http://dx.doi.org/10.1590/1678-41626303

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.66, n.2, p.417-424, 2014

Padronizacéo do Elisa indireto e Western Blot para diagnostico da
artrite-encefalite caprina

[Standardization of indirect Elisa and Western Blot for diagnosis of
Caprine Arthritis-Encephalitis]

A.S. Rodrigues’, R.L.L. Brito?, R.R. Pinheiro®, R.P. Dias’, S.M. Alves*, T.S. Souza®, K.C. Souza®,
D.A.A. Azevedo*, A. Andrioli®, D.C.T. Magalhaes®, M.F.S. Teixeira*

'Faculdade de Veterinaria — Universidade Estadual do Ceara — Fortaleza, CE
%Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Universidade Estadual Paulista — Jaboticabal, SP
SEmpresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria— Embrapa Caprinos e Ovinos — Sobral, CE
4Universidade Estadual Vale do Acara( — Sobral, CE
®Escola de Medicina Veterinéria e Zootecnia —Universidade Federal da Bahia — Salvador, BA
®Agéncia de Defesa Agropecuéria do Estado do Cear4 — ADAGRI — Sobral, CE

RESUMO

A artrite-encefalite caprina (CAE) é diagnosticada rotineiramente pela técnica de imunodifusdo em gel de
agarose (IDGA), que é considerada pouco sensivel. Objetivou-se com este estudo padronizar testes de
Elisa-i e Western Blot (WB) para diagndstico precoce de anticorpos em caprinos contra CAEV e
comparar os resultados obtidos nesses testes com a prova de IDGA. Para a padronizagéo dos testes Elisa-i
e WB, utilizaram-se diferentes concentrac@es e diluigdes de antigeno, soros e conjugado. No Elisa-i,
adotaram-se microplacas rigidas com 96 pogos, sendo a combinacéo de concentracdo de 0,5ug/pogo de
antigeno e diluicdes de 1:100 de soro e 1:1500 de conjugado a que apresentou melhor resultado. No WB
foram utilizadas membranas de nitrocelulose, definindo-se as diluicbes de 1:50 de soro e 1:15000 de
conjugado. Para avaliar o desempenho das técnicas, 222 amostras de soro caprino foram testadas e o0s
dados obtidos foram comparados com o IDGA. A sensibilidade e a especificidade do Elisa-i/IDGA,
WB/IDGA e WB/Elisa-i foram de 70% e 91%, 100% e 72,6%, 84,6% e 76,5%, concomitantemente. O
indice Kappa desses testes foi de 0,35, 0,2 e 0,36, respectivamente. As técnicas de Elisa-i e WB
apresentaram-se mais sensiveis que a IDGA, podendo ser utilizadas como ferramentas para o diagndstico
precoce da CAE.
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ABSTRACT

Caprine arthritis-encephalitis (CAE) is routinely diagnosed with the Agarose Gel Immunodiffusion
(AGID) technique, which is considered to have low sensitivity. The objective of this study was to
standardize testing i-Elisa and Western Blot for early detection of antibodies against CAEV in goats and
compare the results obtained in these tests with proof of AGID. For standardization of i-Elisa and WB,
different concentrations and dilutions of antigen, sera and conjugate were used. In the i-Elisa, rigid
microplate with 96 wells was adopted, and the combination that showed the best result was a
concentration of 0.5ug/ well of antigen and dilutions of the serum of 1:100 and conjugate of 1:1500. In
the WB nitrocellulose membranes were used, and the dilutions of the serum were defined at 1:50 and
conjugate at 1:15000. To evaluate the performance of the techniques, 222 goat serum samples were
tested and the data were compared with the AGID. The sensitivity and specificity of Elisa-i/IDGA,
WB/AGID and WB/Elisa-i were 70% and 91%, 100% and 72.6%, 84.6% and 76.5%, concomitantly. The
Kappa index of these tests was 0.35, 0.2 and 0.36, respectively. The i-Elisa and WB techniques were more
sensitive than the AGID and can be used as tools for early diagnosis of CAE.
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INTRODUCAO

O virus da artrite-encefalite caprina (CAEV)
infecta caprinos de qualquer raga, sexo e idade,
possui extenso periodo de incubacdo e se
enquadra no grupo dos lentivirus de pequenos
ruminantes (LVPR), necessitando de vigilancia
epidemioldgica constante devido a sua dispersdo
mundial (Franke, 1998).

