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RESUMO D4 pwC

O teste ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), utilizando o antigeno recombinante
rgp90 (Reis, 1997), e o teste classico IDGA (Imunodifusio em Gel de Agar) p26 foram
comparados com o objetivo de validar o ELISA para uso no diagnostico da AIE. Foram
coletadas 1007 amostras de soros de eqiiideos de diversas regides de Minas Gerais perfazendo
um total de 32 municipios e 156 propriedades. Os resultados do teste ELISA basearam-se em
areas de interpretagio sorologica. Os soros que apresentaram densidade otica (DO) menores que
0,220 foram considerados negativos e os que apresentaram DO iguais ou maiores que 0,220
indeterminados (até 0,263) e positivos (20,264). O IDGA detectou 95 soros positivos (9,4%)
enquanto que o ELISA 128 (12,7%). A sensibilidade comparada dos dois testes foi de 97.81% e
a especificidade de 96,16%. Dez animais negativos no IDGA e indeterminados/positivos no
ELISA foram localizados para uma segunda coleta (trés deles com sinais compativeis de AIE) e
testados pelo ELISA, IDGA, CELISA e DOT BLOT. Um animal tornou-se positivo no IDGA
(CELISA, DOT p26 e gp90 positivos) e ja no primeiro exame era detectado pelo ELISA. O
ELISA rgp 90 mostrou ser sensivel, especifico e rapido podendo ser utilizado como teste de
triagem e viabilizar os levantamentos oficiais do estado.

Palavras chave: Anemia Infecciosa Eqiiina, ELISA. IDGA.
ABSTRACT

The ELISA test (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). using recombinant rgp90 (Reis,
1997), and the classical test AGID (Agar Gel Immunodiffusion) p26 were compared to validate
the ELISA for using in the diagnosis of EIA. One thousand and seven samples from several
areas of the Minas Gerais state were collected. including 32 counties and 156 properties. The
results of the ELISA test were based on the areas of serological interpretation. Sera with optic
density (OD) lower than 0,220 were considered negative, sera with OD higher or equal to 0,220
were considered not conclusive (up to 0.263) and true positive (20,264). AGID detected 95
positive sera (9.4%) while ELISA 128 (12.7%). The compared sensibility and specificity of two
tests were 97.81% 96,16%, respectively. Ten negative animals by the IDGA test and not
conclusive/positives by ELISA were selected for a second bleeding (three of them with
compatible clinical signs of EIA) and tested by ELISA, IDGA, CELISA and DOT BLOT. One
animal that was positive only by ELISA in the first test, became also positive in AGID during
the reteste (CELISA, DOT p26 and gp90 positive). The ELISA rgp 90 has showed to be
sensitive, specific and fast. It could be elected as a good screening test for official
epidemiological surveys in the state.

Words key: Equine Infectious Anemia, ELISA, AGID.
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1. INTRODUCAO

A historia dos retrovirus eqiiinos ¢
predominantemente a histéria do virus da
Anemia Infecciosa Eqiiina (VAIE), um
lentivirus que causa infec¢do persistente em
cavalos atribuida a varia¢des antigénicas em
suas proteinas de superficie (Montelaro et
al., 1984 a; Montelaro et al., 1993).

A AIE ocorre somente em animais da
familia Eqiiidea (eqiiinos, muares e
asininos) e esta distribuida por todo o mundo
(Issel e Coggins, 1979). E mais prevalente
em areas geograficas de clima quente e
umido. refletindo a importincia da
transmissdo pelo inseto hematofago (Issel et
al., 1988). O rebanho mundial esta estimado
em 120 milhdes. sendo 90 milhdes criados
em areas tropicais e subtropicais, incluindo o
territério brasileiro (Bevilacqua, 1993). O
quadro epidemioldgico no Brasil, no periodo
de 1989 a 1998, permaneceu sem grandes
alteracdes segundo dados do Ministério da
Agricultura com uma prevaléncia média de
2.20% em 2.163.657 soros testados
(Ministério da Agricultura, 2001). Em Minas
Gerais a prevaléncia de animais positivos no
periodo de 1995 a 2002 foi de 0.73% em
152.219 soros testados (Carvalho, 2002) de
um efetivo eqilideo de 1.128.754 (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2001).

A AIE ndo tem tratamento nem vacina,
portanto o seu controle € feito através do
isolamento e sacrificio ou segrega¢do dos
animais soropositivos (Issel e Coggins,
1979). O IDGA € o teste aceito
internacionalmente e detecta anticorpos anti-
p26 do VAIE (Langemeier et al., 1996). Foi
o primeiro teste comercial confiavel
(Coggins et al., 1972; lIssel e Coggins,
1979), e apesar de ser usado em larga escala
apresenta algumas limitagdes. As mais
obvias sdo o seu baixo potencial para
automagdo e a incapacidade em detectar
animais infectados pelo VAIE nos estagios
iniciais da infecg¢do. Estes animais quando
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ndo diagnosticados podem servir como
importantes disseminadores da doenca (Shen
et al., 1984; Langemeier et al., 1996). Os
niveis de anticorpos especificos contra outra
proteina viral do VAIE, a gp90, sao cerca de
100 a 1000 vezes maiores que dos
anticorpos especificos contra a p26. além de
serem 0s primeiros a serem detectados no
sangue. O uso da gp90 em testes de
diagnostico além de  aumentar a
sensibilidade constitui um importante
marcador da fase aguda indicando animais
recentemente infectados que sdo
transmissores em potencial do virus da AIE
(Reis, 1997).

O objetivo deste trabalho foi a comparagdo
dos testes de IDGA p26 e ELISA rgp90 no
diagnostico da AIE em soros de eqiiideos.

2. LITERATURA CONSULTADA
2.1. Historico da AIE

A AIE foi descrita em 1843 na Franga e
associada com a etiologia viral em 1904
(Montelaro et al., 1993). Foi diagnosticada
pela primeira vez na América em 1881 no
Canada. na Venezuela em 1960 e na
Argentina em 1964. No Brasil Dupont et al.
em 1968 diagnosticaram e descreveram o
quadro clinico, hematologico e
anatomopatologico em animais da raga Puro
Sangue Inglés (PSI) no extinto estado da
Guanabara. No mesmo ano a doenga foi
constatada e descrita em um animal da
cavalaria da Policia Militar na cidade de
Niteroi, no Rio Grande do Sul e em Minas
Gerais em um cavalo da raga PSI de sete
anos de idade, alojado na Vila Olimpica de
Belo Horizonte, com comprovagdo através
da prova de inoculagdo (Batista e Fonseca,
1971). A AIE apresentou duas fases em
Minas Gerais. a primeira ocorreu no periodo
de 1973 a 1977 nas entidades hipicas
fechadas onde foi erradicada. A segunda
fase ocorreu em fazendas de criacdo
acometendo animais de servigo. As regides




noroeste e nordeste foram consideradas
ecossistemas endémicos e epiendémicos
respectivamente e as demais regides
paraendémicas (Bevilacqua, 1993).

2.2.Fases da doenca

O curso clinico da AIE € variavel, depende
da dose e viruléncia da amostra e da
susceptibilidade individual do cavalo
(Kemeny et al., 1971). Normalmente podem
ser distinguidas trés fases: aguda, cronica e
assintomatica (Issel e Coggins, 1979).

A fase aguda ¢ caracterizada por febre,
anorexia e pronunciada viremia resultante da
maciga replicagdo do virus em macrofagos
periféricos ou teciduais, e sua destruigéo, 5 a
30 dias pos-infec¢do (Mc Guire et al., 1971;
Issel e Coggins, 1979; Montelaro et al.,
1993). Cavalos no inicio desta fase podem
ser soronegativos por 14 a 42 dias (Coggins
et al., 1972; Issel e Coggins, 1979. Esta fase
desaparece em alguns dias embora uma
pequena porcentagem dos animais (<5%)
desenvolva uma  forma  grave e
freqilentemente fatal da AIE caracterizada
por viremia prolongada, grave anemia e
persisténcia de altos titulos de virus na
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maioria dos tecidos. Alguns animais podem
desenvolver uma infec¢do inaparente e cerca
de 95% progridem para a fase cronica
(Montelaro et al., 1993).

A fase cronica é caracterizada por ciclos
recorrentes de viremia associados com febre,
anorexia, edema, leucopenia, anemia,
trombocitopenia,  hemorragia.  diarréia,
glomerulonefrite e letargia (Figura 1). Cada
episodio clinico dura de 3 a 5 dias e o
intervalo entre os ciclos € irregular, variando
de semanas a meses. Os episodios
recorrentes durante a fase cronica da AIE
podem produzir uma sindrome
“devastadora”. similar as manifestagoes
clinicas observadas com as infecgdes do
virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e
Imunodeficiéncia dos Simios (SIV). A
freqiiéncia e a gravidade dos episodios da
doencga usualmente declinam com o tempo e
terminam no primeiro ano. Neste periodo a
maioria dos cavalos (>90%) tornam-se
portadores inaparentes, fato tinico entre as
infec¢des por lentivirus (Issel e Coggins,
1979; Montelaro et al., 1993), que
normalmente evoluem de wuma forma
inaparente para aguda.

Figura 1. Cavalo com sinais de AIE.
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Na fase assintomatica estdo a maioria dos
cavalos positivos para AIE. Estes animais
nao mostram sinais clinicos e tem
baixissimos niveis de viremia e quando ndo
identificados continuam a trabalhar podendo
servir como fonte de infec¢do (Montelaro et
al., 1993). Em alguns portadores
assintomaticos a fase de viremia pode ser
induzida por “stress” ou administragdo de
corticoides mesmo depois de anos de
queiscéncia (Kono et al., 1976). Nestes
cavalos a replicacdo viral e a doenga estdo
sob controle imunolégico ativo, apesar dos
mecanismos de escape empregados pelo
virus. (Montelaro et al., 1993).

