ISSN 0103-989X
Licenciado sob uma Licenca Creative Commons

ESTUDO COMPARATIVO DA SENSIBILIDADE E DA
ESPECIFICIDADE DE ELISA INDIRETO COM O TESTE
DE IMUNODIFUSAO EM GEL DE AGAROSE NO
DIAGNOSTICO SOROLOGICO DA ARTRITE-
ENCEFALITE CAPRINA (CAEYV)

Comparative study about sensitivity and specificity of indirect elisa to
test immunodiffusion in agarose gel for the sorologic diagnosis of
artrite-encefalite in goat (Caev)

Rodrigo Bonfim Cruz!, Vitor Borges Putini®, Gabriela dos Santos Santanal,
Jaqueline Santos Jorgeld, Turi Coelho!?, Di6genis Lima da Silvall, Farouk Zacharias!®,
Dellane Tigre™, Robson Bahia Cerqueirall

W Discente do Curso de Medicina Veterinaria da Unido Metropolitana de Educacao e Cultura (UNIME),
Lauro de Freitas, BA - Brasil, e-mail: robsonba@gmail.com

MDiscente do Curso de Medicina Veterinaria da Unido Metropolitana de Educagdo e Cultura (UNIME),
Lauro de Freitas, BA - Brasil, e-mail: robsonba@gmail.com

 Discente do Curso de Medicina Veterinaria da Unido Metropolitana de Educacao e Cultura (UNIME),
Lauro de Freitas, BA - Brasil, e-mail: robsonba@gmail.com

WDiscente do Curso de Medicina Veterinaria da Unido Metropolitana de Educacao e Cultura (UNIME),
Lauro de Freitas, BA - Brasil, e-mail: robsonba@gmail.com

" Médico Veterinario, Mestrando em Ciéncia Animal nos Tropicos na Unido Metropolitana de Educagao
e Cultura (UNIME), Lauro de Freitas, BA - Brasil, e-mail: robsonba@gmail.com

1 Auxiliar de Sadde do Laboratério de Doengas Infecciosas da Unido Metropolitana de Educagao e
Cultura (UNIME/LADI), Salvador, BA - Brasil, e-mail: diogenisls@hotmail.com

1 Médico Veterinario e pesquisador da Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola, Mestre, professor
de Caprinovinocultura na Unido Metropolitana de Educagao e Cultura (UNIME), Lauro de Freitas, BA
- Brasil, e-mail: robsonba@gmail.com

MMédica Veterinaria, Mestre em Imunologia, professora de Microbiologia da Unidao Metropolitana de
Educac¢io e Cultura (UNIME), Lauro de Freitas, BA - Brasil, e-mail: robsonba@gmail.com

i Médico Veterinario, professor orientador e responsavel pelo Laboratério de Doengas Infecciosas,
Mestre e Doutorando em Imunologia na Uniao Metropolitana de Educac¢ao e Cultura (UNIME), Lauro
de Freitas, BA - Brasil, e-mail: robsonba@gmail.com

Rev. Acad., Ciénc. Agrir. Ambient., Curitiba, v. 7, n. 3, p. 355-364, jul./set. 2009



356 CRUZ, R. B. et al.

Resumo

A artrite-encefalite caprina ¢ uma doenca infecciosa causada por um virus do género Lentivirus que
resulta em manifestacdes clinicas de artrite, encefalomielite, broncopneumonia e mastite. As formas
convencionais de diagnostico sio por meio da clinica e sorologia utilizando as técnicas de
imunodifusao em gel de agarose (IDGA) e ensaio imunoenzimatico (ELISA). Este trabalho teve
como objetivo padronizar um teste ELISA indireto utilizando antigeno (Ag) comercial e comparar
o Kit-IDGA comercial determinando a sua sensibilidade e especificidade. Foram utilizadas 79
amostras, sendo 33 de animais com sintomatologia clinica da CAEV e 46 de animais sem sintomas.
Na padronizacao do ELISA indireto foi determinado o ponto de corte para verificar os animais
soropositivos, sendo este 0,385. O ELISA indireto determinou 31/33 soros reagentes (com sinais
clinicos) e nenhum reagente (46 sem sinais clinicos) enquanto o IDGA identificou 11/24 animais
reagentes (com sintomas) e 1/15 reagente (sem sintomas). A sensibilidade e especificidade do
ELISA indireto foi de 93,93% e 100%, respectivamente, enquanto do IDGA foi de 45,83% e
93,33%, respectivamente. A concordancia entre os dois testes foi 97,43%.

