Na fase terminal da infeccéo,
ocorre imunossupressao grave, e, por consequéncia, diminuicdo dos anticorpos neutralizantes,
possibilitando o aumento da carga viral, permitindo o desenvolvimento de infecgOes
oportunistas, neoplasias ou alteragdes neurolégicas (BECZKOWSKI, 2012).
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Figura 6. Patogenia do FIV. PVL, carga viral plasmatica; CTL, linfocitos T citotoxicos; SU,
glicoproteina do Env; p24, proteina do capsideo viral. Beczkowski (2012).

O potencial patogénico de FIV tem sido demostrado em estudos epidemiol6gicos e
clinicos, bem como em infeccdes experimentais (HOSIE et al, 1989; YAMAMOTO et al.,
1988). No entanto, o alcance e a gravidade da infeccdo pelo FIV sdo dificeis de prever e
depende de varios fatores, incluindo, a idade e estado de satde do gato, bem como a carga e a
cepa viral no momento da infeccdo (HARTMANN, 2011; DIEHL; HOOVER, 1995).

2.2.6. Diagnostico da infec¢ao pelo FIV

A deteccdo do virus no plasma ou em linfdcitos de sangue periférico de animais
infectados, utilizando o isolamento em cultura de células, é possivel ao longo de todo o
periodo da infecgdo, mas inexequivel como diagnostico de rotina, pela lentiddo, de pelo
menos duas semanas, na confirmacdo do resultado, e custo elevado (PEDERSEN;
BARLOUGH, 1991; HARTMANN, 1998; HOSIE et al., 2009).

A deteccdo do DNA proviral do FIV pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) é considerada altamente sensivel e especifica e pode ser utilizada para tecidos, baco,
medula 0ssea e leucocitos (BIENZLE et al., 2004). Contudo, devido a ampla variabilidade
genética comum aos lentivirus, alguns estudos demonstram resultados variaveis, sendo
necessario estudos prévios do subtipo circulante na regido (CRAWFORD et al., 2005).

Os anticorpos contra o FIV podem ser detectados por ELISA, Western Blot, IFA
(imunofluorescéncia indireta) e imunocromatografia. No entanto, os testes atuais nao
distinguem os anticorpos que resultaram da infeccdo natural, da obtida por vacinacdo, ou
adquiridos pelo colostro (HARTMANN et al., 2007; EUROPEAN ADVISORY BOARD ON
CAT DISEASES ABCD, 2012).

O Western Blot é considerado padrdo-ouro pela sua alta especificidade e é utilizado
como teste confirmatorio de resultados inconclusivos para o diagnostico da infecgdo pelo FIV
(PEDERSEN; BARLOUGH, 1991; HOSIE et al., 2009). Entretanto, o ELISA é a técnica
mais amplamente utilizada para o diagnostico de rotina por apresentar uma sensibilidade de
98,3% e uma especificidade de 100% (COURCHAMP et al., 1998; LEVY et al., 2006;
SYKES, 2013).

Hartmann e colaboradores (2007) publicaram um estudo comparativo sobre a
qualidade dos sete testes disponiveis comercialmente para o diagnostico do FIV. Trés destes
sistemas baseiam-se no principio do ELISA (SNAP Combo Plus®, Viracheck® e PetChek
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Plus®) e quatro no principio da imunocromatografia (Witness®, Mapic®, FASTest®, DUO
Speed®). Foram analisadas 536 amostras de soro de gatos obtidas de forma randémica e a
presenca de anticorpos contra o FIV foi confirmado por Western Blot nas amostras positivas
em, pelo menos, um dos testes. A presenca de anticorpos contra o FIV foi confirmada por
Western Blot em 55 das 536 amostras (prevaléncia de 10,3%). O teste Mapic® foi excluido por
apresentar cerca de 23,1% dos resultados invalidos e 11,1% dificuldade na interpretacdo. Os
outros testes apresentaram a sensibilidade entre 92,1 a 100% e a especificidade de 98,9 a
100%, os valores preditivos positivos e negativos variaram de 91,2 a 100% e 99,2 a 100%,
respectivamente. Segundo o autor, o0s testes que apresentaram o melhor desempenho foram:
SNAP Combo Plus®, FASTest® e DUO Speed®. Segundo os autores, o teste mais
recomendado para uso no diagnéstico foi 0 SNAP Combo Plus® por ter obtido o melhor
desempenho, dentre os testes avaliados, com sensibilidade de 100% e especificidade 99,6%,
seguido pelos testes FASTest®e DUO Speed®.

O quadro 6 apresenta as empresas fornecedoras, a plataforma tecnoldgica empregada,
0s antigenos utilizados e as amostras que podem ser utilizadas nos testes avaliados por
Hartmann e colaboradores (2007).

Tabela 6. Comparacdo de sete testes comerciais para a deteccdo de anticorpos contra o

FIV.
Produto Empresa Plataforma Antigeno  Amostra
SNAP® FIV/FeLV .

Combo Plus IDEXX Laboratories Inc. ELISA gp40ep24 ST,P,S

PetChek Plus® IDEXX Laboratories Inc. ELISA gp40 e p24 P,S
Viracheck® Synbiotics Corporation ELISA gp40 ST,P,S
Witness® AGEN Biomedical Limited  Imunocromatografia gp40 ST,P, S
Mapic® Sinovus Biotech Inc. Imunocromatografia gp40 ST,P,S
FASTest® Megacor Imunocromatografia gp40 ST,P,S
DUO Speed® BIO VET TEST (BVT) Imunocromatografia gp40 ST,P, S

(ST- sangue total; P- plasma; S- soro; gp40- Glicoproteina; p- proteina). Fonte: Autoria propria

2.3. Desenvolvimento e Validacio de um Teste para Uso Veterinario

Medeiros (2004) descreveram que 0 desenvolvimento de um novo reagente para
diagnostico, desde a concepcdo da ideia até o seu registro, perpassa por diferentes fases. Apos
a descoberta cientifica de um determinado agente, a primeira fase é o pré-desenvolvimento,
onde sdo realizadas a caracterizacdo do antigeno, do anticorpo e a selecdo e definicdo de
métodos diagndsticos. A fase seguinte é de desenvolvimento, onde deve ser realizada em
laboratorios especificos, dotados de instalacdes validadas, equipamentos calibrados e
mediante o uso de insumos certificados e devem ser adotados os requisitos de Boas Praticas
de Laboratérios (BPL). Dentre as atividades especificas desta fase destacam-se o
estabelecimento do lote semente, o escalonamento e a consisténcia da produgdo, a
estabilidade e a determinacdo da viabilidade econémica e tecnoldgica de producdo. A Gltima
fase antes do processo produtivo é a validagao do produto, onde sdo avaliadas e validadas, de
forma ampliada, as principais caracteristicas basicas do produto, ou seja, a sensibilidade, a
especificidade, a repetibilidade e estabilidade, caracteristicas estas que deverdo ser testadas
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frente a um painel de sensibilidade ou padrdo de referéncia. O processo de producdo deve
atender as normas de BPF- instalacGes adequadas e validadas, evitando cruzamento de fluxos
de pessoal e materiais, equipamentos calibrados, validados e dedicados por linha de producao,
insumos certificados, documentacdo do processo produtivo lote a lote (dossiés de producao),
uso de procedimentos operacionais padronizados (POP) em todas as atividades relacionadas a
producdo, pessoal qualificado e permanentemente submetido a treinamentos entre outras. Os
lotes de producdo deverdo ser submetidos a testes de controle de qualidade pelo produtor, por
profissionais e em instala¢des independentes daquelas encontradas na area de producéo e pela
referida autoridade regulatoria.

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) ¢é
responsavel pela gestdo das politicas publicas de estimulo a agropecuéria, pelo fomento do
agronegocio e pela regulacdo e normatizacao de servigos vinculados ao setor. Sendo assim,
compete ao MAPA baixar normas complementares referentes a fabricacdo, ao controle de
qualidade, a comercializacdo e ao emprego dos produtos de uso veterinario, inclusive as
aprovadas no ambito do Mercosul. O MAPA é organizado em secretarias, e em 2012, foi
publicada pela Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA) uma compilacdo da legislacdo
relacionada aos produtos de uso veterinario, constando a Instru¢cdo Normativa SDA n° 4, de
19 de fevereiro de 2008, que aprova as Normas Técnicas para a fiscalizacdo da producéo,
controle, comercializacdo, modo de utilizacdo de produtos de uso veterindrio destinado a
diagnosticar doengas dos animais (MAPA, 2008). Em novembro de 2013, com o objetivo de
oferecer orientagdes para a padronizagédo e aprimoramento da qualidade relacionadas a saude
animal, foi publicado o Manual do Sistema Nacional de Informagdo Zoossanitaria-SIZ
deliberando que: “O padréo de referéncia considerado para os testes diagnosticos é o Manual
de Testes de Diagndstico e de Vacinas para os Animais Terrestres, da Organizacdo Mundial
de Satde Animal” (MAPA, 2013).

A Organizacdo Mundial de Saude Animal (OMSA ou OIE) é uma organizacdo
intergovernamental com sede em Paris, que sucedeu, em 2003, a antiga Organizacédo
Internacional das Epizootias (OIE), que havia sido criada em janeiro de 1924. O objetivo
principal é coordenar e incentivar, a informacdo, a investigacdo e a elaboracdo de normas
sanitarias para o controle de epizootias. A OIE, atualmente, conta com 180 paises engajados
na promogcao da saude e bem-estar animal em todo o mundo (OIE, 2016).

Durante a 712 Sesséo Geral da OIE, em maio de 2003, o Comité Internacional aprovou
a Resolugcdo N° XXIX/2003, onde consta os principios de validacdo e certificacdo de ensaios
diagndsticos (métodos de ensaio) para doencas infecciosas de animais. Em 2014, baseados
nesta Resolucdo, foi elaborado o Manual de Testes para Diagnéstico e Vacinas para Animais
Terrestres contendo os procedimentos padrdes especificos para a validacgao e certificacdo de
testes diagnosticos para doencas infecciosas dos animais (OIE, 2016).

No Brasil, o MAPA aprovou a Instrugdo Normativa N° 13, de 03.10.03 que estabelece o
Regulamento de BPF de Uso Veterinario de acordo com a legislacéo vigente da Coordenacéo
de Fiscalizacdo de Produtos Veterinarios (CPV), considerando a necessidade de dispor de
instrumento de avaliacdo das condicGes de fabricacdo e garantia de qualidade dos produtos de
uso veterinario e, considerando, ainda, a importancia de ser compatibilizada a legislacdo
nacional aos regulamentos referente as Boas Praticas de Fabricacdo no ambito do Mercosul
(MAPA, 2003).

O MAPA define BPF como sendo a parte da Garantia da Qualidade que assegura que 0S
produtos sejam consistentemente produzidos e controlados, com padrdes de qualidade
apropriados para o uso pretendido. Por sua vez, Garantia da Qualidade é a totalidade das
providéncias tomadas com o objetivo de garantir que os produtos estejam dentro dos padrdes
de qualidade exigidos, para que possam ser utilizados para os fins aos quais tenham sido
propostos. Estes conceitos estdo inter-relacionados e enfatizam a importancia na producéo e

15



no controle de produtos veterinarios. Dentro dos requisitos de BPF, a validacdo € uma etapa
importante, pois tem por objetivos, dentre outros: acdo documentada, de provar, que um
procedimento, processo, equipamento, material, atividade ou sistema, conduz efetivamente
aos resultados esperados.

O conceito de validagdo estd em continua evolugdo. Wright et al. (1993) interpretaram a
validacdo como o desempenho do novo teste comparado ao em uso de rotina. Jacobson (1998)
define que um ensaio validado consistentemente fornece os resultados dos testes capazes de
identificar animais como sendo positivo ou negativo para um analito ou processo (por
exemplo, um anticorpo ou o antigeno) e, por inferéncia, prevé com precisdo o estado da
infeccdo dos animais com um predeterminado grau de certeza estatistica. Greiner e Gardner
(2000) referem-se a validagdo como um processo continuo e a analise do método deve ser
planejada de acordo com a estrutura dos dados.

O MAPA define como validacéo de determinado procedimento analitico sendo um estudo
experimental e integralmente documentado que objetiva demonstrar que 0 mesmo é adequado
aos objetivos propostos, ou seja, que os parametros de desempenho avaliados atendem aos
critérios de aceitacdo preconizados. A validagdo visa garantir a qualidade metroldgica dos
resultados analiticos, conferindo-lhes rastreabilidade, comparabilidade e confiabilidade para a
tomada de decisdes (MAPA,2003).

A OIE (2016 b) define validacdo como um processo que determina o desempenho do
ensaio, o qual foi devidamente desenvolvido, otimizado e padronizado, de atender a finalidade
pretendida.

Com um repertorio crescente de novos reagentes para diagndstico e novas plataformas
tecnologicas faz-se necessario a harmonizacdo de procedimentos do processo de validacdo
com o estabelecimento de critérios durante o desenvolvimento e validacdo dos diferentes tipos
de ensaios.

Segundo a OIE, o processo de validacdo de testes diagnodsticos engloba onze critérios, a
saber: a proposta de uso, a otimizacdo, a padronizacdo, a repetibilidade, a sensibilidade
analitica, a especificidade analitica, o ponto de corte, a sensibilidade diagnostica, a
especificidade diagndstica, a reprodutibilidade e adequacéo a finalidade da proposta de uso
(2016 b).

As fases do processo de validacdo de um teste diagndstico para uso veterinario
recomendado pela OIE (2016 b) iniciando pelo desenvolvimento, validacdo e o
monitoramento e manutencdo dos critérios de validagdo encontram-se na Figura 7.
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Figura 7. Fases do processo de desenvolvimento e validacdo de um teste diagndstico para uso
veterinario. Os critérios de validagdo em negrito e sombreado. Adaptado da OIE (2016 b).

2.3.1. Primeira etapa do processo de validacao

A primeira etapa do processo de validacdo de um ensaio é o desenvolvimento de um
teste englobando a finalidade de uso do teste, desenho do estudo, sele¢cdo de amostras controle
e referéncia, e otimizacao.