A artrite-encefalite caprina (CAE) é considerada
uma enfermidade multissistémica cronica,
incuravel, com evolugdo clinica longa e
progressiva. Os sinais clinicos séo: artrite, com
aumento do volume das articula¢bes; pneumonia
com dificuldade respiratéria; encefalite com
paresia e paralisia; e mastite indurativa com
nodulag6es no Ubere (Greenwood, 1995).

Para o diagndstico dos LVPR, os métodos
soroldgicos sdo os mais empregados; entre eles
podem-se citar o teste de imunodifusdo em gel de
agarose (IDGA), o ensaio imunoenzimatico
indireto (Elisa-i) e o Western Blotting (WB).
Contudo, cada um dos métodos de diagndstico
apresenta vantagens e desvantagens. Para uma
escolha mais acertada, portanto, deve ser
analisado cada teste (De Andrés et al., 2005).
Segundo esses autores, tais métodos podem ser
divididos em duas categorias: métodos de
triagem (IDGA e Elisa) e método complementar
(WB).

A técnica IDGA é a mais utilizada para o
diagnostico dos LVPR, baseia-se na formacao
de complexos antigeno-anticorpo que se
insolubilizam e se precipitam no gel, sob uma
base rigida, onde se desenvolve a linha de
precipitagdo visivel entre os orificios no ponto
em que é alcancada a relacdo 6tima entre
antigeno e anticorpo. Possui facil aplicabilidade
e alta especificidade (Varea et al., 2001). Como
desvantagem, o teste somente detecta altos niveis
de imunoglobulinas, o que permite a ocorréncia
de falso-negativos no rebanho (McConnell et al.,
1998).

O Elisa-i é usado para a deteccdo e/ou
quantificacdo de anticorpos em amostras de soro,
com destaque em estudos soroepidemioldgicos.
A especificidade dessa prova é garantida
principalmente pela qualidade do antigeno
adsorvido a placa (Madruga et al., 2001).
Permite o processamento de um grande nimero
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de amostras, sendo considerado mais sensivel
que a IDGA. No entanto, apresenta desvantagens
como o custo de producdo e a necessidade da
utilizacdo de antigenos mais purificados do que
o0s empregados no IDGA (Pinheiro et al., 2010).

O WB baseia-se na formagdo de um complexo
antigeno-anticorpo que é visualizado por meio da
aplicacdo de um conjugado enzimatico, ao qual
se adiciona um substrato que reage com a
enzima, dando cor a reacdo (Bjerrum e
Heegaard, 1988). Apresenta como vantagem
menor ocorréncia de reagdes inespecificas, o que
reduz o aparecimento de resultados falso-
positivos (Zanoni et al., 1989).

Objetivou-se com este estudo padronizar testes
de Elisa-i e WB para diagndstico precoce de
anticorpos em caprinos contra CAEV e comparar
0s resultados obtidos nesses testes com a prova
de IDGA.

MATERIAL E METODOS

Para a comparagao dos resultados de deteccéo de
anticorpos em caprinos contra CAEV, as técnicas
de IDGA, Elisa-i e WB foram aplicadas
utilizando-se 222 amostras de soro caprino
provenientes de um rebanho leiteiro pertencente
a Embrapa Caprinos e Ovinos, localizado no
municipio de Sobral, numa regido semiarida do
sertdo cearense. Este estudo seguiu as normas
estabelecidas pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual Vale do
Acaral (CEUA/UVA), de acordo com o
protocolo de N° 014.12.

O antigeno utilizado na técnica de IDGA
foi o antigeno nacional, preparado conforme
metodologia de Pinheiro et al. (2010),
evidenciando a coreproteina p28. Para a
execucdo dessa microtécnica, seguiu-se 0
protocolo de Gouveia et al. (2000), adaptado por
Pinheiro (2001). Para a visualizagdo das linhas
de precipitacdo, a leitura foi realizada 48-72
horas, com luz indireta sobre fundo escuro,
sendo considerada definitiva a segunda leitura.