Palavras-chave: Artrite-encefalite viral caprina. Diagnostico. ELISA indireto. IDGA.

Abstract

The caprine arthritis encephalitis is a disease caused by a virus of the genus Lentivirus that
results in clinical signs of arthritis, encephalomyelitis, bronchopneumonia and mastitis. The
conventional forms of diagnosis is through the clinical and serology using the techniques of
immuno-agarose gel (AGID) and immunosorbent assay (ELISA). This study aimed to
standardize an indirect ELISA using a trade antigen and compare the commercial Kit-AGID
determining its sensitivity and specificity. A total of 79 samples were used, bring 33 animals
with clinical symptoms of CAEV and 46 animals without symptoms. In the standardization
of indirect ELISA the cut-off point established was 0,385 for evaluating the animals being
HIV positive. The indirect ELISA determined 31/33 reagents sera (with clinical signs) and
no reagent (46 without clinical signs) while the AGID found 11/24 reagent animals (with
symptoms) and 1 /15 reagent (without symptoms). The sensitivity and specificity of indirect
ELISA was 93.93% and 100% respectively, while the AGID was 45.83% and 93.33%
respectively. The agreement between the two tests was 97.43%.

Keywords: Goats arthritis-viral encephalitis. Diagnosis. Indirect ELISA. AGID.

INTRODUCAO

A exploragio dos caprinos no Nordeste esta mais relacionada com a subsisténcia, com
baixa adogdo de tecnologia e pouco incremento da renda, enquanto nos criatorios das regides Sul e
Sudeste sao mais tecnificados. O baixo indice de utilizagdo das praticas de manejo sanitario por parte
dos criatorios caprinos contribui, sem duvida, para a manuten¢ao dos altos niveis de mortalidade e
morbidade observados em rebanhos caprinos (PINHEIRO; GOUVEIA; ALVES, 2001). A falta de
areas de isolamento e quarentenario nas fazendas e o transito entre rebanhos e entre regides podem
ser considerados como os principais responsaveis pela dissemina¢iao de doen¢as (PINHEIRO et al.,,
2000). Dentre as enfermidades de caprinos com maior disseminagao pela falta de manejo adequado
destaca-se a artrite-encefalite dos caprinos a virus (CAEV). Trata-se de uma doencga infecciosa,
multissistémica, provocada por virus pertencente ao género Lentivirus, que infecta caprinos em varias
fases do desenvolvimento etario, independente do sexo, raca e produ¢io (LARA; BIRGEL JUNIOR;
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BIRGEL, 2005). Os lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR) tém sido notificados em diversos
paises, com prevaléncias mais elevadas nos que apresentam ovino-caprinocultura mais tecnificada.
No Brasil, além de descri¢des clinicas e anatomopatoldgicas, a ocorréncia de animais soropositivos
tem sido registrada em varios Estados: Rio Grande do Sul, Bahia, Sao Paulo, Pernambuco, Ceara,
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Maranhiao e Para (CALLADO; CASTRO; TEIXEIRA, 2001). A forma
clinica articular da CAEV, ¢é caracterizada principalmente pelo aumento de volume da articulagio,
além de outros disturbios do sistema locomotor, como claudica¢dao e adocao de posi¢cdes andmalas.
A forma clinica mamaria desta enfermidade é caracterizada pela presenga de nédulos e endurecimento
difuso no parénquima da glandula mamaria e diminui¢ao da producao de leite (CASTRO; MELO,
2001). Castro (1998) relata que por causa das caracteristicas de infecgao persistente por LVPR, a
sorologia representa uma forma eficaz de diagnostico laboratorial, pois a presenca de anticorpos
demonstra, indiretamente, a existéncia de infec¢dao. Por outro lado, o diagnoéstico direto da infecgao,
pelo isolamento e identificacado do agente, nao ¢ rotineiramente empregado por ser demorado e
bastante dispendioso. De acordo com Lara et al. (2005) a técnica de imunodifusao em gel de agarose
(IDGA) ¢ de facil execugido, bastante especifica, sendo a prova recomendada para diagnostico
sorolégico, apesar de ser menos sensivel que as técnicas de ensaio imunoenzimatico (ELISA) e reacao
em cadeia polimerase (PCR). Por ser uma enfermidade que se apresenta disseminada por todo o pafs,
as medidas preventivas e a execucao dos programas de controle visam a preven¢ao da transmissao
pelo leite, isolamento dos animais soropositivos e monitoramento sorolégico do rebanho (EAST,
1993). O presente trabalho teve como objetivo o estudo comparativo da sensibilidade e especificidade
de um ELISA indireto e o teste de imunodifusdo para o diagnostico sorolégico da CAEV.