2.3. Transmissdo

O sangue dos cavalos contaminados ¢é a
forma mais importante de transmissdo do
VAIE e pode ser transferido por vetores
(insetos hematofagos). A importancia do
proprietario ou veterinario na indugdo da
infec¢do através de agulhas contaminadas e
instrumentos cirtirgicos deve ser enfatizada.
O uso multiplo de agulhas hipodérmicas tem
sido responsavel por alguns surtos da
doenga. O resultado do estudo da
sobrevivéncia do virus em agulhas indica
que o VAIE permanece relativamente
estavel por pelo menos 24 horas e infectivo
por até 96 horas (Williams et al., 1981). Os
artropodes relacionados com o mecanismo
de transmissdo sdo da ordem Diptera:
Stomoxys calcitrans, Chrysops spp. Tabanus
sp, Hybromitra spp. Os tabanideos (Tabanus
sp) parecem ser Os principais vetores para a
transmissdo do VAIE (Issel e Coggins,
1979; Issel et al, 1988). A transmissdo da
AIE pode ocorrer também pela placenta em
¢guas com altos titulos de virus que infectam
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o feto ao nascer. A resposta fetal para a
infecgdo € variavel, podem ser abortados ou
nascerem “virus positivo” ou portadores
“soro positivo” (Issel e Coggins 1979; Issel
et al, 1988 e 1990). Desde que o VAIE foi
demostrado no sémen de garanhdo com
sinais agudos, a transmissdo venérea ¢
teoricamente possivel, apesar de nao ter sido
documentado nenhum caso de transmissdo
natural em éguas expostas a garanhdes
contaminados (Issel et al., 1990).

2.4 Virus
2.4.1.Estrutura

Os retrovirus compreendem uma grande e
diversa familia de virus RNA envelopados
definidos  taxonomicamente  por  sua
estrutura, composi¢do e propriedades de
replicacdo. A sua marca € a estratégia de
replicagdo que inclui como etapa essencial a
transcrigdo reversa do RNA viral linear em
DNA de fita dupla e a subseqiiente
integragdo ao genoma celular (Coffin, 1997).
Os retrovirus estdo associados com muitas
doengas de longo periodo de laténcia,
desordens neuroldgicas e imunodeficiéncias,
bem como viremia sem sintomas. Apesar da
variedade de interagdes com o hospedeiro,
todos os retrovirus sdo similares na
estrutura, genoma, organiza¢do e modo de
replicagdo (Fields e Knipe. 1990: Crawford
et al., 1996; Proietti, 1997). Contém trés
genes principais denominados gag, pol e
env, que codificam a estrutura viral e
proteinas enzimaticas (Figura 2). Ja os genes
moduladores que regulam o ciclo viral
provavelmente  contribuem para 0
mecanismo de laténcia e patogénese (Ball et
al., 1988).

ENV

Figura 2. Organizagio genética do virus da AIE (Toma et al., 1990).
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A familia Refroviridae é composta pelos
géneros:  Alfaretrovirus,  Betaretrovirus,
Gamaretrovirus, Deltaretrovirus,
Epsilonretrovirus, Spumavirus e Lentivirus
(ICTU, 2001). Os lentivirus tém como
representantes nos humanos o virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), e nos

Quadro 1 . Lentiviroses

animais os virus da: Imunodeficiéncia dos
Simios (SIV), Imunodeficiéncia Felina
(FIV), Imunodeficiéncia Bovina (BIV),
Maedi-Visna, Artrite Encefalite Caprina
(CAEV) e Anemia Infecciosa Eqiiina
(VAIE) conforme observado no Quadro |
(Fields e Knipe, 1990).

i Virus
 Virus da Anemia Infecciosa Eqiiina
1 Virus da Maedi-Visna
Virus da Artnte Eucefahte Capnna
| Virus da [munodef'mencta Fehna |
' | Virus da [mtmodeﬁc:lem:la Bovina

‘ | Virus da lmuhodef‘ CIEﬂCla dos SlmIOS

Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo I

, Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 11

Espécie hospedeira
_Cavalo, burro

Carneiro

 Gato

' "Bovmo

e S S e G e T S

Macaco
Humano

Humano

Adaptado de Fields e Knipe, 1990

Estes virus possuem envelope fosfolipidico
externo, que contém as glicoproteina de
superficie (SU) e transmembrana (TM). As
principais proteinas internas sdo as da matriz
(MA). a do capsideo (CA) e da
nucleoproteina (NP) que esta associada ao
RNA genomico. Além desses componentes
a particula viral apresenta proteinas com
propriedades  enzimaticas, como a
transcriptase reversa (RT), protease (PR) ¢
integrase (IN) (Montelaro et al.. 1993;
Clements e Pavne, 1994; Soutullo et al.,
2001).

As propriedades antigénicas do VAIE
dependem de numerosos grupos de
antigenos com propriedades diferentes. As
proteinas internas p26 e pl5 induzem a

formagao de anticorpos revelados pelas
técnicas de fixagdo de complemento,
imunofluorescéncia e imunodifusdo. Estas
proteinas sdo estaveis e sdo Os antigenos
utilizados nos testes diagnodsticos. Ja as
glicoproteinas gp45 e gp90 intervém na
reacao de neutralizacdo viral (Toma et al..
1990).

2.4.2. Replicacdo e viremia

Os lentivirus podem ser divididos em dois
grupos baseados no seu tropismo celular por
mondcitos/macrofagos ou linfocitos (Quadro
2), responsaveis por diferentes
manifesta¢des da doenga (Clements e Zinc,
1996).




Quadro 2. Classificag@o dos Lentivirus pelo tropismo celular

Virus Hospedeiro Células primarias infectadas Alteracoes clinicas
VAIE . eqilino Macréfagos - Alteragdes hemoliticas
Maedi/Visna V cameiro Macroéfagos Encefalopatia
CAEV -~ caprino - Macréfagos ~ Imunodeficiéncia,
e T O e A o ..\ encefalopatia
FIV felino Linfocito T Imunodeficiéncia
SIV. = " .prin Linfécito T Jmunodeficiéncia
HIV humano Linfécito T Imunodeficiéncia

O sitio primario da replicacdo do VAIE em
cavalos sdo os mondcitos e macrofagos. A
maior concentragdo do antigeno e DNA viral
esta no figado, linfonodo. medula dssea e
bago tanto na fase aguda como cronica. A
replicagdo viral é dependente da maturagio e
diferenciagdo de mondcitos em macrofagos,
portanto promonodcitos e monocitos da
medula Ossea e sangue sdo infectados, mas a
replicagdo viral nestas células € restrita
ficando o virus na forma de DNA proviral
(Clements e Zinc, 1996; Sellon et al, 1992).
O VAIE in vitro pode se replicar em células
de derme eqiiina (ED). células de caes
(Cf2Th) (Toma et al., 1990) e células
fibroblasticas de gatos (FLK).

Os sinais clinicos da AIE, nas fases aguda e
cronica, estdo associados com aitos niveis do
virus no sangue e em varios orgdos (Mc
Guire et al., 1971; Issel e Coggins. 1979).
Nos casos cronicos de AIE a viremia varia
de 10" a 10° TCIDs, por ml. Durante os
periodos afebris, da fase cronica ou
inaparente, o nivel de viremia esta
marcadamente reduzido para menos de 1-10°
TCDIs; por ml (Montelaro et al., 1993).

Em jumentos ¢ mulas os niveis de viremia
podem ser baixissimos o que poderia
explicar a falha das amostras patogénicas do
VAIE em produzir sinais clinicos da doenga
nestes animais (Cook et al.. 2001: Spyrou et
al., 2003).

2.43 Mecanismos de escape, variagdo
genética e antigénica

Os lentivirus em geral utilizam mecanismos
de escape como estratégia para impedir sua
eliminagdo do hospedeiro e para manter a
infecgdo, mesmo na presenca de uma
competente resposta imune. Para o
estabelecimento de uma infecgdo persistente
¢ fundamental que ocorra uma integracio
estavel do DNA do VAIE ao genoma das
células alvo gerando os provirus (Montelaro
etal., 1993).

Os lentivirus sofrem mutagdes genéticas
com uma fregiéncia de 10" a 107
substituicdes de bases por sitio por ano
(Payne et al., 1987). Em vista desta notavel
alta taxa de variacio genética e de relativos
altos niveis de replicacdo viral observados
durante o ciclo da viremia em cavalos as
infecgoes com o VAIE estdo associadas com
o largo espectro de “quasi-espécies” que
podem diferir significantemente na sua
especificidade biologica (Alexandersen et
al., 1991).

O fendmeno da variagdo antigénica durante
a infec¢do persistente tem se tornado um
principio geral dos lentivirus. Cada episodio
da doenca tende a ser menos grave que ©
anterior. O VAIE, sofre uma rapida mutagio
aleatoria e produz nova variante antigénica.
A medida que se produzem as cepas
variantes do virus o eqiiino infectado produz
anticorpos neutralizantes desta variante, e




como resultado o periodo de viremia
termina. O surgimento de uma nova variante
nao neutralizavel leva a reincidiva clinica.
Depois do virus ter sofrido varias destas
mutagdes e do eqiiino ter respondido a todas
elas, o espectro de anticorpos neutralizantes
no soro do eqiiino fica muito grande e a
viremia cai a niveis muito baixos (Tizard,
2002).

2.5.Resposta imune

Os primeiros anticorpos a aparecer sdo
contra a gp90, e sdo tipicamente detectados
aos 7-10 dias pods-infecgdo, até atingir o
apice constituindo assim o anticorpo
predominante da infecgdo. O segundo
anticorpo € contra a principal proteina do
core viral a p26, e € observado aos 10-14
dias pos-infeccdo, atingindo o apice
rapidamente, mas 100 vezes menor que o
observado na gp90 (Montelaro et al., 1993;
Mc Guire, 1976). Apesar da variacdo no
mecanismo de escape empregado pelo
VAIE, parece que o sistema imune do
cavalo € capaz de estabelecer rotineiramente
o controle da doenga e da replicagdo viral
resultando em um indefinido periodo de
infecc¢do inaparente (Montelaro et al.. 1993).

Para identificar os fatores imunoldgicos do
controle da replicagio do VAIE. ¢
necessario caracterizar a natureza e a
cinética da resposta imune humoral e
celular, desde o momento que o cavalo é
infectado até a fase inaparente (Murakami et
al., 1999). Os linfocitos T citotoxicos (L.TC)
CD8" aparecem no inicio da viremia e sdo
associados ao seu controle inicial. Os
anticorpos neutralizantes aparecem depois
da primeira viremia e estdo associados com
os episodios clinicos, embora as respostas
imunes possam se desenvolver na auséncia
de aparentes ciclos da doenga. O maior
problema da prote¢do com os anticorpos
neutralizantes ¢ que eles aparecem tarde,
depois da infecgdo. quando variantes que
escapam destes anticorpos ja ocorreram. Os
episodios de viremia ocorrem porque

o

o
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variantes do virus escapam dos LTC e
replicam, e posteriormente escapam dos
anticorpos neutralizantes. Durante o periodo
de queiscéncia, os LTC destroem as células
que produzem proteina viral e os anticorpos
neutralizantes previnem qualquer
reconhecimento do virus liberados de células
lisadas pelo LTC. Os baixos niveis de
replicacio estimulam a memoria dos
linfécitos e mantém o animal no estagio de
portador assintomatico (Mc Guire et al.,
2002).