Para a producdo de antigenos dos testes de Elisa-
i e WB, foram utilizados cultivos secundarios de
membrana sinovial caprina (MSC). Garrafas
roller (850cm?) foram cultivadas com MSC até
70 a 80% de confluéncia e inoculadas com a
amostra padrdo CAEV-Cork, com titulo de 10°°°
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TCIDsy/mL. Os sobrenadantes do cultivo celular
foram submetidos a trés ciclos de congelamento
a -80°C e descongelamento a 37°C para a lise
celular e a liberacgdo de particulas virais.

Na produgdo do antigeno para o Elisa-i, o
sobrenadante foi clarificado por centrifugagdo a
3.300g durante 30 minutos. O pellet de células
foi ressuspenso em solucdo de PBS (0,05M
fosfato de sodio; 0,15M NaCl; pH 7,4), na
proporcdo de 1:10 do volume inicial, e em
seguida foi tratado com dodecil sulfato de sodio
(SDS), a uma concentracdo final de 0,1% (v/v).
O tratamento foi realizado durante 10 minutos,
em temperatura ambiente, sob homogeneizag&o.
Posteriormente, o material foi centrifugado a
10.000g durante 15 minutos, a 4°C (Torres et al.,
2009). A concentracdo da proteina total do
antigeno foi determinada pelo método de
Bradford (1976). Apbs esse procedimento, o
antigeno foi mantido a -20°C.

No desenvolvimento da técnica Elisa-i, foram
utilizadas microplacas rigidas com 96 pocos
(Nunc immuno plate/ M9410 — 1CS). O volume
de solucdes distribuido em todas as etapas foi de
100puL por pogo. O antigeno foi diluido em
tampéo carbonato-bicarbonato (0,05 M, pH 9,6)
e distribuido nos pocos em diferentes
concentragdes: 1,0; 0,5; 0,25 e 0,125ug/mL. A
placa foi incubada por 60 minutos a 37°C e,
posteriormente, ficou 18h sob refrigeragdo. Apos
esse processo de sensibilizagdo, a placa foi
lavada duas vezes com solugdo de lavagem
(solucéo salina 0,9%, mais 0,05% de Tween 20).
Em seguida, bloguearam-se os sitios livres com
tampdo PBS em caseina a 2% por 1 hora e 30
minutos a 37°C e, apds esse periodo, a placa foi
lavada duas vezes. Na primeira coluna da
placa, foram distribuidos 100uL de tampédo de
incubacdo (TI) - PBS, 0,25% de caseina, mais
0,05% de Tween 20, correspondendo, assim, a
coluna do branco.

Os soros controle positivo (rico nas proteinas do
CAEV gpl35 e p28), negativo e reagente (rico
em gp 135) do kit de IDGA (Veterinary
Diagnostic Technology, Inc®, USA) foram
diluidos em TI, em triplicata, nas propor¢des de
1:50 e 1:100. As placas foram incubadas em
estufa a 37°C por 60 minutos. Os soros foram
descartados, e a placa foi lavada seis vezes.
Distribuiu-se o anti-lgG caprino (molécula
inteira) marcado com peroxidase produzido em
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burro (SIGMA®) nas diluicBes de 1:1000 e
1:1500 em TI. A placa foi incubada a 37°C por
60 minutos. Repetiu-se 0 processo de descarte e
seis lavagens. Para a revelacdo, utilizou-se o
substrato tampédo citrato-fosfato (0,1M, pH 5,0)
com adic¢8o de 0,02% de H,0, e 0,2mg/mL de o-
phenylenediamine (OPD), por 15 minutos a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A
reacdo foi bloqueada pela adicdo de 20uL de 0,4
M H,SO,. A intensidade da cor da reacdo foi
determinada por absorbancia em leitor de
microplacas com comprimento de onda de
492nm.