As propostas de uso mais frequentes para metodos de diagndstico de doengas dos animais
sdo:

e Demonstrar a auséncia da infeccdo em uma populacdo definida, com ou sem vacinacgao;
certificar qualquer possibilidade de infeccdo ou presenga do agente em cada animal ou
produtos para fins comerciais;

e Auvaliar a erradicacdo da doenca ou a eliminagdo da infeccdo a partir de populacdes
definidas; confirmar o diagndstico de casos clinicos ou suspeitos;

e Estimar a prevaléncia da infeccdo ou exposicao para facilitar a analise de risco (inquéritos,
implementacdo de medidas de controle de doencas);

e Determinar o estado imunoldgico dos animais individuais ou populagfes (pos-vacinagao).

A espécie animal alvo, o patdgeno, a selecdo de amostras controles e de referéncia, 0s
reagentes, e o formato definido compdem o desenho do teste. Os experimentos iniciais sao
realizados para determinar se a proposta do teste € viavel evidenciando na pratica os
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resultados de uma proposi¢do tedrica. O uso de um painel de referéncia deve ser testado no
teste prototipo, e a esta etapa é denominada de prova de conceito. As amostras de referéncia
sdo usadas nos experimentos realizados durante o processo de desenvolvimento e também sdo
empregadas na validacdo do ensaio.

O processo de trabalho intensivo de otimizacdo de um ensaio é fundamental para alcancar
um desempenho confiavel e esperado do ensaio. Segundo a OIE (2016 b), otimizacdo € o
processo por meio do qual os parametros fisicos, quimicos e biol6gicos mais importantes de
um teste sdo avaliados e ajustados de modo a assegurar que as caracteristicas de desempenho
do ensaio sejam mais adequadas para a aplicacdo pretendida. Durante a otimizagdo de um
ensaio, € importante registrar todas as etapas dos processos e 0s parametros do ensaio, uma
vez que estes sdo pontos criticos que podem afetar a confiabilidade do ensaio. O controle de
equipamentos e materiais, diluicGes e faixa de pH do teste sdo exemplos de pardmetros que
fazem parte da otimizagdo do ensaio.

O desenvolvimento de um teste também deve ser acompanhado por outro parametro, a
robustez, que por definicdo ¢ a capacidade do ensaio permanecer inalterado durante variagdes
operacionais que podem ocorrer na execugdo do teste em um Unico laboratdrio. Os fatores
mais suscetiveis que afetam a robustez do ensaio incluem o pH, temperatura dos reagentes ou
fatores aquosos ou organicos da matriz (OIE, 2016 b).

2.3.2. Segunda etapa do processo de validacao

A segunda etapa do processo de validacdo de um ensaio avalia o desempenho do
ensaio e abrange quatro estagios, a saber:

Estagio 1 - Caracteristicas Analiticas;
Estagio 2 - Caracteristicas Diagnosticas;
Estagio 3 - Reprodutibilidade;

Estagio 4 - Implementacéo do teste.

No estadgio 1 sdo avaliadas as caracteristicas analiticas estimadas pelos valores de
sensibilidade analitica e especificidade analitica.

A sensibilidade analitica é a menor quantidade de uma amostra que um determinado
kit, antigeno ou anticorpo pode detectar, quando utilizada uma determinada técnica (prova)
(MAPA, 2008).

A especificidade analitica é o grau no qual as amostras analisadas, distinta da amostra
problema reagem, quando utilizado em um determinado kit, antigeno ou anticorpo para a
realizacdo de uma determinada técnica (prova) (MAPA, 2008). Para a OIE (2016 b) é o grau
em que o ensaio distingue entre o analito alvo e outros componentes que podem ser
detectados (ex: interferentes, produtos de degradacdo, ligacdo inespecifica a fase sélida),
capaz de causar respostas falsamente reduzidas ou elevadas no teste afetando a especificidade
analitica.

A repetibilidade é o nivel de concordancia entre os resultados de réplicas de uma
amostra que foram testadas pelo mesmo kit, antigeno ou anticorpo, quando utilizada uma
mesma técnica (prova) diferentes vezes dentro do mesmo laboratorio (MAPA, 2008).

No estagio 2 sdo avaliados as caracteristicas diagndsticas do ensaio estimadas pela
sensibilidade e a especificidade diagnostica e o valor de ponto de corte (cut-off).

A sensibilidade diagndstica é a capacidade que um determinado Kkit, antigeno ou
anticorpo possui para identificar corretamente amostras de animais sabidamente positivos em
um grupo de animais, quando utilizada uma determinada técnica (prova) (MAPA, 2008).
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A especificidade diagndstica é a capacidade que um determinado kit, antigeno ou
anticorpo possui para identificar corretamente amostras de animais sabidamente negativos em
um grupo de animais, quando utilizada uma determinada técnica (prova) (MAPA, 2008).

O ponto de corte é o valor selecionado para distinguir entre resultados positivos e
negativos em uma escala continua de valores e deve refletir a finalidade do ensaio e sua
aplicacdo (OIE, 2016 b). Ponto de corte sdo usados para diferenciar doenca de saude ou para
diferenciar doencgas apresentando sinais semelhantes.

As caracteristicas de sensibilidade e especificidade diagnostica sdo estimadas a partir
da definicdo do ponto de corte e consequente diferenciacdo das amostras positivas e
negativas.

No estadgio 3 é avaliado a reprodutibilidade do ensaio. A reprodutibilidade é a
capacidade de um método proporcionar resultados consistentes, tal como determinado pelas
estimativas de precisdo, quando aplicado a aliquotas de uma mesma amostra testada em
diferentes laboratorios, de preferéncia localizado em regides distintas ou diferentes paises
(OIE, 2016 b).

O estégio 4 fornece evidéncias adicionais e valiosas para o éxito na implementacgao do
ensaio de acordo com as expectativas.

A interpretacdo dos resultados deve considerar a determinacdo dos valores preditivos
positivo e negativo que sdo dependentes da sensibilidade, da especificidade do teste e da
prevaléncia de uma determinada enfermidade na populacéo.

O valor preditivo positivo € a probabilidade de um animal com um resultado de teste
positivo que efetivamente tém a doenca.

O valor preditivo negativo é a probabilidade de um animal com um resultado de teste
negativo que efetivamente ndo tém a doenca.

As relaces entre estas variaveis sdo:

e Quanto maior a sensibilidade, maior sera o valor preditivo negativo, isto é, maior sera a
probabilidade de, perante um resultado negativo, ndo haver doenca.

e Quanto maior a especificidade, maior serd o valor preditivo positivo, isto €, maior sera a
probabilidade de, perante um resultado positivo, haver doenca.

e Quanto maior a prevaléncia da doenca, maior sera o valor preditivo positivo e menor sera
o valor preditivo negativo, isto é, quanto mais frequente é uma doenca mais provavel é
encontrar verdadeiros positivos (aumentando o valor preditivo positivo), mas também é
mais provavel encontrar falsos negativos (diminuindo o valor preditivo negativo).

2.3.3. Terceira etapa do processo de validacao

A terceira etapa no processo de validacdo de um ensaio consiste no monitoramento e a
manutencdo dos critérios de validagdo aplicado ao teste em campo. Para um ensaio manter o
estado de validacdo do método de ensaio para uma finalidade especifica é necessario um
constante monitoramento para verificar a manutencéo do seu desempenho conforme definido
durante a validacdo do teste. Isto pode ser determinado em um programa de garantia da
qualidade através da monitorizagdo criteriosa do ensaio com o desempenho diério,
principalmente, por meio das estimativas de acuracia e precisdo (OIE, 2016 b).

A avaliagdo do valor de uma estimativa qualquer depende de uma verificagdo da
capacidade dessa avaliacdo de se direcionar especificamente ao objetivo desejado e,
apresentar uma margem de erro pequena. No contexto de testes diagndsticos, a propor¢édo de
testes verdadeiramente positivos e verdadeiramente negativos, em relacdo a totalidade, é
definida como acuracia, e de apresentar uma pequena margem de erro é definido como
precisao.
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As modificagcbes nos protocolos de produgdo requerem uma nova avaliacdo, para
confirmar o desempenho do teste. A diminuicdo na prevaléncia da doenca alteragcdes sazonais,
ou mudancas nas praticas de vacinacdo podem gerar a necessidade de revalidacdo do teste
segundo o seu proposito de uso (OIE, 2016 b).

O ensaio de proficiéncia é utilizado para avaliar o desempenho do teste e do
laboratorio, comparando-o com o0s de mesma natureza e/ou com o0 desempenho de
laboratérios de referéncia. O desempenho insatisfatério do ensaio de proficiéncia pode
evidenciar inadequagdo na manipulagdo de amostras ou em processos (OIE, 2016 b).

E importante salientar que outros fatores podem afetar a utilizacdo a qual se destina o
ensaio. A aceitacdo do cliente, a incapacidade de atender aos requisitos operacionais para
execucao do teste, a concordancia por parte da comunidade cientifica e o cumprimento de
requisitos legais, também pode tornar o ensaio muitas vezes improprio para o uso pretendido
(OIE, 2016 b).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Delineamento do Estudo

Os experimentos deste trabalho foram realizados nos Laboratério de Tecnologia
Diagnostica (LATED), no Laboratério de Macromoléculas (LAMAM) e no Laboratério de
Tecnologia Recombinante (LATER), pertencentes ao Instituto de Tecnologia em
Imunobiolégicos/Bio-Manguinhos da Fundacdo Oswaldo Cruz, e no Laboratorio de
Imunologia e Virologia Veterinaria (LIVV) do Departamento de Microbiologia e Imunologia
Veterinaria (DMIV) do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ).

Basicamente, este estudo foi desenvolvido em cinco etapas (Tabela 7): (i)
levantamento de informacdes dos érgdos oficiais contendo as diretrizes para a validacdo de
ensaios laboratoriais destinados ao diagndstico de doencas de animais; (ii) estabelecimento da
producédo, purificacdo e caracterizacao fisico-quimica da proteina recombinante p-24 do FIV;
(iii) obtencdo das amostras de sangue de gatos de proprietarios particulares e de abrigos
localizados na cidade do Rio de Janeiro. Estas amostras possibilitaram o isolamento e a
producdo da IgG de gato, usada como indculo em galinhas poedeiras, para o isolamento da
IgY anti-IgG de gato e posterior conjugacao a peroxidase; (iv) emprego da tecnologia de IgY
no desenvolvimento, padronizagdo e a validacdo do teste de ELISA r-p24 IgY para o
diagnostico da FIV; (v) comparacdo do teste ELISA r-p24 IgY desenvolvido neste estudo
frente ao teste ELISA r-p24 1gG que utiliza a anti-lgG de gato ligada a peroxidase produzida
em mamiferos para o diagnostico da FIV.

Tabela 7. Organizacdo das etapas do delineamento do estudo.
12 Etapa

Levantamento de informagOes dos drgéos oficiais com diretrizes para a validacdo de ensaios
para o diagndstico de doengas de animais.

Anadlise de critérios e procedimentos para validacdo: finalidade de uso do teste; otimizacdo;
1. padronizagdo; repetibilidade; sensibilidade analitica e diagndstica; ponto de corte;
reprodutibilidade; adequacao a finalidade de uso.
28 Etapa
Estabelecimento da producdo, purificagdo e caracterizagdo fisico-quimica da proteina
recombinante p-24 do FIV.
Il.  Obtencdo da biomassa.
I1l.  Producgdo da proteina r-p24.
IV.  Purificacdo da proteina r-p24.
V.  Andlise da homogeneidade por SDS-PAGE.
VI.  Anélise da pureza e especificidade por Western Blot.
32 Etapa
Obtencdo das amostras de sangue de gatos de proprietarios particulares e de abrigos
localizados na cidade do Rio de Janeiro.

Il.  Producéo de anticorpos IgY anti-IgG de gato.

Ill.  Coleta de amostras de sangue de gatos.

IV.  Obtencdo e purificacdo da 1gG de gato.
Continua...
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Continuacao da Tabela 7.

42 Etapa

Aplicacdo da tecnologia de IgY no desenvolvimento, padronizacdo e a validacdo do teste de
ELISA r-p24 IgY.

Il.  Desenvolvimento do ELISA r-p24 IgY.

I1l.  Preparo das amostras de referéncia.

IV.  Preparo da IgY anti-lgG de gato conjugada a peroxidase.

V.  Padronizagdo do Elisa r-p24 1gY empregando as amostras de referéncia.

VI.  Estabelecimento do ponto de corte.
VII.  Validagdo do kit de Elisa r-p24 IgY.

VIII.  Sensibilidade, especificidade, repetitividade, precisdo intermediaria.
IX.  Estudo de estabilidade do kit de Elisa r-p24 1gY.
52 Etapa

I Comparacdo do ELISA r-p24 IgY frente ao ELISA r-p24 1gG.

3.2. Analise de Critérios e Procedimentos para Validaciao do Teste Desenvolvido

As diretrizes para o desenvolvimento deste trabalho foram pautadas nos levantamentos
de informacBes disponibilizadas pela internet por 6rgdos governamentais, contendo as
principais normas nacionais e internacionais para a validacdo dos ensaios de diagnostico de
doengas dos animais. O material de estudo consistiu de documentacdes descritas no Manual
de Testes para Diagnostico e Vacinas para Animais Terrestres redigido pela OIE, e, a
Instrugdo Normativa N°13, do MAPA (2008). Foram utilizados também revistas cientificas,
livros, além de consulta a pessoas e 6rgdos de satde animal.

3.3. Producio da Proteina Recombinante r-p24

O plasmideo recombinante foi obtido a partir do DNA genémico de um gato
naturalmente infectado pelo FIV que foi extraido de suas células mononucleares do sangue
periférico. Os oligonucleotideos foram sintetizados baseados na regido alvo da proteina p24
da sequéncia nucleotidica do genoma do FIV subtipo B. Como vetor de expressdo foi adotado
0 Champion peT101 Directional TOPO. A bactéria Escherichia coli (E. coli) cepa BL21star
foi utilizada para a obtencdo de células competentes, e os clones transformantes foram
analisados em gel de agarose (MAZUR et al., 2010).