2.6. Diagnostico
2.6.1. Historico

Até a década de 60 as pesquisas do VAIE
eram restritas pela falta de confiaveis
sistemas in vitro para seu isolamento,
propagagdo e quantificacdo (Montelaro et
al., 1993). O diagnodstico laboratorial era
feito através de testes hematologicos que
pesquisavam a presen¢a de sideroleucdcitos
circulantes (macrofagos contendo
hemosiderina) e pela inoculagdo do sangue
de animal suspeito em eqiiino sadio, que era
monitorado até o aparecimento dos sinais
clinicos caracteristicos da AIE (Reis. 1997).
Os japoneses abriram a era da pesquisa em
AIE quando descobriram que o virus poderia
se propagar in vitro em culturas de
leucocitos de eqiiinos (Kobayashi e Kono,
1967: Kono e Yokizo, 1968 e Kono e al.
1970 b). Estes pesquisadores usaram deste
sistema in vitro em um surto no Japao para
documentar a cinética da persisténcia viral
do VAIE e descobriram o fenomeno da
variagdo antigénica manifestada na fase
cronica da doenga (Kono et al., 1970a, 1971,
1973). O desenvolvimento de linhagens de
células para a producdo do virus em larga
escala por Malmquist et al. (1973)
possibilitou estudos que levaram a
caracterizagdo molecular do virus. Com a
introdu¢do das técnicas de cultura de células
eqiiinas tornou-se possivel a preparacdo de
antigenos para uso em técnicas sorologicas e
o desenvolvimento de varios testes: Fixagdo
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de Complemento direto e
Soroneutralizagao, Imunofluorescéncia,
Inibig¢do da Hemaglutinagdo,
Hemaglutinagdo Indireta e ELISA (Reis,
1984).

indireto,

Outro grande avango veio em 1970 quando
Coggins e Norcross descreveram um
confiavel teste sorologico para AIE, a
imunodifusdo em gel de agar (IDGA).
Nakagima e Ushimi (1971) também
descreveram um teste de imunodifusio e
obtiveram um antigeno purificado a partir de
cultura de leucdcitos infectada com amostra
P337 do VAIE.

2.6.2. IDGA

O teste IDGA baseia-se na migragdo do
antigeno e do anticorpo presente no soro
animal, em um meio semi-sélido (agar-gel),
com a formagdo de wuma linha de
precipitagdo visivel a olho nu. Conhecido
como “teste de Coggins” é a prova
qualitativa reconhecida como o método
laboratorial mais importante no diagnostico
da AIE por sua especificidade, facilidade de
execugdo e precisao de 95%. Detecta
anticorpos precipitantes especificos entre 14
e 45 dias pos-infecgdo (Coggins et al., 1972
Issel e Coggins, 1979) e apesar de ser usado
em larga escala nao detecta anticorpos anti-
VAIE nos estagios iniciais da infecg¢do, que
estio presentes em quantidades muito
pequenas (Reis, 1997). Estes animais podem
servir como importantes disseminadores da
doenca ja que a viremia esta usualmente
presente. A possibilidade de reagdo cruzada
com a proteina da matriz (MA) de outros
lentivirus e a resposta intermitente da p26
sdo descritas (Langemeier et al., 1996). Uma
limitagdo adicional € demonstrada pela
observagdo que cavalos infectados pelo
VAIE confirmado em testes de inoculagdo,
tem resultados falso negativos ou duvidosos
no IDGA, com énfase para muares/asininos
que normalmente possuem baixissimos
niveis de viremia (Toma, 1980; Issel e
Adams., 1982; Langemeier et al., 1996). A

partir desta constatagio comegaram as
pesquisas para a idealizagdo de um teste que
fosse capaz de identificar os animais
infectados ndo detectados pelo IDGA (Dias
et al., 2000). O IDGA assim como um
grande numero de testes sorologicos baseia-
se na detecgio de anticorpo contra a
principal proteina do core viral a p26. Esta
proteina tem sido preferencialmente
utilizada por ser altamente conservada, o
alvo da resposta imune e por praticamente
todos os animais infectados produzirem
anticorpos especificos anti-p26. Além disso,
¢ a proteina mais abundante da particula
viral constituindo cerca de 30% da massa
protéica total (Reis, 1997).

2.6.3. PCR. DOT / WESTERN BLOT

Testes mais sensiveis para a detec¢do de
anticorpos sdo relatados como o ELISA,
Western blot ¢ PCR (Montelaro et al., 1993;
Reis et al.. 1994; Langemeier et al., 1996;
Ferraz, 1998). Em infec¢do experimental
Ferraz (1998) mostrou que os resultados
pelo teste PCR foram superiores ao IDGA e
ELISA detectando animais positivos trés
dias apos a infec¢do. A amplificacdo
genética poderia esclarecer os diagnosticos
duvidosos, elucidando o “status™ de cavalos
com reagdes “indeterminadas” em testes
sorologicos e identificar infecgdes pelo
VAIE antes da soroconversio ou neonatal
(Issel et al., 1990; Langeimeier et al., 1996;
Ferraz, 1998).

Uma porcentagem de animais que reagem
aos testes imunoblots (DOT/Western) pode
ndo estar sendo reconhecidos pelos testes
tradicionais ou estar tendo uma reagao
cruzada com outros retrovirus ou uma
reacdo inespecifica ndo identificada. Para
serem considerados positivos no imunoblot
os soros devem apresentar uma banda para a
p26 e clo menos uma banda para
glicoproteina (gp90 e gp45), similar ao
critério recomendado para a leitura positiva
em pacientes com AIDS (Biirki et al., 1992),
ou segundo Langemeier et al. (1996), reagdo




a somente uma banda importante do VAIE
(p26, gp45 ou gp90). Anticorpos de poneis
infectados experimentalmente e amostras de
campo positivas para [DGA reagiam
vigorosamente para a gp90 no immunoblot,
sugerindo a possibilidade da utilizacdo desta
glicoproteina para testes diagnosticos.
Anticorpos da classe 1gG para gp90 e gp45
permanecem  detectaveis em  cavalos
persistentemente infectados durante toda a
infegdo (Issel et al., 1990).

2.6.4. ELISA

O ELISA permite detectar a maioria dos
cavalos infectados com resultados negativos
pelo teste IDGA (Shane et al.. 1984: Lew et
al., 1993). Este teste mostrou ser um método
sensivel para detectar anticorpos anti-VAIE,
podendo ser realizado em larga escala com
resultados obtidos dentro de 4 a 5 horas
(Sugiura et al., 1986). Nenhum reagente
perigoso € usado e um grande namero de
amostras pode ser testado em curto espago
de tempo (Suzuki et al., 1982).

Embora o Departamento da Agricultura dos
Estados Unidos (USDA) reconhega o IDGA
como teste oficial para o diagnostico da AIE
ele possui uma limitada sensibilidade,
lentiddo em obter os resultados e pequeno
potencial para automagao. Por outro lado o
ELISA ¢ sensivel. rapido e de facil
processamento. Utiliza pequenas
quantidades de antigeno podendo ser usado
para avaliar um grande numero de amostras.
O teste poderia servir como uma alternativa
ao IDGA para o diagnostico da AIE ja que
poderia detectar a maioria dos cavalos
infectados ndo reagentes ao IDGA (Shen et
al., 1984). Um ELISA competitivo
(CELISA) foi desenvolvido contra a p26 e
tem sido aprovado para uso oficial nos
Estados Unidos pela sua alta correlagdo com
0 IDGA (Montelaro et al., 1993; Langemeier
et al.. 1996). Habitualmente todo ELISA
positivo requer confirmagdo pelo IDGA
antes que medidas sanitarias sejam
implantadas, da mesma forma para a

comprova¢do da existéncia do virus da
imunodeficiéncia adquirida em humanos
(HIV) onde testes confirmatorios sdo
utilizados (Langemeier et al., 1996).

Peptideos sintéticos gp90 e gp45 foram
usados para a validagdo de um teste ELISA
para AIE. As amostras fracas positivas no
IDGA foram positivas verdadeiras no
ELISA, o que comprova o aumento de
sensibilidade pelo teste ELISA em
comparagdo com o IDGA. O indice de
deteccdo atingiu 98%. Este estudo, segundo
Soutullo et al. (2001), representa a primeira
abordagem em delinear um kit diagnostico
que poderia permitir uma rapida analise de
grande numero de soros a ser aplicada em
areas endémicas com diferentes prevaléncias
de infecgdo. O uso da glicoproteina do
envelope viral como a gp90 em testes
ELISA além de aumentar a sensibilidade
podera constituir um importante marcador
da fase aguda indicando animais
recentemente infectados que sd0
transmissores em potencial e podem ser
dados como negativos pelos testes
convencionais (Reis, 1997). A porgdo da
gp90 do virus da AIE é predominantemente
imunogénica durante a infecgdo persistente
em cavalos (Montelaro et al., 1984b). A
proteina p26 ¢ altamente conservada, em
contraste produtos do gene env (gp90 e
gp45) tem sido descritos como altamente
variaveis (Payne et al., 1987: Issel et al.,
1988). Entretanto o mapeamento da gp90 e
gp45 revelou a presenca de varios epitopos
conservados e imunodominantes entre
diferentes variantes antigénicas do VAIE
(Ball et al., 1988), podendo ser um o6timo
antigeno para uso em testes diagnosticos
(Soutullo et al., 2001).