MATERIAL E METODO

Amostras

Foram utilizados 33 animais com histérico clinico para CAEV e 46 animais sem historico
clinico, provenientes de microrregides como Lauro de Freitas e Senhor do Bonfim, no Estado da Bahia.
Os caprinos utilizados nao apresentavam um padrao racial especifico, sendo tanto animais mesticos, como
também animais de puro sangue da raga saanen. Quanto a idade, deu-se preferéncia por animais com faixa
etaria acima de 12 meses e de ambos os sexos. Na escolha dos trinta e trés animais com sintomatologia
clinica, provenientes do municipio de Senhor do Bonfim, tomou-se como parametros alguns sinais clinicos
citados como mais frequentes para a enfermidade. Estes sinais clinicos referem-se a0 aumento de volume
das articulagdes antebraquicarpianas associado a sensibilidade aumentada da regido, presenca de edema
e claudicagao, além de perda de peso e diminui¢ao da produtividade, seja ela para producao de leite ou
carne. A escolha dos quarenta e seis animais sem sintomatologia clinica, oriundos da regiao de Lauro de
Freitas, foi realizada de forma aleatéria no rebanho, observando animais com parametros fisiologicos
normais, ou seja, com aspecto saudavel e que nao apresentavam sinais clinicos citados no tépico anterior.

Ensaio imunoenzimatico (ELISA indireto)

O teste ELISA indireto descrito neste projeto utilizou como base o protocolo baseado em
Torres (2005), onde a placa de poliestirteno com 96 pogos foi sensibilizada com o antigeno viral
padronizado pelo kit-CAEV comercial diluido em 1:50 em tampao carbonato-bicarbonato, e incubada
por 16 horas a 4°C. Essa dilui¢ao foi determinada apés padronizagao com dilui¢des diferenciadas como
antigeno (Ag) puro, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400. Passado esse periodo, os pogos foram lavados por duas
vezes com uma solucdo de Phosphate Buffer Solution -T-20. Posteriormente, foi adicionada uma
solu¢ao de PBS-T com leite desnatado a 5% para fazer o bloqueio de sitios livres reativos e incubados
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novamente, durante 2 horas, a 37°C. Em seguida, adicionou-se aos pogos os soros testes dos animais
na dilui¢ao de 1:100, em solugao de PBS-T-20 e leite desnatado a 1%. A placa foi novamente incubada
por 1 hora a 37°C. Passado esse periodo, os pogos foram lavados cinco vezes com uma solugao de PBS-
T-20 e incubados novamente durante 1 hora a 37°C, com anticorpo anti-Imunoglobulina de cabra
marcado com peroxidase (Sigma), diluido em PBS-T-20 na proporc¢ao de 1:10.000. Depois de lavados
como mencionado anteriormente, a revela¢ao da reacao foi realizada com substrato de 4 mg de OPD
(orthophenylene-diamine) em presenca de 4 ul. O2 H2 + 10 ml de tampao citrato ¢ a leitura feita em
espectofotometro com filtro de 490 nm apds 15 minutos. Todas as amostras foram submetidas ao ELISA
indireto para C. pseudotuberculosis (ZERBINATI, 2007) com a finalidade de verificar reagao cruzada. As
placas de poliestireno de fundo chato (marca COSTAR 3590) foram sensibilizadas com 100 il do
antigeno BMD, diluido a 1:100, em tampao carbonato, bicarbonato 0,05M, pH 9,6, incubadas a 4°C por
6 horas. Apo6s duas lavagens com PBS contendo 0,1% de tween-20, as placas foram bloqueadas com 200
il/po¢o de PBS-T-20 contendo 5% de leite desnatado (Molico), durante duas horas. A seguir, foram
incubadas com 50 il/pog¢o dos soros-teste diluidos a 1:100 em PBS-T-20 contendo 0,5% de BSA (Soro
Fetal Bovino) durante uma hora. Apoés 5 lavagens em PBS-T-20, adicionou-se as placas 50il de
imunoglobulinas de coelho anti-imunoglobulina de caprino, conjugada a peroxidase (DAKO), diluida
2 1:10.000 em PBS-T-20. As placas foram incubadas a 37°C por 45 minutos e, em seguida, lavadas cinco
vezes em PBS-T-20 e incubadas com 50 ul/po¢o da solucio reveladora (10 ml de tampio citrico-fosfato
pH 5,1 + ortofenilenodiamina 4 mg + 4 il H,0,), freando a reagao com 25 il do 4cido sulfarico (H,SO,)
4N. A leitura foi realizada em leitor de ELISA, utilizando filtro de 490 nm de comprimento de luz.