3.3.1. Obtencao da biomassa

Este trabalho foi iniciado com a producdo da biomassa do plasmideo recombinante
contendo a proteina r-p24 seguindo o protocolo sugerido por Mazur et al. (2010). As células
competentes de E. coli cepa BL 21star e o pré-indculo (DNA plasmidial- uma coldnia isolada
em meio LB com ampicilina 200 mg/ml) foram incubadas a 37°C, sob agitacdo de 200 xg
durante 16 h. A cultura foi transferida para frascos de 1000 mL até atingir a absorbancia de
06 a 08 a 600 nm, e em seguida, foi adicionado IPTG (Isopropyl pB-D-1-
thiogalactopiranosideo) 1M e incubado a 37°C, sob agitacdo de 200 xg durante 4 h. Apoés a
centrifugacgdo a 4000 xg por 10 min, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi mantido
a -80°C, até a purificagéo.
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3.3.2. Purificacdo da proteina r-p24

O precipitado foi adicionado a solugdo tampdo de lise (Fosfato de sédio 20mM, NaCl
0,5M, Imidazol 20mM, pH 7,2), acrescentando-se 5 mL desta solucdo para cada grama de
pellet. Em seguida, adicionou-se Triton X-100 na concentragdo final de 0,1% e submetido a
banhos de ultrassom com 12 ciclos de 30 segundos, com intervalos de 1 minuto entre cada
ciclo e mantidos a 4°C, por 10 minutos. O lisado foi centrifugado a 12 000 xg por 40 minutos,
a 4°C. O sobrenadante foi purificado por cromatografia de afinidade por niquel em coluna
HisTrap™ S5mL crude FF (GE Healthcare Life Science) acoplada ao Sistema de
Cromatografia de Alta Eficiéncia (HPLC) Akta Purifier 10 (GE Healthcare). A coluna foi
equilibrada com solucdo tampédo de fosfato de sédio 20 mM, NaCl 0,5M, Imidazol 20 mM,
pH 7,2 (Eluente A) e a eluicdo da proteina recombinante foi realizada com solugdo tampdo de
fosfato de sddio 20 mM, NaCl 0,5 M, Imidazol 500 mM, pH 7,2 (Eluente B). Foram coletadas
fracbes de 5 mL e a corrida foi acompanhada pela leitura da absorbancia a 280 nm. As fracdes
com picos foram reunidas, concentradas e dialisadas em Amicon Ultra 3K (Millipore) e a
quantificacdo da proteina foi estimada pelo método Folin-Lowry utilizando o kit da Bio-Rad
DC™ Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Inc.).

3.3.3. Analise da homogeneidade da proteina r-p24 por SDS-PAGE

A homogeneidade da proteina recombinante r-p24 foi analisada por SDS-PAGE
gradiente em condigOes redutoras e ndo redutoras utilizando gel de poliacrilamida Phastgel
gradient 8-25% (GE Healthcare). As amostras foram incubadas com solugdo tampéo contendo
Tris-HCI 60mM, SDS 2%, glicerol 25% e azul de bromofenol 0,1%, pH 6,8 (com ou sem o
agente redutor DTT 0,2M). Para a estimativa de peso molecular (PM), foram utilizados os
padrdes proteicos Precision Dual Color (Bio-Rad) cujos valores de PM estdo compreendidos
entre 10.000 - 250.000 A corrida eletroforética foi realizada no PhastSystem® (GE
Healthcare) com corrente constante de 10 mA, voltagem de 250 V e duracdo de 30 minutos. O
gel foi revelado com solucdo aquosa do corante de Coomassie Brilliant Blue R350 (PhastGel
Blue R, GE Healthcare) 0,1% em metanol 30% e &cido acético 10%. Apo6s 1 hora de
incubacdo com o corante a temperatura ambiente, o gel foi descorado por meio de lavagens
sucessivas com solugdo aquosa de metanol 30% e &cido acético 10%. Em seguida, o gel foi
digitalizado e a imagem obtida foi analisada no programa GelDoc XR+ (Bio-Rad).

3.3.4. Analise da pureza e especificidade da proteina r-p24 por Western Blot

A proteina r-p24 purificada foi submetida a técnica de Western Blot para verificacdo
da pureza e especificidade. Ap6s o SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970) foi realizada a
transferéncia em membrana de nitrocelulose utilizando o equipamento de transferéncia Trans-
Blot SD Semi-dry Transfer cell (BioRad), conforme recomendacdo do fabricante. Em
seguida, a eficiéncia da transferéncia foi checada pela coloracdo da membrana com solucdo de
Ponceau S (0,1% Ponceau S e 5% 4&cido acético glacial) por 10 min e descorada com agua
deionizada Milli-Q®. Apés a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi cortada em tiras
de 3mm e os sitios reativos remanescentes foram bloqueados por 16 h com solugdo tampéo
Tris-HCI contendo 5% de leite em pd desnatado. As tiras foram lavadas 3 vezes com PBST
sob agitacéo e foi acrescentado, individualmente, os soros de gatos positivo e negativo para
FIV diluidos 1/100 e incubadas por 2 h a 37°C sob agitacdo. Em seguida, as tiras foram
lavadas novamente 3 vezes com PBST e foi adicionado o conjugado produzido em coelho
anti-lgG de gato marcado com peroxidase (HRP Sigma, 25.000 unidades, Tipo V1), diluido
1/2 000 e incubado por 1h a 37°C sob agitacdo. Apos 3 lavagens com PBST, foi adicionada a
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solucdo de substrato-cromogeno contendo peréxido de hidrogénio a 30% e 3,3'
Diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) em PBS pH 7,2. As bandas foram visualizadas
apo6s 10-15 min de incubacdo sob agitacdo suave, e a reacdo enzimatica foi entdo bloqueada
com agua deionizada Milli-Q®.

3.4. Producio de Anticorpos IgY anti-IgG de Gato

) Todos os experimentos envolvendo os animais foram aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais CEUA-IV da UFRRJ, protocolos sob os nimeros 018/2014 e
0572014.

3.4.1. Coleta de amostras de sangue de gatos

Os ensaios iniciais foram realizados com amostras de soro de gatos sabidamente
positivos e negativos para o FIV, previamente armazenados a -20°C, e gentilmente cedidas
pelo Laboratorio de Imunologia e Virologia Veterinaria/UFRRJ. Entretanto, foi necessario a
obtencdo de novas amostras para serem utilizadas no desenvolvimento e padronizacdo do
ELISA r-p24 1gY. Desta forma, as novas amostras de sangue foram coletadas de gatos adultos
provenientes de proprietarios particulares e abrigos localizados na regido metropolitana do
Rio de Janeiro, sem distingdo de raga ou sexo, no periodo de novembro de 2014 a abril de
2016. Os proprietarios dos animais que participaram da pesquisa assinaram o termo de
consentimento para a coleta de sangue dos seus animais. Cerca de 2,0 ml de sangue foram
colhidos dos animais por meio de puncdo da veia cefalica/ffemural em tubos contendo
anticoagulante (EDTA 8%). O sangue foi transportado acondicionado em caixa de transporte
para o laboratorio. O plasma foi obtido através de centrifugacédo a 2.000 xg por 10 minutos e
armazenados a -20°C até o momento do uso.

3.4.2. Obten¢io e purificacio da IgG de gato

A 1gG de gato foi obtida a partir de um pool de trés amostras de gatos saudaveis e
negativas para FIV quando avaliados no teste comercial SNAP® FIV/FeLV Combo (IDEXX
Laboratories, Inc. (Westbrook, Maine, EUA)). A fracdo globulinica da amostra de soro foi
precipitada com sulfato de amonia (a primeira precipitacdo na concentracdo final de 35%,
seguida de duas precipitacdes na concentracdo final de 30%), conforme descrito por Jones et
al. (1978). Entre as precipitacdes, 0 material foi centrifugado a 10000 xg por 20 minutos e 0
precipitado final foi dissolvido em solucdo Tris HCI 20 mM, pH 8,0. A amostra foi
dessalinizada em coluna HiTrap Desalting 5 mL (GE Healthcare) e a eluicdo foi acompanhada
por medida de absorcdo a 220 nm e 280 nm. As fracGes que apresentaram maiores
concentracfes foram reunidas e purificadas por cromatografia de troca ionica em coluna
HiTrap Q FF 1 mL (GE Healthcare). A eluigdo da amostra foi feita em gradiente de 20% a
100% da solucdo de Tris-HCI 20 mM, NaCl 1M, pH 8,0, e foi acompanhada por medida de
absorcdo a 220 nm e 280 nm. As fracbes com maiores concentra¢cdes foram reunidas e
concentradas em Amicon 3 KDa (Millipore, Massachusetts, EUA). A quantificacdo da
proteina 1gG foi estimada pela leitura espectrofotométrica a 280nm utilizando-se o coeficiente
de extincdo 1.4 para IgG de gato (JONES et al., 1978).

A andlise da homogeneidade da 1gG de gato purificada foi realizada por SDS-PAGE
Phastgel gradient 8-25 (PhastSystem, GE Healthcare), conforme descrito no item 4.3.3.
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3.4.3. Desenho experimental para a obtencio da IgY

Foram utilizadas duas galinhas de postura da linhagem comercial Hy-line, com 22
semanas de idade, e mantidas no Biotério de Experimentacdo Animal do Laboratério de
Imunologia e Virologia Veterinaria (LIVV), Instituto de Veterinaria da UFRRJ, em gaiolas
individuais de postura, com agua ad libitum. A racdo fornecida as aves foi balanceada, de
acordo com as necessidades nutricionais padronizadas, conforme especificagdo da Dra.
Cristina Amorim Ribeiro de Lima, do Departamento de Nutricdo Animal do Instituto de
Zootecnia, UFRRJ.

A primeira imunizacdo das aves foi realizada pela injecdo de 500 puL de uma emulséo
contendo 250 pg de IgG de gato com adjuvante de Freund Completo (Sigma
Immunochemicals Co-St. Louis-EUA). Os trés reforcos subsequentes foram realizados com a
mesma concentracao utilizando adjuvante de Freund Incompleto. O in6culo foi administrado
via intramuscular no musculo peitoral das galinhas nos dias 0, 15, 30 e 66.

3.4.4. Monitoramento da producio de IgY

A analise da reatividade dos anticorpos IgY anti-lgG de gato, obtida a partir da
precipitacdo com PEG 6000 foram avaliados por ELISA. A titulagdo cruzada foi empregada,
primeiramente, para estabelecer as condi¢des de uso ideais dos insumos (captura, diluicdo das
amostras e conjugado). Foram utilizadas diferentes concentragdes de captura IgG de gato (1 a
20 pg/mL), de amostras IgY (1:250 a 1:2000) e do anticorpo de cabra anti-lIgY conjugada a
peroxidase (1:2000, 1:4000, 1:16000, 1:32000). Apo6s a definicdo das condicdes ideais, as
microplacas de poliestireno com 96 pogos (Nunc-Immuno Plate, MaxiSorp, Dinamarca)
foram sensibilizadas com 1gG de gato purificado (10 pg/mL) diluida em tampéo carbonato/
bicarbonato pH 9,6 (15 mM Na,COg3; 35 mM NaHCO3). Apos 2h a 37°C, as placas foram
lavadas (4x) com uma solucdo PBST 0,05% e foram adicionados 100 pL/pogo da amostra de
IgY diluidas 1:1000 em tampédo de amostra [PBST 0,05% pH 7,6 [9 mM Na;HPO,4; 1 mM
NaH,PO,) com 10% (p/v) de leite em pé desnatado Molico(Molico®, Nestlé, BR), 0,05%
Tween 20]. Ap6s 30 minutos de incubagdo a 37°C, as placas foram lavadas (4x) com uma
solucdo 0,05% PBST e foram adicionados 100 pL de anticorpo de cabra anti-IgY conjugada a
peroxidase (Promega Corporation, EUA) na diluicdo 1:16000 em 0,05% PBST e 1% BSA
(InLab®, BR). Ap6s 30 minutos a 37°C, as placas foram novamente lavadas (4x) com PBST
0,05%, e foram adicionados 100 pL/pogo de TMB Plus 2 (Kem-En-Tec Diagnostic, DK) e
incubadas a temperatura ambiente, por 15 minutos. As reagdes foram interrompidas pela
adicdo de 100pL/poco de e H,SO, 0,2 M. A absorbancia de cada reagdo foi mensurada em
espectrofotdbmetro para microplacas (RChisto Sunrise, Tecan, Suica), filtro de 450 nm. Os
resultados foram expressos como Indice de Reatividade (IR) de acordo com Silva et al., 2002,
sob a formula:

IR = DOgmostra / DOqut off , € Valores de IR > 1,0 foram considerados positivos.
3.4.5. Processamento e purificacdo da IgY

Os ovos foram coletados, diariamente, a partir da primeira imunizacao, identificados e
armazenados a 4 °C, até 0 momento do processamento.

A primeira etapa de purificacdo da IgY consistiu na precipitacdo com Polietilenoglicol
6000 (PEG-Sigma Immunochemicals Co-St. Louis-USA). Para a delipidacdo, a gema foi
diluida 1:5 em PBS (0,018 M, pH 7,6) e em seguida essa solucédo foi precipitada com 3,5% de
PEG 6000, seguida de homogeneizacdo constante. A solucdo foi mantida por 20 minutos a
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temperatura ambiente e a seguir centrifugada a 5000 xg. O sobrenadante foi submetido a mais
duas precipitacdes com 12% de PEG 6000. Ao precipitado foram adicionados 2,5 mL de PBS
a 0°C e um volume igual de alcool etilico absoluto a 50%. A solucdo foi centrifugada a 10000
Xg por 25 minutos a 5 °C negativos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
dissolvido em 2,5 mL de PBS e mantido a -20°C até a etapa seguinte.

Na segunda etapa, a IgY precipitada em PEG foi purificada por cromatografia de
afinidade tiofilica utilizando a coluna HiTrap IgY 5mL (GE, Healthcare). A solucdo de
ligacdo utilizada foi a solugdo tampao fosfato de sodio 20mM pH 7,5 e a eluicéo foi realizada
com solucdo de ligacao acrescida com 0,6M de sulfato de s6dio pH 7,5. As fracdes com picos
foram reunidas e concentradas em Amicon Ultra 50K (Millipore) de 50 mL e a quantificagéo
da proteina foi estimada pela leitura espectrofotométrica a 280nm e calculada de acordo o
coeficiente de extingédo 1,33 para IgY (LESLIE; CLEM, 1969).