A dilui¢do 6tima do soro foi determinada pela
diferenga entre as densidades dpticas obtidas nas
leituras dos soros positivos e negativos; aquela
que apresentou maior diferenca nas diferentes
concentragdes de antigeno foi escolhida
(Pinheiro, 2001). A partir dai, foi determinado o
ponto de corte do Elisa-i, com a utilizacdo de
duas placas, sendo 41 soros diferentes de
caprinos adultos sabidamente soronegativos para
cada placa, totalizando 82 amostras. Os soros
testes de Elisa-i foram realizados em duplicata.

O antigeno utilizado na técnica de WB foi
preparado por meio da precipitagdo do
sobrenadante com polietilenoglicol - PEG-8000 a
40% até a concentracdo final de 8%, durante um
periodo de 18h a 4°C; subsequentemente, foi
centrifugado a 4°C a 12000g por 60min. O
sedimento foi ressuspenso em TNE (10,0mM
tris-HCI, pH 7,4; 10,0mM NaCl;1,0mM
EDTA) na proporcdo de 10% do volume
original da suspensdo viral; em seguida, foi
ultracentrifugado a 42000g por 120min em
colchdo de sacarose (25% em TNE), conforme
protocolo de Dantas et al. (2008). O sedimento
foi ressuspendido em PBS contendo 2x10™ M de
phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF), sendo a
concentragdo proteica total determinada pelo
método de Bradford (1976), e o antigeno
mantido a -80°C até a realizagdo dos ensaios
laboratoriais.

A técnica de Western Blot foi padronizada a
partir de modificacdes no protocolo de Aragdo et
al. (2008). Para determinacdo das bandas
proteicas do virus, foi preparado um gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) a 4% de concentracdo e 12,5% de
separacdo. Nos locais de aplicagdo das amostras,
foram utilizadas concentraces de 6ug, 12ug e
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18ug de antigeno, acompanhado com padrdo
de peso molecular LMW Electrophoresis
(Pharmacia Biotech®), com bandas de 20; 30; 43;
67 e 94KDa. Para a migracdo eletroforética,
utilizou-se aparelho da BIO-RAD, modelo Power
Pac™ HC, ajustado para a programagéo inicial
de 300 Watts (W), 1,00 Amperes (A) e 170 Volts
(V). As proteinas do gel foram coradas com azul
de Comassie, escaneadas e analisadas por meio
do software Bio Doc-IT-LS® 6.0 do VisiDoc-IT,
gel documentation System da UVP.

Para padronizacdo das dilui¢des do soro, do
conjugado e do tempo de revelagdo no WB,
foram preparados dois géis utilizando-se a menor
concentragdo de antigeno. As bandas proteicas
de cada gel foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose (MN) (PROTAN BA
85 is stuck 150 X 200mm de 0,45um), com
auxilio de equipamento da BIO-RAD,
programado inicialmente para 300W, 1,00A e
100V, por 60 minutos. Apds a transferéncia, as
duas membranas foram colocadas em recipiente
contendo corante Ponceau (SIGMA), sob
agitacdo, até que fossem visualizadas as bandas
de proteinas.

As proteinas foram blogueadas numa solucéo de
PBS mais 0,3% de Tween 20, por 60 minutos e
lavadas com solugdo de PBS mais 0,05% de
Tween 20 por trés vezes, cinco minutos cada
lavagem. Cada membrana foi recortada em tiras,
que foram enumeradas e colocadas em tubos de
ensaio de 5mL. Para cada membrana foi utilizado
0 soro padréo positivo e 0 soro padrdo negativo
para CAEV do kit comercial (Veterinary
Diagnostic, ICA - USA) e cinco amostras. O
conjugado utilizado foi o conjugado anti-1gG
caprino  (molécula inteira), marcado com
peroxidase produzido em coelho (Sigma®).