Imunodifusio em gel de agarose (IDGA) — Kit comercial

O teste ¢ produzido utilizando-se antigeno concentrado de sobrenadantes de culturas celulares
infectadas com CAEV e soro positivo colhido de animal naturalmente infectado. O teste ¢ indicado para
detecgao de anticorpos anti-p28 em soros de caprinos infectados por CAEV. O teste proposto neste
trabalho foi padronizado pelo Biovetech (Biotecnologia para Saude Animal) — Kit para diagnostico de
CAEV. Preparacao da agarose: aquecimento do frasco contendo agarose em banho-maria com dgua
fervente até plena dissolu¢ao. Quando a agarose permanece perfeitamente transparente, distribuir 14 ml,
usando uma pipeta pré-aquecida, em placa de Petri de 90 mm de diametro, colocada em posicao horizontal.
Esperar a sua solidificagdo, mantendo a tampa aberta por cerca de 15 minutos para permitir a eliminagao
do vapor de agua, e em seguida coloca-la no refrigerador, mantendo a temperatura entre 4° e 8°C.
Perfuracdo da agarose: usando um cortador capaz de formar sete cavidades, de 4 mm de diametro e 3 mm
de distancia entre as bordas, sendo uma central e seis periféricas equidistantes, perfurar a agarose e
remover, por aspira¢ao, todos os pequenos cilindros formados. Distribuicao dos reagentes: antes da
distribui¢ao, homogeneizar os reagentes com leves movimentos circulares. Os reagentes foram distribuidos
de acordo com a seguinte sequéncia: nas seis cavidades periféricas de maneira alternada acrescentou-se
20 pl do soro teste e 20 ul do soro controle positivo e na cavidade central, 20 ul do antigeno. Apds a
distribui¢ao dos reagentes, as placas foram colocadas em atmosfera imida a temperatura entre 20° e 25°C,
por 48 horas. Em seguida foi realizada a leitura em um ovoscopio.

ESTUDO ESTATISTICO

O ponto de corte foi determinado pela férmula citada por Frey, Di Canzio e Zurakowski (1998):

Ponto de corte = Média dos nio reagentes + 3. Desvio-padrio.
Ponto de corte = 0,276022 + 3.(0,36534)
Ponto de corte = 0,385624
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Calculo da concordancia

A obtengao da concordancia entre as duas técnicas foi determinada por meio de um calculo
realizado a partir da féormula citada por Mathias et al. (1998).

Determinagao da sensibilidade e especificidade

A determinagdo da sensibilidade e especificidade relativa do ensaio imunoenzimatico
(ELISA indireto) e do IDGA, foi realizada conforme descrito por Mathias et al. (1998), considerando
doentes aqueles animais que apresentavam sintomatologia clinica da CAEV e sdos os animais que nao
apresentavam nenhuma sintomatologia aparente.