3.4.6. Analise da homogeneidade e especificidade IgY

A homogeneidade da preparacdo purificada da IgY foi analisada por SDS-PAGE,
utilizando-se diferentes concentracBes para a amostra. As fragdes IgY obtidas na primeira
etapa da purificagdo com PEG 6000 foram analisadas sob condi¢des redutoras e ndo
redutoras, utilizando o gel NUPAGE Bis-Tris mini gel 4-12% e tampao de corrida MES
NuPAGE (ambos da Novex, Life Technologies). A migragéo foi realizada a 150 V durante 45
minutos. Os géis foram corados com Azul de Comassie R-250 e descorados com solucéo de
acido acético 10% (Harlow e Lanes, 1988). As fracdes IgY obtidas na segunda etapa de
purificacdo, apos a cromatografia de afinidade tiofilica HiTrap IgY, foram analisadas na
sistema PhastGel (GE Healthcare) com concentragdo de poliacrilamida variando de 8 a 25%.

A reatividade cruzada da IgY foi analisada por Western Blot utilizando-se
imunoglobulinas 1gG de mamiferos purificadas. A IgG canina, de cobaia, de carneiro, de
coelho, de equino e de suino (Rockland-Inc) bem como 1gG de gato purificada neste trabalho,
foram submetidas ao SDS-PAGE NuPAGE de 4-12%. A transferéncia para a membrana de
nitrocelulose foi realizada como descrita anteriormente. As tiras contendo as amostras foram
blogueadas por 16 h com solucdo tampdo Tris-HClI 20mM contendo 5% de leite em pd
desnatado Molico e, em seguida, lavadas 3 vezes com PBST, sob agitacdo constante. O
conjugado IgY anti-lgG de gato marcado com peroxidase, diluido 1/500, foi acrescentado e
incubado por 1h sob agitacdo. Apds 3 lavagens com PBST, foi adicionada a solucdo de
substrato-cromdgeno contendo peroxido de hidrogénio a 30% e 3,3' Diaminobenzidina
tetrahidrocloreto (DAB) em PBS. As bandas foram visualizadas ap6s 10-15 minutos de
incubaggo sob agitacdo suave, e a reacao enzimatica foi entdo bloqueada com &gua deionizada
Milli-Q".

3.5. Desenvolvimento do ELISA r-p24 IgY para Diagnostico do FIV
3.5.1. Preparo das amostras de referéncia

O primeiro pool de amostras de referéncia foi constituido pelas amostras cedidas pelo
Laboratério de Imunologia e Virologia Veterinarias/UFRRJ. Entretanto, com o volume
insuficiente para a realizacdo de todos os ensaios, houve a necessidade de compor novas
amostras de referéncia. Desta forma, a amostra de referéncia positiva e negativa foram
constituidas de um pool de 12 amostras de soro de gatos testados por SNAP® FIV/FelLV
Combo (IDEXX Laboratories, Inc. (Westbrook, Maine, EUA), com resultados sabidamente
positivos e negativos para o FIV, respectivamente.
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3.5.2. Preparo da IgY anti-IgG de gato conjugada a peroxidase

A IgY purificada foi conjugada com peroxidase para sua utilizacdo no ensaio
imunenzimatico de ELISA r-p24 1gY para deteccdo de anticorpos especificos contra o FIV. A
metodologia utilizada foi descrita por Nakane e Kawaoi (1974) e modificada por Camargo et
al., (1987).

A primeira etapa da conjugacao consistiu na dissolucdo de 4 mg de HRP em 1 mL de
agua destilada. Em seguida, foram adicionados 0,2 mL de solu¢do de metaperiodato de sddio
(NalO4 0,1 M) e a solucdo foi mantida sob agitacdo lenta, durante 20 min, a temperatura
ambiente. Apds este periodo, a solucdo foi dialisada em coluna de Sephadex G-25 (GE-
Healthcare) e equilibrada com tampdo de acetato de sddio (CH3;COONa 1mM, pH 4,4),
conforme as recomendagdes do fabricante. O pH da mistura de peroxidase e metaperiodato foi
ajustado para pH 9 com tampdo carbonato (Na,CO3; 1M, pH 9,0) e foi realizada a adigéo
imediata a IgY anti-lgG de gato purificada (8 mg) dissolvida em 1 ml de carbonato de sodio
(Na,CO3; 0,01M, pH 9,5). Esta solucdo foi mantida durante 2 h, sob agitacdo lenta a
temperatura ambiente. Em seguida, 0,1 mL da solu¢do de borohidrato de sédio (NaBH, 0,1
M) foi adicionado a IgY e mantido durante 2 h, com agitacéo lenta a temperatura ambiente. O
conjugado foi dialisado em coluna de Sephadex G-25 (GE-Healthcare) equilibrada com
tampédo fosfato salino de 0,1 M, pH 7,2. Ao final, foi acrescentada ao conjugado a solucéo
estabilizadora (V/V) HRP StabilPLUS (KEM-En-Tec Diagnostic, DK) e foi armazenado a 4
°C.

3.5.3. Padronizac¢ao do Elisa r-p24 IgY empregando as amostras de referéncia

A titulacdo cruzada foi empregada para estabelecer as condi¢cfes ideais de uso dos
insumos que compdem o teste. As concentragdes do antigeno r-p24 utilizadas foram 25, 50,
100 e 200 ng/pogo. As amostras de referéncia foram diluidas a 1:50 e 1:100 e o conjugado
IgY anti-IgG gato/HRP foi avaliado nas diluigdes 1:500, 1:1000, 1:2000 e 1:4000, 1:8000. A
diluicdo ideal destes insumos para uso no ensaio foi selecionada a partir da maior relacdo
entre a DO4s da amostra referéncia positiva e a DOyso da amostra referéncia negativa.

A seguir, o Elisa r-p24 IgY foi realizado em microplacas de poliestireno com 96 pocos
(Nunc-Immuno Plate, MaxiSorp, DK) sensibilizadas com a proteina recombinante r-p24
purificada (200ng/poco), diluida em solucdo tampéo carbonato/ bicarbonato pH 9,6 (15mM
Na,COs3; 35mM NaHCO3). Apds 2 h a 37°C, as placas foram lavadas com uma solugdo PBST
0,05% (4x) e foram adicionados 100 pL/poco de cada amostra nas diluicbes testadas em
tampéo de amostra [PBST 0,05% pH 7,6 (9mM Na;HPO,4; 1mM NaH,PO,) com 10% (p/v) de
leite em p6 desnatado Molico(Molico®, Nestlé, BR), 0,05% Tween 20]. Apés 30 minutos de
incubacdo a 37°C, as placas foram lavadas quatro vezes com uma solugdo PBST 0,05% e
foram adicionados 100 pL/poco da IgY anti-lgG gato/HRP na diluicdo 1:2000 em PBS
acrescida de 10% leite em pd. Ap6s 30 minutos a 37°C, as placas foram novamente lavadas
quatro vezes com uma solucdo PBST 0,05% e adicionados 100 pL/poco de TMB Plus 2
(Kem-En-Tec Diagnostic, DK) e incubadas a temperatura ambiente, por 15 minutos. As
reacBes foram interrompidas pela adicdo de 100 pL/poco de uma solucdo contendo H,SO4
0,2M. A absorbancia de cada reacdo foi mensurada em espectrofotdbmetro para microplacas
(RChisto Sunrise, Tecan, Suica), filtro de 450 nm.
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3.5.4. Estabelecimento do ponto de corte

O valor do ponto de corte do teste foi calculado de acordo com o descrito por Jacobson
(1998). Foram selecionadas 12 amostras de soros sabidamente negativas e trés vezes o desvio
padrao (o) foi utilizado para garantir um nivel de confianga de 99,8%, sob a formula:

Cutoff = Média DOy4s9 CN+ 3xo.
3.6. Validacao do Kit de Elisa r-p24 IgY para Diagnostico do FIV

Considerando os diversos cenarios em que 0s testes diagnésticos sao validados, este
trabalho baseou-se nos critérios de validagdo preconizados pela OIE e pelo MAPA para o
desenvolvimento e validacdo de produtos de uso veterinario, destinados a diagnosticar
doencgas dos animais.

3.6.1. Sensibilidade e especificidade

Os estudos das sensibilidades analiticas e diagndsticas, assim como das
especificidades analiticas e diagnosticas do teste Elisa r-p24 1gY foram realizados utilizando-
se amostras de diferentes procedéncias sabidamente positivas ou negativas para a FIV.

Com a finalidade de avaliar a sensibilidade analitica foram realizadas as diluigdes
(1:50 a 1:6400) da amostra de referéncia positiva e definir o limite de deteccdo do anticorpo
no teste.

Com a finalidade de avaliar a especificidade analitica foram testadas 28 amostras de
soro de gatos positivas para FeLV, e destas, 4 amostras eram gatos co-infectados com FIV e
FelLV.

A sensibilidade diagndstica e a especificidade diagnostica foram avaliadas com 251
soros de gatos positivos e negativos para o FIV confirmados no teste SNAP® FIV/FeLV
Combo (IDEXX Laboratories, Inc. EUA), realizado conforme as orientacGes do fabricante.

As formulas utilizadas para o célculo da sensibilidade diagnostica e especificidade
diagnostica foram:

Sensibilidade diagnostica = Verdadeiros positivos + (Falso negativo + Verdadeiro
positivo).

Especificidade diagnéstica = Verdadeiros negativos + (Falso positivo + Verdadeiro
negativo).

3.6.2. Repetitividade

O procedimento de determinacdo da repetitividade foi realizado numa mesma
microplaca, com as amostras de referéncia positiva e negativa para o FIV.

A faixa aceitavel do coeficiente de variacdo para os estudos de repetitividade nao deve
ser superior a 15% (OIE, 2014).

3.6.3. Precisio intermediaria

O procedimento de determinacdo da precisdo intermediaria foi realizado em 4 dias
diferentes, com replicatas das amostras de referéncia negativas e positivas para a FIV.
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A faixa aceitdvel do coeficiente de variacdo para os estudos de reprodutibilidade
também ndo deve ser superior a 15% (OIE, 2014).

3.6.4. Concordancia de desempenho do ELISA r-p24 IgY com o kit comercial

A concordancia do ELISA r-p24 IgY foi verificada com o kit comercial SNAP®
FIV/IFeLV Combo (IDEXX Laboratories, Inc. (Westbrook, Maine, EUA). Foram avaliadas
251 amostras, entre positivas e negativas para a FIV no kit de ELISA r-p24 IgY em paralelo
com o kit comercial. O teste SNAP® FIV/FeLV Combo consiste num imunoensaio rapido
para deteccdo simultdnea do antigeno do virus da leucemia felina (FeLV) e dos anticorpos
especificos contra a glicoproteina gp 40 (proteina transmembranar) e p24 (proteina do
capsideo) do FIV no soro, plasma ou sangue total de felinos domésticos. O desenvolvimento
de cor nos pontos da amostra é indicativo da presenca de anticorpo contra o FIV ou de
antigeno de FeLV na amostra. A execucdo e o resultado do teste estdo descritos na Figura 8
abaixo.

3 gotas de sangue

RESULTADO
\ LS
;;; Controle
S—— 5,
4 gotas de conjugado (
. EIV+—» ! 314——— FeLV +

Verter no suporte

Figura 8. Teste SNAP® FIV/FeLV Combo, IDEXX Laboratories, Inc. Fonte:
http://homepage.usask.ca/~vim458/virology/studpages2010/felv/diagnosis.html

3.6.5. Estudos de estabilidade

De acordo com o preconizado pelo MAPA (2008), o prazo de validade de kit
destinado a diagnosticar doencas dos animais deve ser comprovado através de testes de
estabilidade de longa duracdo (teste de prateleira). Para tanto, devem ser realizados testes com
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a frequéncia comumente utilizado para os testes considerados mais criticos sdo de 0, 3, 6, 9,
12, 18, 24 meses enquanto que para aqueles considerados menos criticos, s € necessario
apresentar o estudo no prazo de validade requerido comparativo ao momento zero. O MAPA
recomenda que os analitos serdo considerados estaveis, quando for observada uma degradacéo
méaxima de até 5% (MAPA 2005).

O Estudo de Estabilidade do ELISA r-p24 IgY foi realizado com os componentes do
kit: placas sensibilizadas com a proteina r-p24 do FIV, controles positivo e negativo, IgY anti-
IgG de gato conjugada a peroxidase, tampdes para as diluicGes das amostras e do conjugado, e
solucdes para a lavagem das placas. Este estudo foi realizado empregando-se o estabilizador
WellChampion, acrescido ap0s a sensibilizacdo da placa, por ser um reagente que combina o
blogueio com a estabilizacdo da placa em uma Unica operacao. A sensibilizacdo da placa com
a proteina r-p24 foi realizada conforme padronizado. Apds o periodo de incubacdo, as placas
foram vertidas e mantidas a temperatura ambiente por 2 h, em seguida, as placas foram
seladas e mantidas nas suas respectivas temperaturas de 2 a 8°C, temperatura ambiente e a
37°C. Neste trabalho, os insumos do kit foram mantidos de 2 a 8°C e os componentes abertos
foram utilizados conforme o nimero de testes realizados, e depois foram fechados e
armazenados de 2 a 8°C. Os testes foram realizados nos periodos de 0, 3, 6, 9, 12 meses.
Entretanto, o teste para avaliar a estabilidade do kit continuara até completar o periodo de 24
meses.

3.7. Comparaciao do ELISAr-p24 IgY com o ELISA Utilizando Imunoglobulina de
Mamifero Conjugada a HRP (ELISA r-p24 IgG)

O ELISA r-p24 1gG foi desenvolvido nas mesmas condiges do ELISA r-p24 1gY,
conforme descrito nos itens 4.5.1, 4.5.3, 4.5.4, 4.6 e 4.7. A padronizacédo do teste ELISA r-
p24 1gG foi estabelecida, utilizando a proteina r-p24 na concentragcdo de 100 ng/poco, as
amostras de soros de gatos diluidas 1:100, e o conjugado comercial da imunoglobulina de
coelho anti-IlgG gato conjugada com peroxidase (Sigma® Co., EUA) diluida 1: 8 000. As
solucdes tampdes foram os mesmos utilizados no ELISA r-p24 IgY.

3.8. Analise Estatistica

Na analise estatistica foram determinados os parametros de sensibilidade,
especificidade, acuracia e indice kappa (x) através da Tabela de Contingéncia (2x2).