Cavalos podem apresentar anticorpos
somente contra gp90, por uma falha
individual ao responder para o antigeno gag
ou pela potente propriedade da gp90 ao
induzir mais anticorpos que a p26
(Langeimeier et al., 1996). Anticorpos anti-
gp90 sdo usualmente detectados antes dos




anticorpos anti-p26 e em situagdes em que
sdo extremamente baixos os niveis de
replicagdo viral. Quando purificados da
superficie do VAIE s3o usados como
antigeno no ELISA ou “Western blot™ fica
claro que a superficie do virus € altamente
imunogénica e importante alvo do
reconhecimento imune (Montelaro et al.,
1984b: Issel et al., 1988). O uso de uma
glicoproteina no teste ELISA poderia
aumentar a sensibilidade e a certeza do
resultado no teste imunodiagnoéstico (Issel et
al.. 1990; Montelaro et al., 1993).

Virios autores tém enfatizado a maior
sensibilidade do ELISA comparado ao teste
de IDGA (Suzuki et al., 1982; Shane et al.,
1984; Shen et al., 1984; Sugiura et al.,
1986). Reis et al. (1994b) relatam um caso
de erradicagdo da AIE em um rebanho de 86
eqiiideos, onde 470 soros foram testados
simultaneamente ao ELISA e IDGA,
demostrando que os anticorpos especificos
anti VAIE foram detectados pelo ELISA um
més mais cedo do que pelo IDGA. O
sucesso da erradicagdo foi atribuido ao uso
de testes de maior sensibilidade como o
ELISA. Dias et al. (2000) compararam 1.205
amostras de eqiiinos pelas técnicas ELISA e
IDGA e encontraram uma sensibilidade e
especificidade comparada de 9538% e
80.3%. enquanto Matsushita et al. (1989) ao
comparar 420 amostras de soros de eqiiinos
aos testes ELISA competitivo (CELISA) e
IDGA encontraram 100% de correlagio.

2.6.5 Prova biologica

O teste mais sensivel para o diagnostico da
AIE ¢ provavelmente a inoculagdo em
eqiiinos sadios de sangue total do animal
suspeito e o  monitoramento  da
soroconversao, indicando a infecgao pelo
VAIE (Issel e Coggins, 1979; Coggins,
1984). Trata-se, porém de um teste caro e
impossivel de ser usado na rotina (Reis R.,
1984; Montelaro et al.., 1993; Reis, 1997).

2.7. Controle da doenga

Com a falta de vacinas eficazes o controle
da doenga em cavalos se faz com a
identificacdo e segregagdo ou sacrificio dos
cavalos infectados. Somente paises como
China e Cuba tem processado em larga
escala um programa de vacinagdo baseado
em amostras atenuadas do VAIE. que
parecem proteger apenas contra amostras
homologas do virus (Montelaro et al., 1993),
e contra o aparecimento de sinais clinicos da
doenga. O Brasil criou em 1979 a Comissio
Nacional de Anemia Infecciosa Egiiina
(CNAIE), visando o combate da AIE. A
CNAIE estabeleceu que o Programa
Nacional de Combate a AIE deveria
considerar a ocorréncia diferenciada da
doenca nas diversas regides, os variados
sistemas de produgdo e utilizagdo dos
eqiiideos bem como definir e estabelecer as
areas indenes, paraendémicas, epiendémicas
e endémicas (Bevilacqua, 1993). Em 2001 a
comissdo da AIE no estado (CECAIE-MG)
reorganizou-se com o objetivo de elaborar
uma legislagdo especifica para o estado.
Regulamentou a resolugdo n.°l de 18 de
dezembro de 2001 com procedimentos
relacionados a conduta veterinaria e normas
técnicas de controle da AIE, baseada no
diagnostico e defesa. Além das medidas de
controle a CECAIE-MG tem procurado
sensibilizar as autoridades federais e
estaduais para a realizacdo de um inquérito
soroepidemiologico da AIE em todo o pais
para a verificacdo da real prevaléncia, para
que se possa definir com seguranga as
normas de transito eqiiideo para todo o pais
(Carvalho. 2002). O estado do Mato Grosso
tem proposto um trabalho de segregagdo dos
animais soropositivos e ndo de sacrificio. No
pantanal, apesar de ndo existir um estudo da
prevaléncia acredita-se que a doenga se
encontre disseminada (Reis et al., 1994;
Silva et al., 2001). Em regides como o
pantanal, com alta prevaléncia, o sacrificio
dos animais positivos comprometeria
significativamente ou mesmo inviabilizaria a
pecuaria extensiva, principal atividade
econdmica da regido. Uma estratégia
alternativa de controle da doenga, baseada




na segregacdo dos animais positivos, tem
sido preconizada em paises como os Estados
Unidos e proposta como uma estratégia
pratica de prevencao e controle para a regido
do Pantanal (Silva et al., 2001).

Na erradicagdo de um foco da AIE ¢
importante a utilizagdo de testes sensiveis,
como o ELISA, para que os animais
positivos possam ser detectados mais
precocemente e isolados. Em um rebanho
pesquisado por Reis et al. (1994a.b), a
erradicacdo de um surto foi possivel gragas a
um rigoroso controle dos animais, o uso
individual de agulhas e seringas, € o uso do
teste ELISA tanto no rebanho como nas
propriedades vizinhas.

3. MATERIAL E METODOS
3.1.Local da realizacdo dos exames:
Laboratorio de Retroviroses do
Departamento de Medicina Veterinaria

Preventiva da Escola de Veterinaria da
UFMG.
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Laboratorio de Saude Animal do Instituto
Mineiro de Agropecuaria (IMA).

3.2.Local da coleta do material:

Os locais da coleta de sangue foram
escolhidos usando como critério os
resultados de exames realizados em Minas
Gerais no periodo de 1995 a 2002. Também
foram utilizados os dados levantados por
Bevilacqua em 1993 que ao analisar 66.624
resultados de AIE caracterizou as regioes
noroeste como endémica e a nordeste como
epiendémicas. Esta escolha visou somente a
diversificagdo dos resultados para a
comparacdo dos testes. Este levantamento
ndo teve aleatoriedade na coleta ja que o
objetivo foi somente a comparagdo dos
testes IDGA e ELISA. A adesiao foi
voluntaria. sem qualquer carater oficial e os
resultados foram mantidos em sigilo.

A Tabela 1 descreve o namero de
propriedades e municipios, animais e a
média do numero de animais coletados por
propriedade neste trabalho.

Tabela 1. Namero de propriedades, municipios, animais e média animais/propriedade coletados

pelas Delegacias Regionais do IMA em MG, 2002.
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Regional N. © propriedades N. ° municipios  N. ° animais Média animais/
propriedade
ALMENARA 15 4 150 10
BAMBUI 30 1 50 1,7
CURVELO 07 4 102 14.6
GOV.VALADARES 05 1 50 10
MONTES CLAROS 11 -3 146 13,3
OLIVEIRA 05 1 50 10
S.G.SAPUCAI 05 3 50 10
T.OTONI 15 7 150 10
UBERLANDIA 04 1 50 12,5
UNAI 52 6 150 29
VICOSA 07 1 59 8.4
TOTAL 156 32 1007 9.4

*0 IMA ¢ uma autarquia estadual ligada a Secretaria de Estado da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
com |7 Delegacias Regionais e 198 Escritorios Seccionais em Minas Gerais.




3.3.Responsaveis pela coleta:

O Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA)
disponibilizou 21 veterinarios nas diversas
regides do estado para - coleta de sangue.
Cada veterinario recebeu o manual de coleta
(Anexo B) e o formulario onde deveriam ser
preenchidos os dados do animal,
propriedade e proprietario (Anexo A).

3.4. Técnica da coleta

A coleta foi feita com agulha e tubo
vacuntainer individual (identificado com o
numero ou nome do animal) na jugular do
eqiiideo apds antissepsia com alcool a 70°C.
O sangue apds permanecer em repouso a
temperatura ambiente, por uma hora, foi
acondicionado em caixas de isopor com
gelo, para o transporte até o Escritorio
Seccional do IMA onde foi centrifugado.
Cada Delegacia Regional wusou uma
centrifuga, marca FANEM, adquirida no ano
de 2000 para a sorologia do Programa
Nacional de Controle e Erradica¢do da Febre
Aftosa. Apos a centrifugagdo o soro foi
transferido para um frasco de 10 ml tipo
penicilina (identificado como no tubo
vacuntainer) e congelado na posigdo vertical
até ser enviado para o Laboratério de Saide
Animal do IMA. em gelo, juntamente com
os formularios de identificagcdo (Anexo A).

O kit para a coleta continha: tubos
vacuntainer, agulhas, adaptador, frascos de
penicilina com tampa de borracha estéril,
esparadrapo e manual e formularios de
coleta (Anexos A, B, C, D).

3.5. Namero de coletas

Foram realizadas duas coletas para obtengdo
de soro, a primeira de 1007 animais para a
realizagdo dos testes ELISA rgp90 e IDGA
p26, e a segunda de 10 animais para a
realizacdo dos testes ELISA/IDGA (reteste),
CELISA e DOT blot. O critério utilizado
para a realizagdo da 2° coleta foi baseado na
discordancia de resultados entre os dois
testes. Dez animais foram escolhidos: sete
animais IDGA negativos e ELISA positivos
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e trés animais IDGA negativos e ELISA
indeterminados, pertencentes as Delegacias
Regionais de Teodfilo Otoni, Unai, Curvelo,
Montes Claros e Almenara. Os veterinarios
responsaveis pela coleta foram novamente
acionados para a coleta de sangue.

3.6. Sexo, espécie e idade dos animais
coletados

Entre os eqiiideos coletados houve uma
varia¢do entre os sexos, espécie e idade. O
numero de machos coletados foi 688 e de
femeas 319 ou 683% e 31.7%,
respectivamente.

O namero de eqiiinos coletados foi 907 e de
muares/asininos 100, ou 90,1% e 9,9%,
respectivamente.

Os animais foram divididos em trés faixas
etarias de acordo com a idade: < | ano, entre
| e 4 anos e > 4 anos. Setecentos e quarenta
e quatro (73,9%) tinham mais de 4 anos, sete
menos de um (0,7%) e 256 (25.4%) entre | e
4 anos de idade.

3.7.Periodo da coleta

1? coleta: setembro a outubro de 2002.
2 ? coleta: maio de 2003.