RESULTADOS

Das 79 amostras analisadas neste experimento, foi observado que dentre as 46 sem
sintomatologia clinica submetidas ao ELISA indireto foi encontrada Absorbancia (Abs) variando entre
0,2 —0,346. Nenhuma destas foi considerada sororreagente de acordo com o ponto de corte determinado
(0,385), conforme Figura 1, demonstrando um bom desempenho com especificidade de 100%.
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FIGURA 1 - Variacao de absorbancia de soro caprino de animais sem sinais clinicos para CAEV submetidos
ao teste ELISA indireto

Dentre as 33 amostras com sintomatologia clinica avaliadas pelo ELISA indireto, verificou-
se que a Abs variou de 0,354 — 1,5, determinado pelo ponto de corte (0,385) encontrado. Observou-
se que apenas 2 amostras apresentaram valor de Abs abaixo do ponto de corte, restando 31 amostras
sororreagentes, como identificado na Figura 2, apresentando sensibilidade de 93,93%.
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FIGURA 2 - Variacdo da absorbancia de soro caprino de animais com sinais clinicos para CAEV submetidos
ao teste ELISA indireto

Das 79 amostras, 39 foram submetidas a0 IDGA, das quais 24 apresentavam sitfi¥¢ifnicos
e 15 nao apresentavam sinais clinicos, sendo observado, entao, que 11 com sinais clinicos apresentaram
reagao ao teste e 13 ndo apresentaram. Das 15 amostras sem sinais clinicos apenas 1 apresentou reagao
ao IDGA, como pode-se observar na Figura 3. Detectou-se que o teste apresentou sensibilidade de
45,83% e especificidade de 93,33% comparado ao teste ELISA indireto.
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ao IDGA

Negativos
27 (69%)

FIGURA 3 - Amostras de soro caprino reagentes e nao reagentes submetidos ao teste de IDGA
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Todas as 79 amostras foram avaliadas no ELISA indireto para C. pseudotuberculosis, como
preconizado por Zerbinatti (2007), na qual se verificou Abs variando de 0,1 — 0,3, sendo considerada
nao reagente para um ponto de corte de 0,310, demonstrando que ndo houve reacdao cruzada entre os
antigenos (Figura 4).
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FIGURA 4 - Variagao de absorbancia de soro caprino submetidos ao ELISA indireto para C. pseudotuberculosis

A anilise da concordancia entre os testes foi identificada em torno de 97,43%, demonstrando
que os dois testes apresentaram bom desempenho podendo ser utilizados nos programas de controle e
erradicagao da enfermidade e estabelecendo um grau de confiabilidade maior nas provas de
imunodiagnésticos, como visto na Tabela 1.

TABELA 1 - Demonstracdo da concordancia entre o numero de amostras positivas e negativas
nos testes sorolégicos ELISA indireto e IDGA

Testes Positivos Negativos Concordancia %
ELISA indireto 31 48 97,43
IDGA 12 27
Total 43 75 97,43