Os soros e o0 conjugado foram diluidos em
solucdo PBS. Foram testados dois protocolos.
Para uma membrana, foi adotada a diluicdo de
1:50 de soro por 30 minutos e de conjugado
1:15000 por 60min. Na outra membrana,
utilizou-se 1:100 de soro por 30min e conjugado
1:18000 por 30min. Ap6s o tempo de reacdo dos
soros testes, as tiras foram submetidas a trés
lavagens com PBS mais 0,05% de Tween 20, por
cinco minutos cada. Em seguida, foi adicionado
0 conjugado. Ap6s o tempo de incubacdo do
conjugado de 60 ou 30 minutos, para o0s
protocolos | e Il, respectivamente, as tiras da
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membrana foram lavadas duas vezes com PBS
mais 0,05% de Tween 20 e uma vez com PBS,
cinco minutos cada; em seguida, foram retiradas
dos tubos de ensaio e colocadas em um
recipiente. Revelou-se a MN numa solucéo de
DAB/4-Cloronapthtol (solugdo A- 12mg de
Diaminobenzidine — Sigma - em 12mL de PBS,
solucdo B- 5mg de 4-Chloronapthol - Sigma -
adicionado a 2mL de metanol mais 10mL de
PBS. Misturaram-se as duas solucbes e
acrescentaram-se 10uL de H202 a 30%) por 15
minutos, ao abrigo da luz. A reacdo foi
interrompida com adicdo de agua destilada.

Os dados foram tabulados no programa Excel® e
analisados estatisticamente nos programas Win
Episcope 2.0 e EPI Info™ 7.0, obtendo-se os
resultados de sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo, valor preditivo negativo,
concordancia dos testes, indice Kappa e qui-
quadrado (y°).

RESULTADOS

O antigeno produzido para o Elisa-i apresentou
uma concentragdo proteica de 0,82 pg/ul. A
padronizacdo do teste Elisa-i foi realizada
variando-se a concentracdo de proteina de
antigeno por pogo, de soro e conjugado. As
melhores dilui¢des obtidas de soro e conjugado
foram de 1:100 e 1:1500, respectivamente, na
concentragdo de antigeno de 0,5upg/pogo. O
ponto de corte foi obtido por meio das médias da
absorbancia dos 82 soros negativos mais trés
vezes 0 desvio-padrdo, resultando no valor de
0,398.

A concentracdo proteica do antigeno produzido
para o WB obtida no Bradford foi de 4,25ug/uL.
Na eletroforese, as bandas de proteinas
encontradas no gel em KDa foram: 14; 22; 26;
28; 33; 36; 39; 45; 55; 67; 79; 86; 95; 103; 115;
127; 135 e 142. Com a realizagdo da
transferéncia e WB, somente algumas dessas
bandas proteicas foram imunorreagentes, entre
elas, as de 28 KDa; 45 KDa e a de 67KDa.

As melhores diluicbes do WB de soro e
conjugado foram de 1:50 e 1:15000,
respectivamente. A escolha desta foi por exibir
melhor reacdo equivalente & proteina de peso
molecular 28KDa (Fig. 1), que é a mais
imunogeénica.
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94Kda
67Kda

43Kda

30Kda
p28

Figura 1. Padronizacdo do Western Blot para
diagnostico da artrite-encefalite caprina. Diluigdo
do soro 1:50 e do conjugado 1:15000. Padrdo de
peso molecular (P), controle positivo (+),
controle negativo (-) e soros testes (1 a 5).

O teste de Elisa-i detectou 11,7% (26/222) de
animais soropositivos, enquanto apenas 4,5%
(10/222) foram reagentes no IDGA (Tab. 1).

Tabela 1. Comparacdo dos resultados dos soros
caprinos entre as técnicas de Elisa-i e IDGA para
deteccdo de anticorpos contra CAEV.

Tabela 2. Comparacdo dos resultados dos soros
caprinos entre as técnicas de WB e IDGA para
detec¢do de anticorpos contra CAEV

IDGA
Positivo  Negativo  Total
Wgslf)etm Positivo 10 58 68
Negativo 0 154 154
Total 10 212 222

Sensibilidade: 100%; especificidade: 72,6%; valor
preditivo positivo: 14,7%; valor preditivo negativo:
100%; indice kappa= 0,2; qui-quadrado: 20,42.