3.8.Testes de diagnostico

3.8.1 IDGA.

Segundo Coggins e Norcross (1970), a
solugdo de agar Noble a 1% foi preparada
em microondas e distribuida (4,5 ml) em
lamina de microscopia, depois de atingir a
temperatura de 45°C. Apds sua solidificagao
o agar foi perfurado com furador proprio que
contém um orificio central e seis periféricos.
Os soros a testar foram colocados (25 pl)
intercalados com os controles positivos nos
orificios periféricos, ¢ o antigeno (25 ul)
colocado no orificio central. As ldminas
foram deixadas em camara Gmida por 48
horas e lidas com o auxilio de uma lupa para




a verificacdo da presenga de uma linha de
precipitagiio entre o antigeno e o soro teste.
Foi utilizada uma fonte de luz indireta
ajustavel, com foco reduzido, para variar a
intensidade e posi¢do sob um fundo escuro
(Figura 3). Os testes que apresentaram
discordancia com o ELISA foram repetidos
e confirmados. O Kit utilizado foi o do
Laboratério Bruch, partida 003/02.

Figura 3. Teste IDGA
3.8.2.ELISA rgp90

Segundo  Reis  (1997), a  proteina
recombinante rgp90 foi diluida em tampdo
carbonato 50 mM (pH 9.6) na concentragio
de 0,5 pg/cavidade e incubada (100 ul por
pogo) em placas ELISA (Nunc-Immuno
Plate Maxisorp) por 18 horas a 4°C. As
placas foram lavadas por duas vezes com

PBS-Tween 0,05% (pH 7.6) e incubadas por
no minimo uma hora com solugdo de
bloqueio PBS-Tween 0,05% (200 pl por
pogo) acrescida de leite em pd desnatado a
5%. Nova lavagem foi realizada (3 vezes) e
o soro incubado na dilui¢do de 1:50 (4 pl de
soro em 196 ul de PBS Tween 0,05% + 1%
leite) por uma hora a temperatura ambiente.
Para a dilui¢do do soro foram utilizadas
placas proprias para diluicio com 96
cavidades e transferidas com pipeta
multicanal para a placa ELISA adsorvida
previamente com a proteina recombinante
rgp90. As placas foram novamente lavadas
com solucdo de PBS-Tween 0,05% por 3
vezes e incubadas com solugdo de
conjugado na dilui¢do de 1:7.500 (coelho
anti 1gG eqiiina-peroxidase SIGMA) em
PBS- Tween 0,05% + 1% leite em pd (100
ul por pogo) por | hora a temperatura
ambiente. Apos nova lavagem com PBS-
Tween 0,05% por 3 vezes, 100ul do
substrato  foi adicionado: solugdo de
ortofenilenodiamino (OPD) (0,5 mg/ml), 20
ul de peréxido de hidrogénio (H,O,) em 10
ml de tampdo fosfato citrato (pH 5,0) por 10
minutos a temperatura ambiente. A reagéo
foi interrompida com 40 ul de solugido de
acido sulfurico a 0,5 N e a densidade 6tica
lida em leitor de ELISA da marca SIGMA a
um comprimento de onda de 492 nm
(Figuras 4, 5,6 ¢ 7). ‘
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Figura 6 Teste ELISA (lavagem)

Na primeira coluna da placa ELISA (1)
foram colocados o branco (A1), os controles
negativos (Bl. CIl. DI), os controles
positivos (E1. F1) e os controles fracos
positivos (G1, Hl). Os controles foram
obtidos de um “pool” de wvarios soros
previamente testados e repetidos em todas as
placas. O “pool” dos soros negativos foi

proveniente de propriedade e area negativa
para AlE.

Um dos mais importantes fatores no
desenvolvimento do teste ELISA é o ponto
de corte (“cut off”) ou a absorbancia minima
para se considerar a reacdo como positiva.
Os resultados foram analisados através da
avaliagdo qualitativa de positividade, que

Figura 7. Teste ELISA (leitor)

consiste em determinar um valor de DO
correspondente a um limiar. Todos os soros
acima deste valor foram considerados
positivos e abaixo negativos. A este limite
definiu-se uma classe intermediaria e para
melhor situa-la foi introduzido dentro da
reagdo um “pool” de soros negativos, forte
positivos e fracos positivos para comparar
com os soros testes. Este procedimento
permitiu classificar os soros em positivos e
negativos, mas ndo quantificar os anticorpos.
O ponto de corte foi achado pelo critério
proposto por Sanchez-Viscaino e Albarez
(1987) e através do grafico de correlagdo
entre os resultados de IDGA com a.DO do
ELISA (Grifico 3).
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Calculo do ponto de corte: média DO
controle negativo +2x desvio padrdo dos
negativos.

X DO (-)=0,1238
S=0,0498
0,1238+2 (0,0498)= 0,2234

Foram consideradas trés areas para a
interpretacdo sorologica (Figura 8), area
“I” somente com os negativos (< 0,220
DO), area “2” com negativos e positivos
(entre 0,220 e 0,263 DO) e area “3” ( =
0,264 DO) somente com o0s positivos. A
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area dois, imprecisa por natureza, foi
considerada indeterminada com alguns
soros no limite da area 1 e 3 (Calamel e
Lambert., 1988).

Para corrigir as pequenas varia¢des de dia a
dia nas condigdes do ELISA as leituras da
DO foram corrigidas pela referéncia
positiva da placa e pela média positiva
obtida no final do trabalho (Voller et al.,
1979).

POSITIVOS
AREA 3

3.8.3. CELISA

Foi utilizado um KIT comercial (CELISA)
do laboratorio IDEXX, nos 10 soros da 2
coleta. O KIT continha: placa ELISA
adsorvida com anticorpo antiVAIE (tiras
destacaveis), frascos com: controle positivo
e negativo, conjugado e substrato. O
protocolo de execugio foi realizado segundo
as instrugdes do fabricante. Foram colocados
100 pl do soro a testar e 100 ul dos controles
em cada well; 50 pl do conjugado (antigeno
ligado a peroxidase) foi acrescentado e a
placa incubada por 30 minutos a 37°C. Os
reagentes foram desprezados e a placa foi
lavada 6 vezes com agua destilada. Foram
colocadas 2 gotas de substrato em cada well
e apoOs agitagdo por 10 vezes a placa foi
incubada por 15 minutos a temperatura
ambiente. Apos este tempo a leitura foi feita
visualmente comparando a cor com os testes
positivos e negativos.

Figura 8. Representacio esquematica das areas de interpretagdo.

3.8.4. DOT BLOT

Segundo Harlow e Lane (1988) a membrana
de nitrocelulose foi embebida em tampao
TBS por 10 minutos. A seguir foi colocada
no sistema DOT BIORAD, e as proteinas
aplicadas intercaladas por fileiras (rgp90 e
p26) 60 pl por well (3 pg), por 2.5 horas a
temperatura ambiente. O vacuo foi ligado
para passar o resto da solugdo e a membrana
foi bloqueada com TBS + albumina aviaria a
1% por 2 horas e feita a lavagem (3 vezes
com TBS tween); 100 pl de soro foi
colocado na diluigdo de 1:100 por 1 hora;
lavagem (3 vezes com TBS tween); 100 pl
de conjugado coelho anti cavalo da SIGMA
1:3000 por 1 hora; nova lavagem por 3
vezes. Por fim foi colocado o substrato: 50
mlTBS, 70 pl HyO,, 30 mg 4CN e 10 ml de
metanol por 5 minutos com o aparecimento
da cor. Todas as reagbes foram realizadas no
sistema DOT BIORAD com excegdo da
revelagdo que foi realizada em uma cuba.
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3.9.Analise estatistica

Os 1007 soros deste estudo provieram de
diversos municipios de Minas Gerais,
envolvendo 156 propriedades.

Para estudar a associagdo dos diagnosticos

obtidos pelo teste ELISA com aqueles

obtidos pelo teste IDGA, cada soro foi

avaliado pelos dois métodos e os resultados

confrontados em uma tabela de contingéncia

(2 x 2), posteriormente avaliada pelo teste
2

p

Tabelas apenas descritivas foram definidas
para se observar a dispersdo da AIE segundo
algumas variaveis (sexo, idade e espécie).

4. RESULTADOS
4.1.Primeira coleta
4.1.1. IDGA

Das 1007 amostras coletadas 912 foram
negativas e 95 positivas ao IDGA (Grafico
1). Destas, 31 foram fracas positivas (+), 5
medianamente positivas (++) e 59 forte
positivas (+++).

A Tabela 2 registra o diagnéstico de AIE por
IDGA nas Delegacias Regionais do IMA

9,40%

E negativo
O positivo

90,60%

Grifico 1. Distribuigio do diagnostico da AIE por IDGA em 1007 soros eqiiideos coletados em

MG, 2002.
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Tabela 2. Diagnostico da AIE por IDGA em soros de eqiiideos de acordo com as Delegacias
Regionais do IMA em MG, 2002.

REGIONAL TOTAL POSITIVOS NEGATIVOS
N.° % N.° %
Almenara 150 17 113 133 88.7
Montes Claros 146 46 31,5 100 68.5
Curvelo 102 7 6.9 95 93,1
Teofilo Otoni 150 1 0.7 149 993
Governador Valadares 50 0 0,0 50 100,0
Unai 150 20 13,3 130 86,7
Bambui 50 4 8.0 46 920
Oliveira 50 0 0.0 50 100.0
Vicosa 59 0 0.0 59 100,0
Uberlandia 50 0 0.0 50 100
Sdo G. do Sapucai 50 0 0.0 50 100,0
TOTAL 1.007 95 9.4 912 90,6
4.1.2.ELISA indeterminadas (35) ou positivas (93), num

Das 1007 amostras coletadas 87,3% foram

negativas  (879) e

12,7%

foram

total de 128 (Grafico 2).

3,30%

87,30%

9,40%

O positivo
H negativo

O indeterminado

Grifico 2. Distribuigdo do diagnéstico da AIE por ELISA em 1007 soros egiiideos em MG,

2002.
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Para a tipificagdo dos resultados observa-se dois (Tabela 3). Este ponto de corte (0,220

que dos 912 negativos ao IDGA todos estao DO), definindo os resultados positivos e
abaixo de 0,220 DO com exce¢do de 35. negativos, revelou ser apropriado para as
Dos 95 resultados positivos ao IDGA todos interpretagoes.

estdo acima de 0,220 DO com excegdo de

Tabela 3. Correlagido entre os resultados de IDGA com a DO/ELISA em soros de eqiiideos de
MG, 2002.