DISCUSSAO

A CAEV, por ser uma infeccao viral, apresenta um comportamento que dificulta seu
diagnostico por causa da soroconversao tardia (CASTRO, 1998), além de uma complexa patogenia
da qual muitos animais sao portadores assintomaticos, apresentando baixos titulos de anticorpos e
pelo isolamento viral ser uma técnica trabalhosa e demorada. O uso de novas técnicas mais sensiveis
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possibilita a sua utilizacao, complementando o diagnéstico clinico, bem como por serem utilizadas
em pesquisas epidemioldgicas. Com a técnica de ELISA pode-se detectar animais que apresentem
baixos titulos de anticorpos, o que pode nao ocorrer com o IDGA. Torres (2005), utilizando ELISA
indireto, péde verificar que 22% das amostras negativas no IDGA foram sororreagentes no ELISA,
observacio semelhante aos resultados encontrados neste estudo, 33 amostras com sinais clinicos
submetidas ao ELISA 31 (93,93%) foram reagentes, enquanto que das 24 amostras com sinais clinicos
avaliadas pelo IDGA, somente 11 (45,83%) foram reagentes. Os valores de sensibilidade e
especificidade do presente estudo foram respectivamente 93,93% e 100% para o teste ELISA
indireto, no qual se verifica que a sensibilidade apresentou pequena diferenca visivel obtendo-se
100% para os resultados descritos por Lara et al. (2002) e a especificidade de 83,8% representativamente
diferente dos identificados pelo presente experimento que mensurou percentual superior. Contudo,
Cortez-Moreira, Oelemann e Lilenbaum (2005) encontraram resultados de sensibilidade 100%,
pouco diferente dos encontrados neste experimento, que foi de 93,93%. Com relacao a especificidade,
os resultados obtidos no presente experimento, de 100%, foram expressivamente diferentes do
trabalho citado, 70,8%. Lara et al. (2002), comparando a IFI com o IDGA, encontraram 98,25% de
sensibilidade e 79,28% de especificidade para a técnica IFI, pouco diferentes dos resultados de
sensibilidade e significativamente diferente da especificidade do ELISA indireto encontrados neste
estudo, demonstrando que as duas técnicas, ELISA e imunofluorescéncia, podem detectar animais
com baixos titulos de anticorpos. Ao comparar o IC com o teste sorolégico de Imunodifusao em Gel
de Agarose (IDGA), o primeiro apresentou baixa sensibilidade (33,3%) e alta especificidade (93,1%)
(SARAIVA NETO et al.,, 1995), resultados expressivamente diferentes dos obtidos pelo presente
experimento que, apesar de utilizar técnicas diferentes, demonstrou melhor desempenho com relagao
a sensibilidade e especificidade das provas de imunodiagnostico padronizada. Rutkoski et al. (2001),
comprovando a infec¢ao pelo CAEV por meio do teste sorolégico IDGA e pela detec¢ao de DNA
proviral utilizando “primers” degenerados, obtiveram 25/80 amostras positivas pelo IDGA e 16/80
pela técnica de PCR. Apesar do IDGA ter detectado maior nimero de animais sororeagentes, o PCR
identificou animais positivos, os quais foram inconclusivos no IDGA. Partindo desses resultados, os
autores propuseram haver a possibilidade de baixa carga viral pela presenca de altos titulos de
anticorpos circulantes, explicando a pequena quantidade de células com o provirus, reduzindo, desta
forma, a eficacia do PCR. Frota et al. (2005), ao submeter um grupo de caprinos a dois exames pelas
técnicas de IDGA e PCR, observaram que alguns dos animais (35 - 76,08%) que foram negativos ao
teste de IDGA duas vezes consecutivas foram positivos a técnica de PCR, demonstrando desta forma
que a utilizagdo de técnicas mais sensiveis, como a PCR, ¢ imprescindivel para obten¢do de rebanhos
livres desta infec¢ao. Resultados como este sdo ratificados em experimentos conforme o presente
trabalho no qual o ELISA indireto apresenta melhor desempenho comparado com o IDGA.

CONCLUSAO

Foi observado neste trabalho que a CAEV esta amplamente disseminada por todos os
Estados do Brasil, tornando-se uma enfermidade de grande importancia para a caprinocultura do pafs
por causa dos prejuizos econdémicos que vem causando.

O teste ELISA indireto desenvolvido neste experimento apresentou sensibilidade de
93,93%, sendo recomendado como um teste de triagem.

No estudo da especificidade foi identificado um bom desempenho do ELISA indireto com
valor de 100%.

A concordancia entre o teste ELISA indireto e o IDGA foi de 97,43%, demonstrando bom
desempenho entre os testes.

Fazem-se necessarios mais estudos para o desenvolvimento de técnicas de diagndstico mais
eficazes para facilitar a identificacio da CAEV e possibilitar maior identifica¢io de focos de infecgao
no rebanho nacional.
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Devem-se estabelecer programas com medidas controle, bem como realizar levantamentos
soroepidemiologicos para saber a real situagao da Bahia quanto a presenca desta enfermidade.
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