O grau de concordancia obtido no ELISA r-p24 1gY frente ao teste SNAP® FIV/FeLV
Combo foi medido pela curva ROC utilizando o programa Sigma Plot, versdao 10.0. A
precisdo global do teste (relacdo entre a taxa de verdadeiro positivos e a taxa de falso
positivos) foi descrita como a area sobre a curva ROC, considerando concordancia: excelente
(> 0,9); boa (0,8 a 0,9); regular (0,7 a 0,8); ruim (0,6 a 0,7); reprovado (0,5 a 0,6). Foi
utilizado o programa Prisma para os célculos de significancia nas repostas imunes das aves.
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4. RESULTADOS

4.1. Analise da Proteina r-p24: Producio, Purificacdo e Caracterizacio Fisico-Quimica e
Biologica

Na Figura 9, o Painel A mostra os resultados dos extrato provenientes do pellet
bacteriano dos cultivos induzidos (volume total = 24 mL) submetidos a cromatografia de
afinidade por niquel. O cromatograma referente a purificacdo da proteina r-p24 apresentou
dois picos principais. As fracdes referentes ao primeiro pico foram constituidas pelos tubos 1
a 3 (volume total = 15 mL) demonstrando a fracdo que ndo interagiu com a matriz
cromatografica. As fracdes referentes ao segundo pico foram constituidas pelos tubos 6 e 7
(volume total = 10 mL), que foi a amostra adsorvida na matriz cromatogréafica e eluida com o
eluente B. O segundo pico, identificado com uma seta, contém a proteina recombinante, que
foi submetida a ultrafiltracdo, obtendo-se um volume final de 1,2 mL e a concentragdo de 9,9
mg/mL.

Ja o Painel B mostra a homogeneidade da proteina r-p24 purificada e analisada em
SDS-PAGE gradiente 8 a 25% e coradas por Coomassie Blue R. Em condigdes redutoras, foi
possivel observar no lisado (extrato inicial) varias bandas localizadas entre 150 e 10 kDa,
inclusive na altura do padrédo de peso molecular de 25 kDa (indicada com uma seta). Apos a
purificacdo cromatogréfica, também nesta construcdo, pode se observar a presenca de uma
banda majoritaria que, com o auxilio do equipamento GelDoc XR+ permitiu estimar o peso
molecular em 24,66 kDa, correspondendo a proteina r-p24.

E o Painel C mostra a analise da reatividade da proteina r-p24 purificada por Western
Blot para confirmar a identidade das bandas observadas em SDS-PAGE. Pode se observar que
0s anticorpos anti-FIV presentes no soro reagiram com uma banda na regido de 25 kDa
(indicada com uma seta), confirmando a identidade da proteina r-p24 purificada.
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Figura 9. Andlise da proteina r-p24. Painel A - Perfil cromatogréfico obtido a partir da
purificacdo da proteina r-p24 em HisTrap 5 mL crude FF. A linha continua representa a
absorbancia a 280nm; a linha pontilhada representa a concentragdo do eluente B. Painel
B - Analise em SDS-PAGE 8-25% das fracdes da proteina r-p24 em condicdes redutoras;
Raia 1- Proteina r-p24 antes da purificacdo; Raia 2- Padrdo de peso molecular Precision
Dual Color (BioRad) em kDa; Raia 3- Proteina r-p24 ap6s purificacdo e concentracdo. A
curva de calibracio apresentou R* de 0,991. Painel C - Western Blot da proteina r-p24.
Raia 1- Amostra do soro de gato, positiva para FIV; Raia 2- Amostra de soro de gato,
negativa para FIV. As setas indicam a proteina r-p24.
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4.2. Analise da IgG de Gato: Producio, Purificacdo e Caracterizacio Fisico-Quimica

Na Figura 10, o Painel A apresenta o perfil cromatografico da IgG de gato purificada
(volume total = 5 mL) aplicada em coluna de troca idnica Hitrap QFF 1mL. O cromatograma
da purificacdo da 1gG de gato apresentou um perfil de eluicdo com a presenca de trés picos
principais, quando submetidas a gradiente descontinuo de NaCl. O primeiro pico foi
constituido pelos tubos 1 ao 4 (volume total = 16 mL). O segundo pico foi 0 majoritério e foi
constituido pelos tubos 6 ao 10 (volume total = 20 mL). O terceiro pico foi constituido pelos
tubos 15 ao 17 (volume total = 12 mL). O segundo pico, identificado com uma seta, contém a
fracdo de interesse e foi constituido pela fragdo com 20% de eluente a qual foi submetida a
ultrafiltracdo, obtendo-se um volume final de 0,6 mL e a concentrag&o protéica de 7,5 mg/mL.

Na Figura 10, Painel B apresenta a anélise em SDS-PAGE 8-25% da fracdo de 1gG de
gato purificada na auséncia de agente redutor (raia 2) e na presenca (raia 3) de agente redutor.
O resultado evidencia uma banda de alto peso molecular, acima do padréo de peso molecular
de 150kDa, podendo estar relacionada a IgG nédo reduzida. A amostra aplicada com agente
redutor evidencia a presenca de duas bandas com peso molecular estimado em 25 kDa e 50
kDa correspondendo as cadeias leves e pesadas do 1gG, respectivamente.
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Figura 10. Analise da IgG de gato. Painel A - Perfil cromatogréafico da purificacdo da IgG de
gato em coluna de afinidade Hitrap Q FF 1mL. A linha continua representa a absorbancia
a 220nm; A linha pontilhada representa a concentracdo do eluente B. As setas indicam as
cadeias pesadas (H), leves (L) e pesadas e leves (H+L) da 1gG de gato. Painel B - Analise
em SDS-PAGE 8-25% da fracdo da IgG de gato. Raia 1- Padrdo de peso molecular
Precision Dual Color (BioRad) em kDa; Raia 2- IgG de gato purificada sem agente
redutor. Raia 3- 1gG de gato purificada com agente redutor.

4.3. Analise da IgY: Producio, Purificacido e Caracterizacao Fisico-Quimica e Biologica

Apos as imunizagbes com 1gG de gato, as galinhas permaneceram saudaveis durante todo o
periodo do experimento e ndo apresentaram efeitos adversos nos locais da injecdo (dor ou
dano tecidual) ou, até mesmo, reducgdo da postura. A coleta dos ovos foi didria para ambas as
galinhas.

A producdo de IgY especifica foi analisada separadamente na galinha 1 e na galinha 2. A
analise estatistica demonstrou que ndo houve diferenca significativa na producao de IgY entre
as galinhas (teste Mann-Whitney, U=152,0; p<0,05). Desta forma os resultados serdo
apresentados com a média obtida das duas galinhas.
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A Figura 11 mostra a média da producdo de IgY anti-lgG de gato encontrados nas gemas
das galinhas obtidas por ELISA, durante os 5 meses do estudo. O resultado do ELISA
demonstrou que as galinhas produziram anticorpos IgY anti-lgG de gato no primeiro més,
porém a maior concentracdo desses anticorpos foi encontrada apds o segundo més e manteve-
se elevada até o final do experimento. A analise estatistica mostrou um aumento significante
na producdo de imunoglobulinas somente do més 1 para 0 més 2 do experimento (teste de
Kruskal-Wallis, H=11,32; p<0,05).

14 -

12 i

ELISA (IR)

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4,5 5

Meses

Figura 11. Perfil da producéo de imunoglobulina Y nos ovos das galinhas imunizadas com
IgG de gato. (IR = Indice de reatividade. As barras verticais indicam o desvio padrdo. As
setas indicam 0s momentos das quatro imunizagdes nos intervalos de 1, 15, 30 e 66 dias.

A Figura 12 apresenta a média mensal da concentracdo protéica da IgY estimada a 280 nm
das galinhas mostrando uma variacdo de 32,8 a 36,9 mg/mL, atingindo o pico m&ximo no 4°
més do experimento.

N B A T

10 A

Concentragdo de Proteinas (mg/mL)

0 T T T T T 1

Meses

Figura 12. Média da concentracdo de proteina total na gema dos ovos das galinhas. Ovos
coletados durante o periodo de cinco meses e purificados com PEG expressos em mg/mL.
As barras verticais indicam o desvio padréo.
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A Figura 13 apresenta os resultados do processo de purificacdo e a analise da pureza e
especificidade da IgY anti-1gG de gato.

O painel A apresenta o perfil cromatografico da purificacdo da IgY ( volume total =5 mL)
aplicado em cromatografia de afinidade tiofilica em coluna HiTrap IgY 5mL. O
cromatograma da purificacdo da IgY apresentou um perfil de eluicdo com a presenca de uma
banda quando submetida ao tampdo de eluicdo. O pico majoritario, identificado com uma
seta, foi constituido pelos tubos 18 a 32 (volume total = 24mL) o qual foi submetido a
ultrafiltracdo, obtendo-se um volume final de 1,5 mL e a concentracdo protéica de 5,37
mg/mL.

O painel B apresenta o perfil eletroforético em SDS-PAGE da IgY. A raia 2 apresenta a
IgY precipitada com PEG 6000 em condig¢Oes redutoras apresentando diversas bandas com
pesos moleculares que variaram de 220 kDa a 25 kDa. As bandas principais apresentam o
peso molecular proximo ao estimado para as cadeias leve e pesada da IgY (27 kDa e 68 kDa).
A raia 3 apresenta a IgY purificada em HiTrap IgY em condic¢Oes redutoras, revelando a
presenca de duas bandas, com pesos moleculares estimados em 78 kDa (indicado pela seta
com a letra H), e 26 kDa (indicado pela seta com a letra L). A raia 4 apresenta a IgY
purificada em HiTrap IgY em condi¢Ges ndo redutoras revelou uma banda com peso estimado
em 260 kDa (indicado pela seta com as letras H + L).

O painel C apresenta a reatividade cruzada da IgY por Western Blot demonstrou que a IgY
purificada foi capaz de reconhecer de maneira especifica somente a IgG de gato purificada,
permanecendo sem reacdo as IgG de outros mamiferos (IgG de coelho, cavalo, cédo, cabra,
carneiro e cobaio).
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Figura 13. Analise da IgY. Painel A - Perfil cromatografico da purificacdo da IgY em
coluna HiTrap IgY 5mL. A linha continua representa a absorbancia a 220nm; a linha
pontilhada representa a concentracdo do eluente B. A seta indica a fracdo de interesse.
Painel B - Andlise por SDS-PAGE da IgY em condicdes redutoras; Raia 1- Padrdo de
peso molecular Precision Dual Color (BioRad) em kDa; Raia 2- IgY apds a purificacdo
por PEG 6000; Raia 3- 1gY ap6s purificacdo em HiTrap em condi¢Oes redutoras; Raia 4-
IgY purificada em HyTrap em condi¢bes ndo redutoras. A curva de calibracdo apresentou
R? de 0,99. As setas indicam as cadeias pesadas (H), leves (L) e pesadas e leves (H+L) da
IgY. Painel C - Analise por Western Blot da IgY purificada anti-1gG de gato. Raial- IgG
de coelho; Raia 2- 1gG de cavalo; Raia 3- IgG de céo; Raia 4- Padrdo de peso molecular
Precision Dual Color (BioRad); Raia 5- IgG de gato; Raia 6- 1gG de cabra; Raia 7- IgG
de carneiro; Raia 8- 1gG de cobaia. A seta indica a reacdo da IgY purificada com a 1gG de
gato.
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4.4. Analise da Padronizacao do ELISA r-p24 IgY

A Figura 14 apresenta a titulacdo cruzada realizada com a proteina r-p24 e o
conjugado IgY demonstrando as condi¢des ideais de 200 ng/po¢o da proteina r-p24 para a
sensibilizacdo das placas, as amostras de soros de gatos diluidas 1/50 e o conjugado IgY/HRP
diluido 1/2000.
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Figura 14. Otimizacdo do ELISA r-p24 IgY. Relacdo da média DO450 das amostras de
referéncia positivas e negativas na diluicbes 1:50 e 1: 100; antigeno r-p24 nas
concentragfes 25, 50, 100 e 200 ng / 100 uL; IgY anti-lgG de gato conjugada nas
diluicdes 1: 1000, 1: 2000, 1: 4000, 1: 8000, 1: 16000. Razdo do conjugado (403:280) =
0,32.

Os resultados revelaram que a melhor discriminacdo as amostras de referéncia
positivas apresentaram uma densidade otica superior a 1,0, enquanto a amostra de referéncia
negativa apresentou a densidade ética abaixo de 0,1.

4.5. Validacao do Kitde ELISA r-p24 IgY

Fazem parte da validacdo do produto final deste trabalho, os testes analiticos para a
avaliacdo de sensibilidade, especificidade, repetitividade e reprodutibilidade parcial e os
estudos de estabilidade do kit ELISA r-p24 IgY.

4.5.1. Sensibilidade e especificidade

As amostras foram caracterizadas como positivas no kit ELISA r-p24 IgY para FIV
quando o valor de cut-off foi superior ou igual 0,104 e as amostras caracterizadas negativas
quando o valor de cut-off foi inferior a 0,104.

A sensibilidade analitica apresentou o limite de detec¢do na diluicdo méaxima da
amostra de 1/800 (DO = 0,108).

A especificidade analitica demonstrou que as 28 amostras positivas para FeLV ndo
apresentaram resultado falso positivo para o FIV e as 4 amostras de co-infeccdo foram
positivas somente para FIV.

Os resultados da sensibilidade diagnostica e da especificidade diagnosticas estdo
expressos no item 5.5.4.
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4.5.2. Repetitividade

A amostra de referéncia positiva apresentou reatividade em todas as replicatas e o
coeficiente de variacdo foi de 4,7%.

A amostra de referéncia negativa apresentou resultado negativo em todas as replicatas,
e o coeficiente de variacdo foi de 8,0%.

4.5.3. Precisao intermediaria

A amostra de referéncia positiva apresentou reatividade em todas as replicatas e o
coeficiente de variagéo foi de 6,27%.

A amostra de referéncia negativa apresentou resultados negativos em todas as replicatas, e
o coeficiente de variacdo foi de 5,28%.