DO IDGA - IDGA+
0~—0,044 24 0
0,044 — 0,088 179 0
0.088 — 0,132 354 0
0,132—0.176 250 |
0,176 — 0,220 70 |
0,220 —0,264 21 12
0.264 — 0,308 8 15
0,308 — 0, 352 1 7
0,352 -0.,396 3 9
0,396 — 0.440 1 4
0,440 — 0,484 1 6
0,484 — 0,528 0 3
0,528 — 0,572 0 5
0,572— 0616 0 3
0,616 — 0,660 0 8
0,660 — 0,704 0 3
0,704 — 0,748 0 2
0.748 — 0,792 0 4
0,792 — 0.836 0 3
0.836 — 0.880 0 4
0.880 — (0.925 0 3
0.925 —0.968 0 0
0,968 — 1.012 0 !
1.012~ 1,056 0 0
1,056~ 1,100 0 |
Total 912 95
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Grifico 3. Correlacdo entre os resultados de IDGA com a DO/ELISA em soros de eqiiideos de

MG, 2002.

No Grafico 3 a correlagdo dos resultados
IDGA em fungao da DO do ELISA pode ser
melhor visualizada. Em fung¢ido desta
correlagdo e associadas ao calculo do “ponto
de corte” foi definido as areas de
interpretag@o dos resultados.

Na Tabela 4 € possivel observar a
distribuicdo dos resultados negativos,
indeterminados e positivos no ELISA entre
as Delegacias Regionais do IMA.

Tabela 4. Diagnoéstico da AIE por ELISA em soros de eqiiideos de acordo com as Delegacias

Regionais do IMA em MG, 2002

Regional Total Positivos Indeterminados Negativos
N.° %o N.° %o N.° %o
Almenara 150 16 10,7 4 2,7 130 86.6
Montes Claros 146 45 30.8 6 4.1 95 65,1
Curvelo 102 7 6.9 8 7.8 87 85.3
Teofilo Otoni 150 3 2,0 0 0 147 98.0
Governador Valadares 50 2 4.0 1 2.0 47 94.0
Unai 150 16 10,7 5 3.3 129 86.0
Bambui 50 4 8.0 2 4.0 44 88.0
Oliveira 50 1 2 2 4 47 94.0
Vicosa 39 0 0 1 1.7 58 98,3
Uberlandia 50 0 0 0 0 50 100,0
Sdo G. do Sapucai 50 1 2 4 8 45 90,0
Total 1.007 95 9,4 33 3,3 879 87,3
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4.1.3. Resultados em ambos os testes
Nas Tabelas 5., 6 e 7 observa-se os

A maioria dos IDGA negativos (96,2%) esta resultados do IDGA e ELISA com relacio a
abaixo de 0,220 DO, a maioria dos positivos variaveis sexo, idade e espécie.

acima de 0,264 DO (85.3%) e na area

indeterminada  estdo  alguns  animais Na Tabela 8 podem ser observadas todas as
positivos  (12) e  negativos  (21) correlagbes encontradas entre os resultados
correspondendo a 12,6% dos positivos e pelo teste IDGA e ELISA.

2.3% dos negativos (Grafico 4).

120 — B -

100 '

80 -

EIDGA-

60 A OIDGA+

Porcentagem

40 -

20 |

0 =

<0,220 0,220-0,263 > 264

Area de interpretagio do teste ELISA (DO)

Grafico 4. Porcentagem de soros egiiideos positivos e negativos para AIE por IDGA e
DO/ELISA em MG, 2002.

Tabela 5. Diagnostico da AIE por IDGA e ELISA de acordo com o sexo, em soros de eqiiideos
de MG, 2002.

SEXO IDGA ELISA
NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO INDETERM. POSITIVO
femea 284 35 277 12 30
macho 628 60 602 21 65
TOTAL 912 95 879 33 95
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Tabela 6. Diagnostico da AIE por IDGA e ELISA de acordo com a idade, em soros de eqiiideos

de MG. 2002.
IDADE IDGA ELISA
(anos) | NEGATIVO  POSITIVO NEGATIVO  INDETERM.  POSITIVO
<1 7 0 7 0 0
-4 | 24 230 6 I8
>4 | 67 71 642 27 77
TOTAL 912 95 879 33 95

Tabela 7. Diagnostico da AIE por IDGA e ELISA de acordo com a espécie, em soros de

eqiiideos de MG, 2002.

ESPECIE | IDGA ELISA
NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO  INDETERM. POSITIVO
EQUINA 825 82 798 26 83
MUAR 87 13 81 07 12
TOTAL 912 95 879 33 95

Tabela 8. Correlagdo entre os resultados de [IDGA com a DO/ELISA em soros de eqiiideos de

MG, 2002.
total IDGA ELISA IDGA e IDGA e IDGA+ IDGA- ELISAT ELISAIT
+ - - - ELISA+ ELISA- ELISA- ELISA+ IDGA+ IDGA -
1007 95 912 95 879 81 877 2 14 12 21
Yo 9.4 90,6 9.4 87.3 8.0 87,1 0.2 1.4 1,2 21
* +:POSITIVO. - :NEGATIVO. I: INDETERMINADO
4.2. Segunda coleta DOT p26 e DOT rgp90) e algumas
observacoes referentes aos animais. O

4.2.1. IDGA. ELISA rgp90. CELISA ¢ DOT
BLOT.

Dez animais foram localizados para uma
segunda coleta, todos negativos ao IDGA e
positivos/indeterminados ao ELISA. A
Tabela 9 mostra os resultados dos testes
realizados nas 1* (09 e 10/2002) e 2°
(05/2003) coletas (reteste mais CELISA e

animal “2” positivo ao teste ELISA nas duas
coletas tornou-se positivo ao teste IDGA na
2% coleta, confirmado no CELISA e DOT
p26 e gp90. Os animais “37, “4™, “57, “67,
<8, 9" ¢ ~10” permaneceram negativos ao
IDGA (confirmados como negativos pelo
CELISA e DOT p26) e positivos ao teste
ELISA (DOT gp90 positivo para os animais
*37, %57, %67, 87 e “10” e negativo para os
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animais “4” e *9”). O animal *7” oscilou de
indeterminado para negativo ao teste ELISA
(CELISA, DOT p26 e gp90 negativos). Os
animais “17, “5” e “10” (ELISA rgp90 e
DOT rgp90 positivos) apresentavam sinais
compativeis com AIE sendo que o animal
“1”, positivo somente ao teste ELISA,
morreu com sinais clinicos de AIE antes da

realizagio da 2° coleta (CELISA e DOT p26
negativos e DOT rgp90 positivo). Os testes
IDGA e CELISA tiveram uma concordancia
de 100%. Pelo teste DOT BLOT os soros
dos ;animais “1%, “2%; “3%; “5%, %6", “8” e
“10™ foram positivos para a rgp90 e os “4”,
“7” e * 9” negativos, e o animal “2” foi
positivo para a p26 (Figura 9).

+ - 1 3 8 10 < 2 4 7 9 6

Figura 9. DOT BLOT em 10 soros de eqiiideos da 2°* coleta (+: controle positivo, -: controle
negativo, os nameros correspondem aos animais) 1 linha rgp90, 2° linha p26

Tabela 9. Resultados de IDGA e ELISA em soros de eqilideos na 1* ( 09 e 10/02) e 2° coleta
(05/03) em MG, 2003.

Animal/ 1 coleta 2 “Teal e ta observacoes
espécie 09 e 10/02 05/03
IDGA ELISA IDGA ELISA CELISA DOT
P26 RGP90
/M N P - - N* NF P Animal morreu com sinais de
AlE.
2/E N P P P P P P Sem sinais/Propriedade positiva.
3/E N P N P N N P Sem sinais/Propriedade positiva.
4/M N P N I N N N Sem sinais.
5/E N P N i< N N P Com sinais de AIE/Propriedade
positiva.
6/E N P N P N N P Sem sinais/Propriedade positiva.
E N I N N N N N Sem sinais/Propriedade positiva.
8/E N I N P N N P Sem sinais/Propriedade positiva.
9/E N P N P N N N Sem sinais. e
10/E N I N P N N P Com sinais de AIE/Propriedade
positiva.

M: muar/asinino E: eqiiino, P: positivo * relativo a 1° coleta
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4.3. Analise Estatistica
Os resultados da  sensibilidade e

especificidade comparada entre ELISA e
IDGA foram de 97.81% e 96,16%

IDGA

ELISA +

TOTAL

Figura 10. Representagio dos dados para o

comparada.

5. DISCUSSAO

Este trabalho descreve a padronizagdo de um
ELISA indireto para a detec¢do de
anticorpos contra a glicoproteina 90 (gp90)
do VAIE para uso em diagnostico de campo.
Os resultados obtidos foram comparados
com o [DGA que detecta anticorpos contra a
proteina 26 (p26) do VAIE e € o teste usado
como oficial no Brasil e em outros paises.
No ELISA foi utilizado um valor
discriminatorio (“cut off™). Este valor de
0.220 DO foi achado através do critério
sugerido por Sanchez-Viscaino e Albarez
(1987) e pelo grafico de correlagao dos
resultados IDGA e ELISA de todos os 1007
soros eqiiideos analisados. Acrescentou-se a
area dos positivos uma area intermediaria,
dos indeterminados (0.220 a 0,263 DO),
com o intuito de melhor situar a incerteza
normal destas areas limitrofes e aumentar a
confiabilidade dos resultados em ELISA. Os
resultados iguais ou maiores que 0.264 DO
foram considerados positivos verdadeiros. A
definicdo das areas foi de extrema
importancia para a interpretacdo do teste
ELISA e para os achados da comparagao dos
testes.

respectivamente (Figura 10). Esta diferenca
apresentou um > de 682,10 *** (p <
0,001).

- TOTAL
35 128
877 879
912 1007

calculo da sensibilidade e especificidade

Dos 1007 soros eqiiideos analisados 95
foram positivos ao IDGA e 128
indeterminados/positivos ao ELISA. As
regionais de Unai, Montes Claros e
Almenara apresentaram indices maiores de
positividade, concordando com os dados
obtidos por Bevilacqua (1993) que
caracterizou as regides noroeste e nordeste
de Minas Gerais, como regides endémicas
primarias e epiendémicas. Das 95 reacdes
positivas ao IDGA 59 foram forte positivas
(+++), 5 medianamente positivas (++) e 31
fraca positivas (+). Este é um dado
importante, ja que o numero de resultados
fraco positivo ¢ grande, podendo passar
como negativo pelo laboratorio executor.
Das 31 amostras fraca positivas (+) 24 foram
positivas verdadeiras ao ELISA. das 59 forte
positivas (+++) ao IDGA 52 foram positivas
verdadeiras ao ELISA e as 5 reacdes
medianamente positivas (++) ao I[IDGA
foram positivas verdadeiras ao ELISA.
Reagdes fracas ao IDGA e positivas
verdadeiras ao ELISA sdo uma caracteristica
importante do teste. concordando com o
achado de Soutullo et al. (2001).