Tabela 3. Comparacdo dos resultados dos soros
caprinos entre as técnicas de WB e Elisa-i para
detec¢do de anticorpos contra CAEV

Elisa-i
Positivo  Negativo  Total
WeSem positivo 22 46 68
Negativo 4 150 154
Total 26 196 222

IDGA
Positivo Negativo Total
Elisa-i  Positivo 7 19 26
Negativo 3 193 196
Total 10 212 222

Sensibilidade: 70%; especificidade: 91%; valor
preditivo positivo: 26,9%; valor preditivo negativo:
98,5%; indice kappa= 0,35; qui-quadrado: 28,76.

Das amostras testadas por WB, observou-se que
30,6% (68/222) foram soropositivas. Os valores
estimados de sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo, valor preditivo negativo,
concordancia, indice Kappa e qui-quadrado (x%)
guanto a comparacdo dos resultados obtidos para
os testes de WB e IDGA estdo demonstrados na
Tab. 2.

Todas as amostras reagentes no IDGA estdo em
concordancia com os resultados do WB (Tab. 3),
mas trés ndo foram consideradas soropositivas
para o ponto de corte estabelecido no Elisa-i.
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Sensibilidade: 84,6%; especificidade: 76,5%; valor
preditivo positivo: 32,4%; valor preditivo negativo:
97,4%; indice kappa= 0,36; qui-quadrado: 37,56.

A classificagdo do indice Kappa das analises
com IDGA/WB, Elisa-i/IDGA e WB/Elisa-i
foram expressas como razoaveis segundo
Thrusfield (1995); ja a IDGA mostrou pobre
concordéancia com o WB.

DISCUSSAO

Determinar o verdadeiro status do animal €
tarefa dificil, pois a CAE consiste em uma
doenca com progressdo lenta e soroconversdo
muitas vezes tardia (Castro et al., 1999).
Segundo Clavijo e Thorsen (1995) e Hanson et
al. (1996), os baixos niveis de anticorpos, a
soroconversdo tardia e as reagfes soropositivas
intermitentes sdo o grande problema para o
controle dessa virose.

Com relagdo ao diagndstico sorolégico, o IDGA
e 0 Elisa-i sdo os testes preconizados pela
Organizagdo Mundial de Salde Animal para a
infeccdo por LVPR (OIE, 2010).

Neste estudo, o baixo percentual de positividade
dado pelo IDGA pode, em parte, ser explicado
pelo tipo de antigeno utilizado. O antigeno
produzido na Embrapa Caprinos e Ovinos
detecta principalmente anticorpos antiproteina
p28 do CAEV. Tal escolha influencia os
resultados do IDGA, sendo que a utilizagdo de
antigeno com duas proteinas (glicoproteina
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gpl35 e coreproteina p28) promove o0 aumento
da sensibilidade do teste (Pinheiro et al., 2010).
Adams e Gorham (1986), ao compararem dois
antigenos do CAEV, verificaram que o antigeno
produzido com a gpl35 detectou um maior
nimero de animais positivos que aquele
produzido com a p28. Entretanto, existiam
animais que apresentavam somente anticorpos
contra a p28.

O tempo para o animal produzir anticorpos
detectaveis no teste IDGA é longo, podendo
ocorrer até 18 meses apds a identificacdo pelo
PCR ou, até mesmo, ndo acontecer & deteccdo
(Wagter et al., 1998). Rimstad et al. (1993)
demonstraram que a soroconversdo tardia
acontece mesmo quando sdo utilizados testes
com sensibilidade analitica superiores a da
IDGA, como os testes imunoenzimaticos, por
exemplo.

Com o objetivo de observar como a expressao de
anticorpos varia durante o tempo em animais
soropositivos, Hanson et al. (1996) utilizaram
IDGA para detectar anticorpos em caprinos
naturalmente infectados pelo CAEV contra 0s
antigenos gpl135 e p28 do virus Maedi-Visna
(MVV). Os autores observaram que 0s caprinos
testados expressavam anticorpos tanto contra
gp135 como para p28. Entretanto, ocorreu maior
frequéncia de anticorpos contra gpl35 em
animais velhos que reagiam a apenas uma das
proteinas virais. Além disso, a expressdo de
anticorpos para o CAEV variou ao longo do
tempo, evidenciando que reagfes soropositivas e
soronegativas podem ocorrer intermitentemente.