4.5.4. Estudo comparativo de desempenho do ELISA r-p24 IgY com o teste de referéncia

A comparacdo entre os resultados do ELISA r-p24 IgY em relacéo aos resultados do
SNAP® FIV/FeLV Combo FIV/FeLV Combo test estido apresentados na Tabela de
Contingéncia. (Tabela 8) que mostra os resultados de 251 amostras de soros de gatos
analisadas no ELISA r-p24 IgY e no teste SNAP® FIV / FeLV Combo. Das 251 amostras que
foram utilizadas na validacdo, 43 (17,2%) foram positivas e 208 (82,8%) foram negativas
utilizando o teste SNAP® FIV/FeLV Combo. O ELISA r-p24 IgY identificou 44 (17,5%)
amostras positivas e 207 (82,4%) amostras negativas. Portanto, duas amostras apresentaram
resultados discordantes.

Tabela 8. Dados de contingéncia comparando os resultados do ELISA r-p24 IgY e o
SNAP® FIV/FeLV Combo.

SNAP® FIV/FeL.V Combo Total
ELISA r-p24 IgY Gatos infectados ~ Gatos nédo-infectados
FIV + 42 (VP) 1 (FP) 43 (VP +FP)
FIV - 1 (FN) 207 (VN) 208 (FN+VP)
Total 43 (TP +FN) 208 (FP+TP) 251(n)

VP (verdadeiro positivo); VN (verdadeiro negativo); FP (falso positivo); FN (falso negativo);
n= VP+VN+FP+FN; Cut off= 0.104.

A Tabela 9 apresenta os resultados de desempenho do ELISA r-p24 IgY em
comparacao com o ensaio de referéncia demonstrando a sensibilidade diagnostica de 97,7%, a
especificidade diagnostica de 99,5%, a precisdo de 99,2% e o indice kappa de 99,1%.

Tabela 9. Avaliacdo dos pardmetros de concordancia do ELISA r-p24 IgY.

Parametro Formula* Valor (%)
Sensibilidade VP/ (VP+FN) 97,7
Especificidade VN/ (FP+VN) 99,5

Acurécia (VP+VN) /n 99,2

Iindice Kappa (x) (Po- Pe) / (1-Pe) 99,1

VP (verdadeiro positivo); VN (verdadeiro negativo); FP (falso positivo); FN (falso negativo); Po (propor¢do
observada) = (VP+VN) /n; Pe (proporcdo esperada) = [ (VP+FP) (VP+FN) J+[ (FN+VN) (FP+VN) ]/n%
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A Figura 15 apresenta a curva ROC demonstrando a acuracia de 0,9968 entre os testes
avaliados com 95% no intervalo de confianca variando de 0.9903 a 1.003.
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Figura 15. Curva ROC do ELISA r-p24 IgY. Demonstracdo da sensibilidade em funcéo da
especificidade.

4.5.5. Estudos de estabilidade

A Figura 16 apresenta o resultado do estudo de estabilidade do kit ELISA r-p24 1gY
durante o periodo minimo de 12 meses, armazenado a 4°C, temperatura ambiente e 37°C. A
analise dos indices de reatividade do kit ELISA r-p24 IgY demonstrou que o coeficiente de
variacdo ficou na faixa de 0,8% a 7,4%, nas diferentes condi¢cdes de armazenamento. O
percentual do coeficiente de variagdo das amostras positivas foi de 1,9% a 3,9% no periodo de
12 meses. O maior percentual de coeficiente de variacdo das amostras negativas ocorreu no
primeiro més, atingindo 7,4%. Em seguida, houve uma reducdo gradativa da variacdo de
queda da estabilidade do produto, com o coeficiente de variacdo atingindo 0,8% no més 12.
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Figura 16. Estudo da estabilidade do kit ELISA r-p24 IgY. O gréfico apresenta o indice de
reatividade do kit ELISA r-p24 IgY submetido a diferentes condi¢cdes de armazenamento
durante 12 meses. As barras solidas representam a amostra de referéncia positiva para o
FIV e as barras pontilhadas representam a amostra de referéncia negativa para o FIV. As
barras verticais indicam o desvio padréo.
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4.6. Estudo Comparativo de ELISA r-p24 IgY e ELISA r-p24 IgG

A comparacéo entre os resultados do ELISA r-p24 IgG em relacéo aos resultados do
teste SNAP® FIV/FeLV Combo est&o apresentados nas tabelas abaixo.

A tabela 3 mostra os resultados de 251 amostras de soros de gatos analisadas no
ELISA r-p24 1gG e no teste SNAP® FIV / FeLV Combo. Das 251 amostras que foram
utilizadas na validacéo, 43 (17,2%) foram positivas e 208 (82,8%) foram negativas, utilizando
0 ensaio SNAP® FIV/FeLV Combo. O ELISA r-p24 IgG identificou 41 (16,3%) amostras
positivas e 210 (83,7%) amostras negativas. Portanto, quatro amostras apresentaram
resultados discordantes.

Tabela 10. Dados de Contingéncia comparando os resultados do ELISA r-p24 1gG e o
SNAP® FIV/FeLV Combo.

SNAP® FIV/FeLV Combo

ELISA r-p24 1gG Gatos Infectados Gatos Nao-Infectados Total
FIV + 41 (TP) 2 (FP) 43 (VP +FP)
FIV - 2 (FN) 206 (TN) 208 (FN+VP)
Total 43 (TP +FN) 208 (FP+TP) 251(n)

VP (verdadeiro positivo); VN (verdadeiro negativo); FP (falso positivo); FN (falso negativo); n =
VP+VN+FP+FN. Cut off= 0.268.

A Tabela 11 apresenta os resultados de concordancia do ELISA r-p24 IgG em
comparagdo com o ensaio de referéncia com a sensibilidade de 95,3%, a especificidade de
99%, a precisdo de 98,4% , e o indice kappa de 94,3%.

Tabela 11. Avaliacdo dos parametros de concordancia do ELISA r-p24 IgG.

Parametro Formula Valor (%)
Sensibilidade VP/ (VP+FN) 95,3
Especificidade VN/ (FP+VN) 99,0

Acurécia (VP+VN) /n 98,4
indice kappa (x) (Po- Pe) / (1-Pe) 94,3

VP (verdadeiro positivo); VN (verdadeiro negativo); FP (falso positivo); FN (falso negativo); Po (proporcédo
observada) = (VP+VN) /n; Pe (proporcdo esperada) = [ (VP+FP) (VP+FN) J+[ (FN+VN) (FP+VN) ]/n%

A Tabela 12 apresenta os parametros de concordancia do ELISA r-p24 IgY comparado
ao ELISA r-p24 1gG.

Tabela 12. Avaliagdo da comparagdo dos parametros de concordancia do ELISA r-p24 IgY
e do ELISA r-p24 1gG.

Parametro ELISA r-p24 IgY Valor (%) ELISA r-p24 1gG Valor (%)
Sensibilidade 97,7 95,3
Especificidade 99,5 99,0

_ Acuracia 99,2 98,4
Indice kappa (k) 99,1 94,3
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5. DISCUSSAO

Os anticorpos IgY proporcionam uma série de vantagens em imunodiagndstico,
guando comparado a IgG de mamiferos, devido a distancia filogenética dos animais |,
mecanismos de diversificacdo imune e sua presenca na gema do ovo. Além disso, esse
método de producédo de anticorpo estd de acordo com os esforgos internacionais para reduzir,
refinar e se possivel, substituir animais em experimentacdo, contribuindo substancialmente a
favor do bem-estar animal.

Neste estudo, a tecnologia IgY foi aplicada para demonstrar um método alternativo ao
uso de anticorpos 1gG anti-gato com foco no campo do imunodiagnostico para a infec¢do pelo
FIV.

O FIV tem sido alvo de muitos estudos, uma vez que causa disturbios imunoldgicos
associados a infeccBes oportunistas e neoplasicas em gatos domésticos que podem ser fatais.
Além disso, se trata de uma doenca de dificil diagnostico clinico, em consequéncia de uma
grande variedade de sinais clinicos inespecificos nos gatos, necessitando de métodos de
diagndsticos laboratoriais especificos.

No Brasil ainda ha necessidade de importacdo de kits a custos elevados, dificultando a
pesquisa e o diagnostico da infeccdo causada pelo FIV. Em contrapartida, os elevados custos
estimulam o desenvolvimento de ensaios com tecnologia nacional. Contudo, a credibilidade
atribuida aos resultados obtidos a partir do desenvolvimento dos ensaios laboratoriais é
dependente, em grande medida, da validacdo do método utilizado. Um método validado deve
ser comprovado por avaliacdo e fornecimento de evidéncias que 0s requisitos para um
determinado uso pretendido tenham sido cumpridos (OIE, 2016).

A primeira etapa para o desenvolvimento do ELISA r-p24 IgY consistiu na analise
da literatura dos documentos proprios para produtos de uso veterindrio destinados a
diagnosticar doencas dos animais disponibilizados pelo MAPA e pela OIE. A metodologia
ideal de validacdo é aquela que tenha progredido por meio de um estudo baseado em
protocolos internacionais de realizagéo e interpretagdo harmonizados de estudos propostos
para avaliacdo de desempenho dos testes (DINIZ, 2013). A consulta as diretrizes sobre
validacdo divulgadas pela OIE forneceu informagdes detalhadas e exemplos que respaldam as
normas de validacdo publicadas no Manual de Testes para Diagndstico e Vacinas para
Animais Terrestres. Esta busca evidenciou um crescimento significativo na éarea de
desenvolvimento e validacao de kits para diagndsticos nacionais. Porém, levando-se em conta
que um repertério crescente de novos reagentes para diagnodstico, novas plataformas
tecnologicas e a atualizacdo constante dos regulamentos técnicos, ainda persiste a necessidade
de incrementar procedimentos de validagdo, muitas vezes existentes, mas ndo devidamente
esclarecidos pelos 6rgdos reguladores competentes.

Desta forma, a consulta aos documentos internacionais potencializou tanto a incluséo
guanto o esclarecimento de determinados parametros de desempenho ou critérios de validacao
de métodos para o desenvolvimento deste novo produto para o diagnostico da FIV,
denominado ELISA r-p24 IgY.

O primeiro passo para o desenvolvimento de um teste diagndstico é definir claramente
0 propdsito e aplicacdo do teste em questdo. O ELISA r-p24 IgY para deteccdo de anticorpos
anti-FIV, gerados como resposta ao agente infeccioso, constitui um método indireto de
diagnostico para indicar uma infeccdo prévia ao FIV. Visto que o0s testes para a deteccdo de
anticorpos possuem uma variedade de propostas de uso, 0 teste deve apresentar uma
configuracdo préatica e apropriada para atingir os propésitos a que se destina. O ELISA r-p24
IgY tem como proposta de uso demonstrar que uma determinada populacdo de gatos se
encontra livre da infeccdo pelo FIV, assim como diagnosticar a infeccdo mais precocemente
possivel, evitando a disseminacdo da doenca e utilizar em estudos epidemioldgicos para
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estimar a prevaléncia da doenca. O principio do ensaio por ELISA r-p24 IgY para avaliar a
presenca de anticorpos anti-FIV é baseado na sensibilizacdo da microplaca com a proteina
recombinante (r-p24) do FIV, na qual se acrescenta a amostra de soro do gato com a presenca
ou ndo de anticorpos especificos para o FIV. A presenca do imunocomplexo serd detectada
apo6s a adicdo do conjugado IgY anti-lgG de gato marcado com HRP e na presenca do
anticorpo anti-FIV, o substrato comercial adicionado ao sistema produzird uma cor que é lida
em absorbancia a 450 nm. A intensidade da cor é proporcional a concentracdo do anticorpo de
interesse. Seguindo as orientagdes descritas nas Normas Técnicas para a Fiscalizagcdo da
Producdo, Controle, Comercializacdo e Modo de Utilizacdo de Produtos Uso Veterinario
(MAPA, 2003), este produto foi desenvolvido em instalacdes e edificagdes construidas,
adaptadas e mantidas de forma adequada as operagdes que foram executadas, cumprindo a
exigéncia alusiva ao produto de uso veterinario destinados ao diagnoéstico de animais. Os
insumos utilizados no desenvolvimento e validacdo do kit estavam de acordo com os padrbes
preestabelecidos de pureza e qualidade, assim como, os equipamentos de medida aferidos e
calibrados. Todas as etapas de producdo e controle de qualidade do kit ELISA r-p24 IgY
foram registradas em protocolos especificos, de acordo com as normas de BPF, de forma a
permitir a verificacdo das acOes e rastreabilidade das informacdes (MAPA, 2003).

A segunda etapa deste trabalho foi a producdo da proteina recombinante r-p24 do
FIV. O uso da tecnologia de DNA recombinante para a aplicacdo no diagndstico de uma
determinada doenga nos animais favoreceu 0s ensaios com uma maior especificidade e
sensibilidade, devido a auséncia de proteinas celulares do hospedeiro na preparacdo de
antigenos recombinantes que diminuem drasticamente a taxa de reacOes falso positivas.
Tendo em vista as dificuldades na obtencdo de lentivirus a partir de cultura de células, a
aplicacdo da tecnologia do DNA recombinante tornou factivel e satisfatoria a producéo de
biomassa da r-p24 acompanhada dos estudos de caracterizagédo fisico-quimica e biolégica da
proteina. O protocolo de expressdo e purificagdo mostraram ser eficientes, uma vez que
permitiram a producéo da proteina recombinante em quantidade suficiente para a purificacdo
a partir de 200 mL de cultura. A utilizacdo de em um Unico processo de purificagdo da
proteina r-p24 expressa em E.coli, utilizando a cromatografia de afinidade por ions metalicos
imobilizados (IMAC), realizada em resina quelante, utilizada para separar proteinas com
calda de histidina que apresentam alta afinidade por metais, com o uso de eluicdo em modo
degrau, demonstrou uma boa resolucdo no processo de purificagdo no que diz respeito a
homogeneidade da proteina. O acompanhamento do procedimento pelo cromatdgrafo Akta
Purifier 10 possibilitou controlar cada etapa da purificacdo e estabelecer as condicdes
cromatograficas ideais e a resolucdo do pico de interesse. Do ponto de vista industrial, a
utilizacdo da IMAC tem sido uma técnica muito utilizada para a purificacdo de proteinas
devido ao seu baixo custo, especificidade, facil regeneracdo e sem degradacdo quimica ou
microbioldgica, durante a estocagem. Estes fatos que tornam importante a IMAC sob o ponto
de vista de ampliacdo de escalas e industrial, conforme citado por Bresolin et al., (2009). A
utilizacdo de procedimentos cromatograficos automatizados no processo de validacdo de
ensaios veterinarios, para garantir a resolucdo, adequada separacdo (pureza) dos picos
cromatograficos e a utilizacdo de testes de resolucdo de pico (por exemplo, com auxilio de
detector de arranjo de fotodiodos) sdo procedimentos recomendados pelo MAPA (2003).