Levando em consideragdo que 35 animais
sao IDGA negativos e ELISA
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indeterminados/positivos, 93 IDGA
positivos e  ELISA  indeterminados/
positivos, 877 IDGA e ELISA negativos e
dois IDGA positivos e ELISA negativos,
foram calculadas a sensibilidac: e
especificidade comparada. Observa-- jue
128 eqiiideos estdo na darea cons: -rada
como indeterminada/positiva (= 0,220 DO) e
que somente 95 animais foram detectados
pelo IDGA, o que demonstra uma maior
sensibilidade do ELISA. A sensibilidade
comparada do ELISA com relagdo ao IDGA
¢ de 97.81% e a especificidade é de 96,16%.,
melhor do que os dados obtidos por Dias et
al.  (2000) que encontraram  uma
sensibilidade de 95.38% e especificidade de
80.31% ao comparar um ELISA comercial
(Bio-Medical Internacional, USA) com o
IDGA. Estes indices foram baseados no
IDGA apesar deste teste ndo ser considerado
0 “teste ouro” (“gold standard™), pois ndo
detecta animais na fase inicial da doenca
(Soutullo et al., 2001).

A leitura da densidade otica do teste ELISA
variou de 0,015 a 1,063 nos 1007 soros ¢ de
0,160 a 1,063 nos 95 IDGA positivos, sendo
que somente duas amostras positivas ao
IDGA estavam abaixo de 0,220 DO (area
considerada negativa ao ELISA). Com
relacio aos IDGA negativos houve uma
variacdo de 0,015 a 0,466 DO sendo que
trinta e cinco estavam acima de 0.220 DO
considerado como indeterminado ou
verdadeiro positivo no ELISA.
Considerando o ponto de corte o que se nota
€ que 2,1% dos IDGA positivos (2 amostras)
ndo estdo sendo detectados pelo teste ELISA
e que 27.3% dos ELISA indeterminados/
positivos (35) ndo estio sendo detectados
pelo IDGA, com uma diferenca de 25,23%
de deteccdo entre eles. Quase todas as
amostras positivas (95) ao teste IDGA foram
detectadas pelo teste ELISA (93), com
excecdo de 2. Em contrapartida 35 das 128
amostras indeterminadas/positivas ao ELISA
ndo foram detectadas pelo teste IDGA, o que
argumenta a favor da sensibilidade do teste
ELISA.
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Pelo grafico de porcentagem de soros
eqiiideos positivos e negativos para AIE por
IDGA e DO /ELISA observou-se que 96,2%
dos soros negativos (877) pelo IDGA
apresentavam leitura abaixo de 0.220 DO no
ELISA e que 85.3% dos soros positivos (81)
pelo IDGA tinham leitura igual ou acima de
0,264 DO no ELISA. Na faixa dos
indeterminados (entre 0,220 e 0,263) se
encontravam 33 soros sendo que [2
positivos (12.63%) e 21 negativos ao IDGA
(2,3%). Como consideramos o ponto de
0,220 DO como o limite dos soros negativos
e positivos, e a drea dos indeterminados
pertencente a uma area onde o reteste ¢
recomendado. 879 amostras sdo negativas ao
ELISA (contra 912 do IDGA) e 128
(12,71%) amostras sdo indeterminadas/
positivas ao ELISA (contra 95 do IDGA).
No caso do ELISA ser usado como triagem
estes animais (indeterminados) ndo serdo
desconsiderados. Os resultados
indeterminados/positivos no ELISA, em
caso de levantamento soroepidemiologico
para AIE deverdo ser submetidas ao teste
confirmatorio IDGA. E ainda em caso de
discordancia o reteste apos 30 dias deveria
ser recomendado, o que aumenta a
seguranca do diagnostico.

Duas amostras positivas ao IDGA foram
negativas ao ELISA. A possibilidade de
reagdo cruzada com outros retrovirus deve
ser considerada, e talvez explique casos em
que o IDGA persista positivo sem qualquer
reagdo ao teste ELISA (Langemeier et al,
1996) bem como a possibilidade da
existéncia de uma nova variedade genética
resultante de mutagdes no gene env e
conseqiientemente na antigenicidade das
proteinas do envelope como a observada no
HIV-1 (Reis et al., 2003), ja que a proteina
rgp90 usada foi baseada na seqiiéncia
clonada a partir da amostra “Wyoming™ do
VAIE. O Laboratorio de Retroviroses do
Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva da Escola de Veterinaria da
UFMG tem conduzido trabalhos no sentido
de caracterizar amostras brasileiras do VAIE




¢ determinar as possiveis variagdes no gene
env em relagdo as amostras descritas por
outros autores e disponiveis no Genbank
(NCBI, Bethesda, USA).

Apesar dos indices oficiais apresentarem um
perfil da situagdo eles nao informam a taxa
da prevaléncia da doenca no rebanho, uma
vez que se referem somente aos exames
laboratoriais de AIE realizados para fins de
transito e participagdo de eventos sob a
fiscalizagdo do IMA. A realizacdo de um
inquérito soro epidemiologico para a
pesquisa da taxa de prevaléncia da AIE ¢
imprescindivel para que se possa definir um
programa de controle adequado a realidade
de cada estado e de cada regido dentro dos
estados como em Minas Gerais onde a
distribuicdo da AIE parece ser heterogénea.
Para tal. ¢ necessario o uso de testes
sensiveis que reunam praticidade e baixos
custos. Desde 1974 o Brasil usa o IDGA
como teste oficial, que apesar de possuir alta
sensibilidade e especificidade ndo detecta
anticorpos na fase inicial da doenga, em um
periodo que varia de 14 a 45 dias pos-
infeccdo. Os Estados Unidos utilizam um
ELISA competitivo para a detecgdo de
anticorpos anti-p26 como teste de triagem
oficial, na tentativa de diagnosticar estes
animais “falso negativos” dados pelo IDGA.
No Brasil com o mesmo proposito um
ELISA foi utilizado para a erradica¢do de
um foco em Minas Gerais em 1994 (Reis et
al.) e em 1997 Reis et al. desenvolveram o
teste ELISA indireto para a deteccdo de
anticorpos anti gp90. Anticorpos anti gp90
sdo os primeiros a aparecer na AlE e em
niveis até 1000 vezes maiores, fato relevante
para a sua elaboragdo. Em casos de
erradicacdo de foco, a utilizagdo de testes
mais sensiveis como o ELISA torna-se
essencial para a detec¢do precoce € 0
isolamento dos animais infectados a fim de
prevenir a disseminacdo da doenga.

Com o intuito de caracterizar melhor o
“status™ sorologico dos animais dez cavalos
negativos ao I[IDGA e indeterminados/

positivos ao ELISA com leitura = 0.220 DO
3 dos 21 classificados como
indeterminados. e 7 dos 14 como positivos)
foram localizados para novos testes: IDGA,
ELISA.CELISA e DOT BLOT. Os dois
cavalos positivos ao IDGA e negativos ao
ELISA. infelizmente, ndo foram localizados
para reteste. A distancia de oito meses entre
a 1* coleta (09 e 10/2002) e a 2* coleta
(05/2003) dificultou a localizagdo destes
animais. Os animais IDGA positivos e
ELISA indeterminados/positivos ndo foram
escolhidos para reteste ja que ndo havia
discordancia entre eles. O animal “17
morreu trés meses apos a |* coleta com
sinais de AIE, possivelmente estava na fase
aguda da doenga, ou apresentava
baixissimos niveis de anticorpo antiVAIE ou
mesmo uma resposta intermitente a p26,
sendo diagnosticado somente pelo teste
ELISA rgp90. Segundo Langeimeier et al
(1996) poderia ser uma falha individual ao
responder para o antigeno gag ou pela
potente propriedade da gp90 ao induzir mais
anticorpos que a p26. O animal “2” tornou-
se positivo ao teste IDGA no reteste e ja na
primeira coleta era detectado apenas pelo
teste ELISA. Dos trés animais que
apresentam sinais sugestivos de AIE, um
morreu e os outros dois foram detectados
somente aos testes que pesquisavam
anticorpos contra a glicoproteina 90 (ELISA
e DOT). Estes achados argumentam a favor
da sensibilidade do teste ELISA e de sua
detecgdo precoce. Os animais “37, “57 “6”,
“8" e “710" continuaram negativos ao teste
IDGA sem alterar o resultado ELISA da
faixa de indeterminado/positivo (CELISA ¢
DOT p26 negativos € DOT rgp90 positivo).
O animal *7” oscilou da area de
interpretagdo do ELISA indeterminada para
a area negativa, confirmada pelos testes
CELISA e DOT p26 e gp90. E os animais
“4” e “9” confirmaram os resultados pelo
IDGA (CELISA e DOT p26 negativos) e
ELISA. mas com o DOT gp90 negativo.