Na padronizagdo do teste Elisa-i foi observado
que o soro reagente do kit comercial (Veterinary
Diagnostic Technology, Inc®, USA), abundante
em anticorpos contra a gp 135 (segundo as
especificacdes do kit) apresentou valores de
absorbancia superiores ao ponto de corte,
enquanto o soro positivo do Kkit, rico nas
proteinas virais gp135 e p28, exibiu valores de
absorbancia bem superiores ao ponto de corte.
Com base nisso, considerou-se que o antigeno
produzido para o teste de Elisa-i possuia
quantidades suficientes das duas proteinas para
serem detectadas.

A sensibilidade do teste Elisa-i com relacdo ao

IDGA obtido no presente estudo foi de 70,0%
(Tab. 1). Estes dados corroboram os relatados
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por De Andrés et al. (2005) e Torres et al.
(2009). Contudo, os resultados de sensibilidade e
especificidade do Elisa, em comparacdo ao
IDGA, ndo estdo em concordancia com o0s
referidos por Castro et al. (1999), que
destacaram menor sensibilidade (54,2%) e maior
especificidade (100%).

Deve-se considerar que, além dos fatores
inerentes aos testes, existem animais com
resposta imunoldgica seletiva para determinados
antigenos (Johnson et al., 1983; Rimstad et al.,
1993), portanto pequenas alteracdes antigénicas
podem influenciar a sensibilidade do teste de
IDGA (Pinheiro et al., 2010), bem como o Elisa-
i.

O Western blot ou immunoblot é um teste mais
sensivel que Elisa, porém possui como
desvantagem o fato de ser uma técnica laboriosa
e demorada, que necessita da separacdo das
proteinas por eletroforese antes que ocorra a
transferéncia delas para a membrana de
nitrocelulose (Pinheiro, 2001).

A proteina viral gp135 néo foi transferida para
MN. Corroborando este achado, Celer Jr. et al.
(1998) verificaram, por WB, que a gp135 sé foi
evidente em soros extremamente positivos e,
portanto, ndo a utilizaram para confirmacdo de
diagndstico. Ramirez et al. (1992), ao
trabalharem com HIV, verificaram que as
nucleoproteinas (p24) sdao mais estaveis no WB
que as glicoproteinas de superficie (gpl20) e
transmembranicas (gp41). As glicoproteinas sdo
relativamente instaveis e passiveis de serem
perdidas durante o processo de obtencdo de
antigeno (Rimstad et al., 1993), principalmente
na passagem pelo colchdo de sacarose, onde
podem ocorrer perdas de até 50% dessas
proteinas virais (McGrath et al., 1978), ou até
mesmo perdas espontaneas das particulas virais
liberadas depois de varios dias de cultivo (Castro
etal., 1999).

No entanto, o WB conseguiu ser eficaz
na deteccdo precoce quando comparado
com o0s outros métodos aplicados neste
estudo, mostrando sensibilidade de 100% e
especificidade de 72,6% quando comparado ao
IDGA, e de 84,6% e 76,5%, respectivamente, em
relagdo ao Elisa-i. Os dados mostraram-se
significativos para o qui-quadrado (p<0,001).
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Embora o teste de WB seja mais dispendioso,
mostrou-se mais sensivel e especifico quando
comparado ao Elisa-i, confirmando os resultados
de Celler et al. (1998), que também afirmam ser
ideal, em estudos de prevaléncia, dispor de duas
técnicas como critério independente e seguro
para classificar uma populag&o.

CONCLUSOES

Os testes de Elisa-i e WB apresentaram melhores
resultados quando comparados a IDGA, sendo
mais sensiveis. O WB, por sua vez, é mais
sensivel que o Elisa-i na detecgdo de anticorpos
anti-CAEV. Portanto, essas técnicas podem ser
utilizadas como ferramentas para o diagnostico
precoce de animais infectados com o virus da
artrite-encefalite caprina.
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