Para garantir a qualidade dos resultados obtidos ap6s a purificacdo, € necessaria uma
completa avaliacdo da proteina r-p24. Desta forma, foi realizada a combinacdo de
metodologias de natureza fisico-quimica e biolégica para a completa identificacdo e
caracterizacdo da proteina, uma vez que estes ensaios ndo provem informacdo suficiente
separadamente. Neste sentido, a técnica SDS-PAGE foi usada para a avaliacdo do peso
molecular e pureza da proteina, devido principalmente a sua facilidade, eficacia e baixo custo
(WARD; SWIATEK, 2009). Por outro lado, a analise da homogeneidade do antigeno r-p24
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purificado empregando o programa ImageMaster® possibilitou estimar corretamente a massa
molecular em 24,66 kDa mediante a presenca de uma banda bastante expressiva no SDS-
PAGE, correspondendo ao peso molecular estimado para a proteina r-p24.

A preservacdo da atividade biologica da proteina € um indicador importante no
processo de purificacdo. Neste trabalho, a reatividade da proteina r-p24 purificada quando
tratada com solucdo tampdo de amostra de SDS-PAGE demonstrou que a proteina produzida
atua como epitopos lineares, uma vez que os anticorpos anti-FIVV reconhecem as proteinas
desnaturadas. O uso do Western Blot com SDS-PAGE em condi¢Ges desnaturantes
possibilitou a visualizacdo da reacdo do soro positivo com a presenca de banda de,
aproximadamente, 25 kDa referente a proteina r-p24.

A terceira etapa deste trabalho, consistiu na obtengdo de anticorpos IgY anti-1gG de
gato, a partir da inoculagdo em galinhas poedeiras. Os anticorpos policlonais para o
desenvolvimento ou para a producdo de kits de diagndstico, normalmente, demandam o uso
de animais de laboratério, principalmente coelhos, mas também camundongos, ratos e
cobaias, ou, mamiferos de grande porte, tais como cavalos, ovelhas e cabras. O aspecto
benéfico deste método alternativo de producdo de anticorpo, utilizando ovos de galinhas
poedeiras imunizadas com 1gG de gato é indubitavelmente, a mais relevante das premissas
deste trabalho por estar de acordo com o principio dos 3 Rs.

Alguns fatores devem ser levados em consideracdo na verificacdo da resposta imune
em galinhas imunizadas: a prépria ave (linhagem, manejo, condi¢fes de estresse, nutri¢do),
dose do antigeno (interfere diretamente na titulagdo de anticorpos), o adjuvante utilizado
(ROCHA, 2010) e a via de aplicacdo (intravenosa, ocular, intramuscular e subcuténea)
(KOENEN et al., 2002; SCHADE et al., 1996). A dose recomendada de antigeno soltvel para
aves, especialmente sendo uma imunoglobulina de mamifero, € geralmente de 10 pg a 1000
g (SCHWARZKOPF et al., 2001; COOK; TROTT, 2010). As concentracGes muito altas ou
baixas de antigenos podem induzir efeitos imunomoduladores indesejaveis ou tolerancia e
supressdo (SCHWARZKOPF et al., 2001). Behn et al., (1996) ndo encontraram diferencas
significativas em frangas inoculadas com 1gG de camundongo, nas concentragdes de 100 e
500 pg. Santos et al. (2014) relataram uma alta producéo de IgY nas galinhas imunizadas com
200 pg de IgG canina. Neste estudo, as inoculagcfes das galinhas com 250 pg de 1gG de gato
foram pautadas em conhecimento adquiridos de experimentos anteriores do Laboratorio de
Imunologia e Virologia Veterinaria e do LATED.

O estimulo a resposta imune é feito utilizando-se o antigeno combinado com varios
compostos adjuvantes (HILGERS et al., 1998). Os adjuvantes de Freund sdo 0s mais
utilizados na producédo de anticorpos, entretanto, o adjuvante completo de Freund, por conter
6leo de parafina e micobactérias liofilizadas, € diretamente responsdvel pela maioria das
lesdes granulomatosas nos locais da inoculacdo (WANKE et al, 1996). Neste estudo, a
combinacdo da concentracdo do antigeno e a utilizacdo do adjuvante de Freund, foi bem
tolerada e ndo produziu reacbes inflamatorias locais nas galinhas. Estes resultados
corroboraram com 0s experimentos realizados por Santos (2012) e de Paula et al, (2011).

A coleta de ovos foi iniciada anterior a primeira imunizacdo e a avaliagdo da producao
de IgY especifica em ambas as galinhas foi acompanhada por ELISA durante 5 meses. Nos
estudos da estabilidade da IgY em diferentes temperaturas de congelamento, foi observada
uma perda de 50% de atividade desses anticorpos quando conservados a -70°C por 12 meses
(STAAK, 2001). O mesmo estudo mostrou gque quando a IgY conservada a -20°C ocorre
minima perda dessa atividade. Entretanto, Goldring e Coetzer (2003) afirmaram que a IgY
isolada ndo deveria ser congelada e que estocada a 4°C permaneceria viavel por diversos
anos.) Em nosso estudo, os ovos foram mantidos por cerca de 1 més a 4 ° C, e os resultados
demonstraram que a atividade bioldgica dos anticorpos IgY anti-lIgG de gato foi preservada e
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manteve-se elevada, ap6s o processo de extracdo da IgY, corroborando com os resultados
encontrado por de Paula e colaboradores (2011).

A cinética do aparecimento da IgY anti-lgG de gato na gema dos ovos das galinhas
inoculadas foi realizada por ELISA, pelo periodo de 5 meses. De acordo com a literatura, a
cinética de producdo de anticorpos nas gemas das galinhas imunizadas pode comecar
imediatamente na semana seguinte, apds a segunda inoculacdo (MICHAEL, et al, 2010).
Santos et al (2014) obtiveram resultados semelhantes com a producédo de anticorpos na gema
em galinhas inoculadas com IgG de cdo, em um experimento seguido por 4 meses. Os
mesmos resultados foram alcangados por Bizanov e Jonauskiené (2003) com a inoculacdo de
IgG de porco e um acompanhamento da resposta imune pelo mesmo tempo. Neste trabalho,
as galinhas apresentaram um aumento gradativo do titulo de anticorpos na gema a partir da
segunda semana, com um aumento significativo no 2° més e mantendo-se elevado durante
todo o periodo de observacdo, corroborando com os resultados descritos na literatura.

Outro ponto a ser considerado é a variacdo da concentracdo de anticorpos especificos
que é dependente, ndo somente do processo de imunizagdo e da resposta imune do animal
utilizado, mas também do método utilizado para estimar a concentracdo de proteina (DUBIE,
et al., 2015). Relatos da literatura citam que a concentracdo de proteinas totais por ovo pode
variar na faixa de 50-100 mg (KOVACS-NOLAN; MINE, 2004), ou até mais altas, chegando
a 375 mg/ovo (ROSE et al., 1974; BERGHMAN et al., 2005). Neste estudo, a concentracdo
de proteina da gema dos ovos foi estimada semanalmente por espectrofotometria (280 nm). A
concentracdo de IgY na galinha 1 variou de 20,1 a 69,3 mg/mL, com uma média de 40,1
mg/mL no periodo de 5 meses. Na galinha 2, a concentragdo de IgY variou de 21,1 a 61,2
mg/mL, com uma média de 32,2mg/mL no mesmo periodo. Resultados similares aos
encontrados neste trabalho foram descritos por Pauly et al. (2009) ao imunizarem galinhas
com ricina e toxina botulinica e obtiveram uma concentragdo de 30 mg/mL no inicio do
experimento, chegando a concentracdo de 80 mg/mL, ao final de dois anos de experimento.

Na literatura sdo descritos muitos métodos de extracdo e purificacdo cromatograficos
para a obtencdo da IgY mesmo em grande escala (Quadros 3 e 4). Na prética, a escolha dos
processos de extracdo ou purificacdo geralmente é influenciada pelo rendimento e grau de
pureza desejado, pela aplicagéo pretendida do anticorpo, bem como custos de material, da
tecnologia e da experiéncia do laboratério envolvido (SCHWARZKOPF; THIELE, 1996). A
énfase deste trabalho é a aplicacdo da IgY no imunodiagnéstico, ap6s a conjugagdo a enzima
peroxidase. O uso de um insumo para fins de diagnostico deve apresentar um elevado grau de
pureza obtido por processos cromatograficos. Entretanto, o alto teor de lipideos presentes na
gema do ovo interfere nas etapas de purificacdo cromatograficas a base de afinidade
(HANSEN et al., 1998). Portanto, é fundamental um processo de delipidacdo para extrair 0s
lipideos insoltveis e lipoproteinas (KO; AHN, 2007; TAN et al., 2012). O processo de
delipidacéo é o passo de maior dificuldade no isolamento da IgY (KIM et al., 1999). Neste
trabalho o primeiro passo no isolamento da IgY das gemas dos ovos implicou no uso de um
agente precipitante, o0 PEG 6000, para a remocdo de lipideos e a precipitacdo da IgY. Este
polimero ndo-iénico foi utilizado para isolar IgY devido ao baixo custo, pela facilidade do
processamento das amostras e pelo significativo grau de homogeneidade obtido. As taxas de
recuperacdo, apos o isolamento descritas na literatura, estdo na faixa de 15 a 150 mg de
IgY/ovo (BIZANOV; VYSHNIAUSKIS, 2000; STALBERG; LARSSON, 2001), entretanto,
deve se considerar que, 0 método usado para a quantificacdo associado ao processo de
isolamento dispdem de uma grande influéncia na avaliacdo do rendimento da recuperagédo da
IgY (TAN et al., 2012). Neste trabalho, a precipitacdo com PEG no processo de isolamento
mostrou uma recuperacdo em torno de 84,5 mg de IgY/ovo, corroborando com os dados da
literatura.
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Segundo Meulenaer e Huyghebaert (2001), a cromatografia de afinidade € o melhor
tipo de cromatografia a ser utilizada para purificacdo de IgY. Contudo, a eluicdo empregada
pode ter efeito deletério sobre a atividade do anticorpo (CARROL et al., 1992). Neste trabalho
foi utilizada uma coluna cromatografica de interacdo tiofilica especifica para a purificacéo de
IgY. Os resultados no SDS-PAGE demonstraram que, em um Gnico processo cromatografico,
foi obtida a IgY anti-lgG de gato com a homogeneidade necessaria para os fins pretendidos. A
avaliacdo do grau de homogeneidade da IgY, apds a purificacdo por SDS-PAGE, demonstrou
que o processo de purificacdo foi capaz de remover a ovalbumina e as chamadas proteinas
acessOrias. Estas proteinas apresentam peso molecular estimado entre 56,2 e 38,5 kDa
(PAULY et al., 2011; MATHEIS; SCHADE, 2011), dentre as quais encontra-se a B-livetina
ou fosvitina, provavelmente, fragmento C-terminal do precursor de vitelogenina Il
(KLIMENTZOU et al., 2006). A presenca de proteinas acessorias ou impurezas nédo
removidas no processo de purificagdo podem interferir diretamente no processo de
conjugacéo da IgY, com diferentes tipos de enzimas e fluorocromos.

Gutiérrez e col. (2007) relataram que um anticorpo IgY para ser considerado
consistente para qualquer finalidade, quando avaliado por ELISA, deve apresentar uma
densidade otica superior a 0,3 na amostra diluida 1:1000. Neste estudo, 0 monitoramento da
producdo de anticorpos IgY realizado por ELISA, com as amostras diluidas 1:1000,
apresentaram valores de DOyso em torno de 1,5, no minimo, cinco vezes superior ao
considerado por Gutiérrez como um insumo produtivo de anticorpos IgY.

A avaliacdo da reatividade da IgY anti-lgG de gato frente a outras imunoglobulinas de
mamiferos comprovada pelo Western Blot demonstrou que a reacdo da IgY foi especifica ao
reconhecer somente a IgG de gato.

O conjunto dos resultados obtidos mostraram que o in6culo IgG de gato purificado por
cromatografia de troca i6nica associado ao esquema utilizado para imunizacdo das galinhas,
mostrou-se eficiente para a producdo de IgY. Além disso, o isolamento com PEG 6000 e a
purificacdo por cromatografia de adsorcao tiofilica permitiu a obtencdo da IgY com elevado
grau de homogeneidade, usando um processo simples e reprodutivel na qual a atividade dos
anticorpos IgY foi preservada.

A quarta etapa deste trabalho consistiu no emprego da tecnologia IgY para o
desenvolvimento, padronizacao e a validacdo do teste de Elisa r-p24 IgY para o diagnostico
da infeccdo causada pelo FIV.

A otimizacdo € uma etapa recomendada no desenvolvimento de um ensaio. Nesta fase,
0s componentes a serem considerados para a otimizacdo do ELISA sdo as variaveis de
diluicdes: do antigeno, da amostra (anticorpo), do anticorpo conjugado e a concentracdo da
solucdo de substrato. A anélise de todas estas varidveis deve proporcionar a melhor detec¢do
ao que se propde identificar e a definicdo do melhor tempo de incubacéo dos insumos para o
teste em desenvolvimento (JACOBSON, 1998). Estes parametros s&o comprovados mediante
avaliacbes como em um tabuleiro de xadrez (cada variavel é comparada com as demais em
um mesmo teste repetido varias vezes), também denominada de titulacdo cruzada. Outras
variaveis também devem ser consideradas, como o pH e a forca idnica dos insumos utilizados
na execucao do teste. Ndo menos importante é a selecdo de equipamentos (leitores, lavadoras
de placa, etc.) calibrados antes de seu uso - fazendo parte do programa de controle da
qualidade do laboratério. No processo de otimizacdo do ELISA r-p24 IgY obteve-se uma
reducdo de 18 horas para 2 horas na adsor¢do do antigeno r-p24 na microplaca. O mesmo
ocorreu com a reducdo de 60 min. para 30 min., no tempo de incubacdo das amostras. Estas
expressivas reducdes nos tempos das incubacdes possibilitaram a execucao do teste no mesmo
dia e consequente liberagdo mais rapida dos resultados das amostras em analise.

Segundo a OIE (2014), nas diretrizes de desenvolvimento e otimizagéo dos testes para
deteccdo de anticorpos, deve ser dada uma especial atencdo aos valores de D.O. O teste deve
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apresentar uma razoadvel separacdo dos valores de D.O. entre as amostras negativas e
fracamente positivas. O valor de D.O. para o controle negativo no ensaio ELISA indireto deve
ser de 0,1 ou inferior e 0 valor de D.O. do controle positivo ndo deve ser superior a 2,0. Esta
recomendacdo é feita considerando que, uma vez acima deste valor, os leitores de placas
podem tornar-se bastante imprecisos. Neste trabalho as amostras de referéncia negativas e
positivas apresentaram uma D.O. de 0,077 e 1,385, respectivamente, corroborando com as
recomendac0es da OIE.

A caracterizacdo da eficiéncia no processo de conjugacdo de anticorpos com a
peroxidase pelo método do meta-periodato de sddio pode ser traduzida pela analise das razbes
das absorbancias a 403 e 280 nm (403:280). De uma forma geral, as razdes de absobancia no
intervalo de 0,3 a 0,5 simbolizam uma elevada atividade da enzima HRP sem afetar a
atividade do anticorpo (CATTY et al., 1983 apud GUTIERREZ et al., 2007). Neste trabalho,
a razao de 0,32 foi obtida no conjugado IgY anti-lgG de gato ligado a HRP demonstrando que
este insumo é adequado ao uso para 0 ELISA. Entretanto, este conjugado com o titulo
>1:4000 ndo apresentou reatividade satisfatoria, conforme figura 14, independente da
concentracdo de antigeno como captura. Os melhores titulos do conjugado foram 1:1000 e
1:2000, sendo escolhido 1:2000 com o antigeno na concentracdo de 200 ng/pocgo.
Considerando que os anticorpos IgY apresenta uma reacdo semelhante a IgG, o método de
conjugacdo do meta-periodato de sodio é aplicavel para a obtencdo de conjugados
enzimaticos com anticorpos aviarios. Cumpre ressaltar que, o estabelecimento da
padronizacdo do processo de conjugacdo da IgY anti-lgG de gato a peroxidase pode ser
considerada uma ferramenta importante para a utilizacdo no desenvolvimento de testes para o
diagnostico de varias doencas dos felinos domésticos.

A validacdo de testes diagnosticos € um processo que determina a capacidade de um
ensaio, o qual foi devidamente desenvolvido, otimizado e padronizado, para um fim
pretendido. Portanto, a validacdo é necessaria para avaliar o desempenho analitico e
diagnostico, e assim demonstrar confiabilidade no teste desenvolvido (JACOBSON., 1998;
OIE, 2016). O desempenho do ELISA r-p24 1gY foi comparado frente ao teste comercial
SNAP® FIV/FeLV Combo, considerado neste trabalho como teste de referéncia.

O limite de deteccdo &€ a menor concentracdo que um método pode detectar com
certeza e esta relacionada com a sensibilidade analitica do teste. Na prética, o que se busca é
um elevado nivel de sensibilidade analitica e um baixo limite de deteccdo. Apesar do ELISA
r-p24 ser um teste qualitativo e portanto, o limite de deteccdo ndo é determinado, por analogia
ao teste de referéncia, chegou-se a uma conclusdo que ha uma tendéncia de quanto mais
intensa for a marcacdo do teste comercial, maior serd a leitura da amostra no ELISA r-p24
IgY. A andlise da amostra de referéncia positiva em diluicbes seriadas foi realizada e
demonstrou que na diluicdo 1/800, que foi a ultima que apresentou positividade, foi
considerado o limite inferior de deteccdo da concentracdo de anticorpo anti-FIV capaz de ser
detectada no teste produzindo um resultado positivo.

A especificidade analitica do teste foi demonstrada pela auséncia de reagdo cruzada
com soros positivos para a infeccdo pelo FeLV (28/251). As 28 amostras que foram positivas
para o FeLV ndo apresentaram reacéo cruzada, demonstrando a possibilidade de diferenciar as
duas infec¢Bes causadas por virus da mesma familia e que podem levar a sinais clinicos muito
semelhantes causados pela imunossupressé@o, mas que possuem respostas ao tratamento e
prognosticos diferentes.

A acurécia (AUC) de 99% reflete a elevado grau de concordancia do ELISA r-p24 IgY
com o teste SNAP™ FIV/FeLV Combo. Este resultado foi reproduzido quando a preciséo foi
quantificada através da &rea sob a curva ROC, demonstrando que o ELISA r-p24 IgY
mostrou uma capacidade de discriminagéo de 99% entre gatos soropositivos e soronegativos
pelo teste de referéncia. As interpretacdes sugeridas por Greiner e Gardner (2006) descrevem
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que valores intermediarios para a area é: baixo (0,5 < AUC < 0,7), moderada ( 0,7 < AUC
<0,9) e acuracia elevada ( 0,9 < AUC < 1). Desta forma, considerando esta interpretacéo, o
ELISA r-p24 IgY apresenta acuracia elevada. A anélise do indice kappa avaliou a
reprodutibilidade pelo grau de concordancia entre os resultados das duas observacgdes,
considerando a proporcao de observado em relagdo ao esperado. O indice kappa de 99,1% ¢
considerado como uma excelente concordancia entre os dois testes (MCGINN et al., 2004).

A preciséo do ELISA r-p24 1gY foi observada pelos baixos valores dos coeficientes de
variacdo (CV) na repetibilidade (4,7% a 8%) e na precisdo intermediaria (5,2% a 6,2%). Os
valores de CV abaixo de 15% sdo considerados ideais para testes diagndésticos pela OIE
(2014). A literatura descreve que valores de CV abaixo de 5% para testes automatizados e
10% para testes manuais sdo considerados aceitaveis para testes diagnosticos (JENSEN;
KJELGAARD-HANSEN, 2010). Considerando o ELISA r-p24 um teste qualitativo, valores
menores de CV podem ser obtidos controlando e caracterizando os insumos empregados,
como o0 conjugado. Um teste diagnostico ideal deve possuir alta sensibilidade e alta
especificidade, com o intuito de evitar resultados falso negativos e falso positivos,
respectivamente (HARDY, 1991; JACOBSON, 1991). Isto é importante principalmente na
infeccdo pelo FIV, pois uma vez que os animais forem infectados, € inexistente a
possibilidade de recuperacdo da infeccdo (HARTMAN, 1998). Portanto, alta sensibilidade é
necessaria para possibilitar a separacdo dos animais infectados dos nédo infectados e assim
diminuir a disseminacdo da infeccdo e também propiciar tratamento especifico para os
animais positivos (SELLON; HARTMANN, 2006). Considerando que os gatos FIV positivos
apresentam uma fase assintomatica longa, um teste com alta especificidade pode evitar a
resisténcia a adocdo de animais de abrigos, devido a resultados falso positivos,
principalmente, em regides com baixa prevaléncia da doenga (HOSIE et al., 2009).

Os valores de sensibilidade (97,7%) e especificidade (99,5%) verificados no ELISA r-
p24 1gY aproximam-se de dados obtidos em outros estudos que, ao avaliarem diferentes testes
comerciais para a deteccdo de anticorpos anti-FIV, observaram valores de sensibilidade
variando de 92,1 a 100%; e de especificidade, de 98,9 a 100% (HARTMANN et al., 2007). O
desempenho do teste SNAP® FIV/FeLV Combo foi avaliado com sensibilidade de 100% e
especificidade 99,6%. De acordo com Camargo e cols. (1987), um imunoensaio € satisfatorio
guando a sensibilidade e especificidade sdo superiores a 90%. Com valores elevados de
sensibilidade e especificidade, o ELISA r-p24 IgY demonstrou ser um teste capaz de
distinguir animais falso positivos.

O MAPA preconiza que a estabilidade do produto deve ser comprovada por meio de
testes de estabilidade de longa duracgdo (teste de prateleira). Entretanto, por experiéncia prévia
com estudos de estabilidade de outros produtos ja desenvolvidos nos laboratérios de Bio-
Manguinhos, foi demonstrada neste trabalho a manutencdo da reatividade do antigeno,
durante 12 meses, a 4°C e também nas diferentes condi¢cdes de armazenamento como a 37°C
e temperatura ambiente. De acordo com a norma ABNT NBR 14.864 (2002), o teste de
estabilidade a temperatura ambiente é o teste de resisténcia e a estabilidade do kit aberto, a do
kit em uso e a temperatura extremas, simulam o transporte e manuseio do kit. Os resultados
apresentados no ELISA r-p24 IgY demonstraram que o uso dos estabilizadores, apds a
sensibilizacdo da placa e na adicdo ao conjugado, preservou a atividade da proteina r-p24 e da
IgY ligada & peroxidase. Os coeficientes de variacdo para a amostra de referéncia positiva
foram 1,9% a 3,9% e para amostra de referéncia negativa foram 0,8% a 7,4%, no periodo de
doze meses de avaliacdo. Conforme especificacOes do fabricante dos estabilizadores (Kem-
En-Tec), ocorre uma queda da reatividade do anticorpo conjugado no primeiro més de
avaliacdo, quando mantido a 37°C e depois este mantém-se estavel por 4 anos a 2-8°C. Esta
queda foi observada na amostra de referéncia negativa no primeiro més de avaliacdo quando
atingiu o maior coeficiente de variagdo de 7,4%. De uma forma geral, o kit ELISA r-p24 IgY
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apresentou-se dentro das especificacOes preconizadas pelo MAPA, com um coeficiente de
variacdo inferior a 5% na avaliacdo da reatividade do kit durante o periodo de, no minimo,
doze meses.

Na quinta etapa deste trabalho realizou-se o estudo comparativo do desempenho do
ELISA r-p24 1gY frente ao ELISA r-p24 1gG. Gutiérrez et al. (2007) demonstraram que 0s
anticorpos da gema do ovo obtidos de galinhas imunizadas com IgG de camundongo podem
ser uma alternativa aos de mamiferos (coelhos) apds conjugacdo com a peroxidase. Os
resultados encontrados por Gutiérrez et al. demonstraram que os conjugados obtidos a partir
da IgY apresentaram caracteristicas de precisdo superior ao de coelhos, correspondendo a
reacOes inespecificas com coloracdo de fundo com menores valores. A concluséo dos autores
foi que o conjugado IgY anti-lgG de camundongo alcanga um rendimento 3 vezes superior
quando comparado a anti-lgG de camundongo produzida em coelhos.

No nosso trabalho, a diferenga nos testes ELISA r-p24 1gY em relagdo ao ELISA r-
p24 1gG foi a origem da imunoglobulina anti-lIgG de gato, aviaria ou de mamiferos (coelho)
conjugado a peroxidase. A avaliagdo foi realizada com 251 soros de gatos, sabidamente
negativos e positivos no teste SNAP® FIV/FeLV Combo. A comparacdo dos parametros de
desempenho entre os testes demonstrou o melhor desempenho do ELISA, utilizando
imunoglobulina avidria quando comparada ao ELISA empregando imunoglobulina de
mamiferos (Tabela 5). Na realizacdo dos testes foi observado um menor “background” no
ELISA r-p24 1gY, corroborando, com os achados de Gutiérrez et al., (2007).

Do ponto de vista econdbmico, a IgY tem demonstrado ser a escolha ideal para a
producéo de anticorpos em grande escala. Dubie et al (2015) citam que o custo efetivo da
producéo de IgY é inferior a $10/grama comparada a 19gG, que pode chegar a $ 20.000/ grama.
Desta forma, a tecnologia IgY podera contribuir para a redugdo dos custos dos
imunodiagndsticos para uso em pesquisa ou na rotina clinica, permitindo novas aplicacdes da
IgY, tanto na medicina humana quanto na veterinaria.

O Brasil apresenta uma forte dependéncia tecnoldgica dos insumos e produtos no setor
de imunodiagndstico. Atualmente, o diagndstico da FIV ainda ndo é amplamente realizado,
uma vez que os testes diagnosticos disponiveis possuem alto custo por se tratarem de Kits
importados. A implementacéo da tecnologia IgY sobre a tradicional inclui:

e A reducdo do uso de animais devido a grande quantidade na produgéo de anticorpos pelas
galinhas;

e Aceliminagdo da dor e estresse na coleta de sangue dos animais;

e A utilizacdo da IgY em diferentes testes imunoldgicos sem a perda da especificidade e
sensibilidade;

e O custo consideravelmente menor na alimentacdo e manuseio das aves em relacdo aos
mamiferos.

Neste trabalho, o bem-estar animal e a producéo e purificacdo de anticorpos anti-lgG de
gato de ovos de galinha foi promissora, fazendo com que a producgdo de outros anticorpos
também possa ser avaliada pelo mesmo método. A utilizacdo do esquema de imunizacao
avaliado pode servir como modelo para a producédo de IgY contra outros tipos de antigenos. O
método de extracdo de lipideos e a aplicacdo da molécula de PEG 6000 na gema pode ser
utilizado em qualquer estudo. O dominio da tecnologia IgY podera abrir campos para outras
aplicacdes em areas como o diagnostico de doencas em medicina humana e veterinaria.
Também podera contribuir com a pesquisa e o desenvolvimento de novos ensaios, atendendo
as normas e diretrizes nacionais e internacionais, tanto de bem-estar animal como de
validagéo, impulsionando o desenvolvimento nacional de kits diagndsticos de interesse em
sallde humana ou animal.
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6. CONCLUSOES
O antigeno recombinante p24 do FIV produzido em sistema procarioto seguido do processo
de purificacdo adaptado a producdo em larga escala permitiu a padronizacdo do teste ELISA
r-p24 1gY para o diagndstico da infeccdo pelo FIV.

A producéo dos anticorpos IgY especificos para IgG de gato, utilizando aves poedeiras é uma
tecnologia acessivel.

A IgY anti-IgG de gato € um insumo em potencial para ser utilizado como conjugado em um
ensaio imunoenzimatico para o diagnostico do FIV.

O kit ELISA r-p24 1gY apresentou desempenho compativeis aos critérios internacionais para
a finalidade de diagnostico para o FIV.

O ELISA r-p24 IgY possui caracteristicas desejaveis para uso comercial, tais como alta
precisdo e longo periodo de manutencéo da reatividade.
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