Com relagdo a dispersao da AIE de algumas
variaveis (sexo, idade e espécie) algumas




consideracdes poderdo ser feitas a titulo de
observacdo ja que este ndo foi o objetivo do
trabalho. Sessenta e oito porcento (68%) dos
cavalos coletados foram machos contra 32%
de fémeas. Estes ntimeros refletem o servigo
como o tipo de ut:lizagi destes animais na
propriedade. A op¢do dos produtores € por
machos ja que as fémeas sdo menos
vigorosas para o trabalho com o
inconveniente de terem suas fungdes
limitadas no final da gestagdo e no periodo
da amamentagdo. As fémeas apresentaram
maior percentual de positividade (10,72%
pelo IDGA e 13,16% indeterminados/
positivos no ELISA) que os machos (8,82%
pelo IDGA contra 12,5% indeterminados/
positivos no ELISA) ao contrario do
trabalho de Bevilacqua (1993) e Silva et al.
(2001) que encontraram mais machos que
fémeas contaminadas. Fémeas e machos
teriam a mesma possibilidade de
contaminarem. Esta pequena diferen¢a na
susceptibilidade encontrada nos dois sexos
estaria relacionada ao manejo e ndo
determinada pelo sexo. A maioria dos
animais coletados. 744 (73.9%), tinha mais
de 4 anos. Nesta idade os animais estdo mais
treinados, doceis e vigorosos para o
trabalho, o que explica uma maior
quantidade nesta faixa etaria. A quantidade
de animais positivos encontrada nos
intervalos 1 a 4 e > 4 anos foi de 9.4% ¢
9.5% para o IDGA: e 9.4% e 14% para o
ELISA. Belivacqua (1993) e Silva et al.
(2001) observaram uma maior prevaléncia
dos exames positivos entre 0s animais acima
de 78 meses (6,5 anos) e 9 anos,
respectivamente. A maior prevaléncia da
AIE em animais mais velhos parece estar
relacionada ao tempo de exposigdo ao VAIE
tanto por manejo COmo por transmissao
mecanica por vetores. Segundo Corréa e
Corréa (1979) a AIE acomete equideos sem
diferenca de idade. Com relagdo a espécie os
eqiiinos foram a maioria entre os 1007
animais coletados, 907 contra 100 muares e
asininos ou 90,1% e 9.9% respectivamente,
refletindo a relagdo de eqiiinos (88%) e
muares/asininos (12%) no estado, segundo o
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senso do IBGE (2001). Treze por cento
(13%) dos muares sdo positivos ao IDGA e
19% indeterminados/positivos ao ELISA,
contra 9% dos eqiiinos ao IDGA e 12% ao
ELISA incluindo os indeterminados. Os
muares parecem ser mais resistentcs a AlE,
tornando na maioria das vezes portadores
vigorosos inaparentes raramente padecendo
com a doenga, podendo justificar o encontro
de um maior numero de muares portadores
vivos. Estudos com um maior nimero de
animais (muares e asininos) estdo sendo
conduzidos pelo Laboratorio de Retroviroses
do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva da EV-UFMG para verificar a
importancia  destes animais como
mantenedores da AIE.

A rapidez e automacio dos testes ELISA e
IDGA devem ser consideradas. Enquanto
em uma lamina para IDGA sdo processados
9 soros, na placa para ELISA sao realizados
88. As vantagens do teste ELISA sobre o
IDGA sdo dentre outras economia, rapidez,
sensibilidade, detecgdo dos anticorpos ndo
precipitantes e identificacdo dos soros
fracamente positivos ou duvidosos no IDGA
e o monitoramento dos niveis de anticorpos
passivos (colostrais) de potros nascidos de
éguas positivas para AIE. Segundo Lew
(1993), o preco do ELISA & cerca de dez
vezes mais barato que o IDGA devido a
pequenas  quantidades de  antigeno
necessario para o teste. Outro ponto a ser
considerado € que a leitura do teste IDGA ¢
por vezes subjetiva, haja vista a grande
quantidade de reagdes fraca positivas que
passam  desapercebidas resultando em
resultados equivocados. Importante salientar
que para o processamento do ELISA existe a
necessidade de treinamento e de um
aparelho para a leitura dos testes o que faz
com que seu uso seja restrito a alguns
laboratorios.

A sensibilidade agregada esta aumentada
neste trabalho em 25% ja que os testes
usados (IDGA e ELISA) detectam as duas




principais e imunodominantes proteinas do
VAIE (p26 e gp90).

O ELISA apresenta, portanto, excelente
qualidade para ser usado como teste de
triagem em levantamentos e Programas de
Controle e Erradicacio da AIE.

6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados pode-se
concluir que o ELISA é:

mais sensivel que o IDGA detectando maior
nimero de animais positivos;

apropriado para teste de triagem a ser
utilizado em  grandes levantamentos
soroepidemiologicos:

detecta as reagdes fraca positivas ao teste
IDGA com resultados bastante nitidos:

junto com o teste IDGA apresenta
sensibilidade agregada aumentada em 25%.
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ANEXO A- Formulario de coleta

FORMULARIC PARA COLETA DE SANGUE DE EQUIDEOS USO DO
W LABORATORIO
MU/ ocoiero oF pesquisa MAEY-UFMG Thekachogeda ;
N°:
Proprietirio e veterinario
Proprietirio :
Propriedade:
Municipio:
Responsavel pela coleta: CRMV-MG:
ordem ANIMAL Laboratério
uso do Laboratorio
N° Nome/ espécie raga sexo | Idade | Origem Resultado
nimero IDGA  ELISA
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
| 14
[ 15

veterinario

observagdo: Preencher o campo correspondente ao animal com o nome ou namero do animal,
espécie (colocar a letra E para eqiiino, M para muar e A para asinino), raga, sexo (colocar F
para fémea e M para macho), idade e a origem caso este animal tenha vindo de outra regido.




& %
O >
« BIBLIOTECA 2

24 ypuo

ANEXO B- Manual de coleta

_..—_m"ll MANUAL DE COLETA- PROJETO DE PESQUISA IMA/EV-UFMG

1. IDENTIFICACAO DA AMOSTRA:

Colocar o nome ou niimero do animal na etiqueta do tubo vacuntainer, com caneta
esferografica.

2. COLETA DE SANGUE:

A coleta do sangue devera ser feita utilizando uma agulha para tubo vacuntainer individual que
ajustada ao aplicador sera introduzida na jugular do equideo, apds antissepsia com alcool a 70 °.
O tubo vacuntainer sera pressionado, perfurando a outra extremidade da agulha o tapume de

borracha. A quantidade de sangue devera representar aproximadamente 60 % do volume total
do tubo.

3. PREPARO DO SORO

A - Repousar o sangue (temperatura ambiente, inclinagdo aproximada 45°) até dessorar.

B - Descolar o coagulo com estilete individual, caso ndo haja dessoramento.

C - Centrifugar o soro (se possivel) visando melhor qualidade da amostra, a 3.000 R.P.M

durante 10 minutos.

D - Transferir o soro para o frasco de penicilina com igual identifica¢do ao do tubo
vacuntainer.

E - Colocar volume minimo de 2 ml de soro.

F - Fixar a tampa com esparadrapo.

G - Congelar na posigdo vertical.

H -Estocar em saco plastico.

4. PREENCHIMENTO DO FORMULARIO:

Preencher o campo destinado a identificag¢@o do proprietario e veterinario.

Preencher o campo correspondente ao animal com o nome ou nimero do animal, espécie
(colocar a letra E para eqiiino, M para muar e A para asinino),ra¢a, sexo(colocar F para fémea e

M para macho), idade e a origem caso este animal tenha vindo de outra regido. Nio preencher
os campos destinados ao laboratorio .

5. ACONDICIONAMENTO E ENVIO DAS AMOSTRAS:

A .Colocar as amostras em caixa de isopor com gelo, no momento do envio.

B. Preencher os espagos com jornal.

C. Enviar para o Laboratério de Saide Animal do IMA- Av. do Cdntorno 1707 A- CEP:
30 110 070-Bairro Floresta —Belo Horizonte-MG- fone: (31)3 2138209

wn
(P8 )




ANEXO C- Formulario da 2* coleta

USO DO
LABORATORIO
SEWA'E & W, r\ULARIO PARA COLETA DE SANGUE DE EQUIDEOS chegada :
N®:
Proprietario e veterinario
Proprietario:
Propriedade:
Municipio:
Responsavel pela coleta:
ordem ANIMAL Laboratério
uso do Laboratorio
N° Nome/ namero | espécie raca sexo | ldade Historico do animal
veterinario B

observacdo : Preencher o campo destinado ao historico do animal.

54




ANEXO D - Manual da 2? coleta

Ml! MANUAL DE COLETA- PROJETO DE PESQUISA IMA/EV-UFMG

L.IDENTIFICACAO DA AMOSTRA:

Colocar o nome ou nimero do animal na etiqueta do tubo vacuntainer, com caneta
esferografica.

2.COLETA DE SANGUE:

Para soro :A coleta do sangue devera ser feita utilizando uma agulha para tubo vacuntainer
individual (frasco de tampa vermelha) que ajustada ao adaptador sera introduzida na jugular do
equideo, apos antissepsia com alcool a 70 °. O tubo vacuntainer sera pressionado, perfurando a

outra extremidade da agulha tapume de borracha. A quantidade de sangue devera representar
aproximadamente 60 % do volume total do tubo.

3. PREPARO DO SORO
A - Repouﬁar o sangue (temperatura ambiente, inclinagdo aproximada 45°) até dessorar.
B - Descolar o coagulo com estilete individual, caso ndo haja dessoramento.

C - Centrifugar o soro (se possivel) visando melhor qualidade da amostra, a 3.000 R.P.M
durante 10 minutos.

D - Transferir o soro para o frasco de penicilina com igual identificagdo ao do tubo.
E - Colocar volume minimo de 2 ml de soro.

F - Fixar a tampa com esparadrapo.

G - Congelar na posigéo vertical.

H - Estocar em saco plastico.

4.PREPARO DO SANGUE
Depois de coletado no frasco proprio ele ja estara pronto para ser enviado.

5.PREENCHIMENTO DO FORMULARIO:

Preencher o campo destinado ao historico.Os campos referentes ao animal e proprietério ja estdo
preenchidos .

6.ACONDICIONAMENTO E ENVIO DAS AMOSTRAS:
a) Colocar as amostras em caixa de isopor com gelo. Preencher os espacos com jornal.
b) Enviar imediatamente para o Laboratorio de Saide Animal do IMA- Av. do Contorno
1707 A- CEP: 30 110 070-Bairro Floresta —Belo Horizonte-MG- fone: (31)3 2138209

h
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ANEXO E - Mapa de Minas Gerais com as Delegacias Regionais do IMA onde foram coletados os soros.
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l 1 hertandia =
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ANEXO F- Historico dos animais negativos ao IDGA na 1? coleta e positivos ao ELISA submetidos a 2°*

animal

()

L

coleta.

espécie  raca
muar  mestiga
eqiiino SRD
eqiiino SRD
muar ~ -SRD
eqiiino mestiga
eqiiino mestigca
eqiiino  SRD
eqiina SRD
eqilino SRD
eqilina Mestigo

SEX0
macho

macho

macho

macho

macho

macho
macho

macho

macho

macho

idade

15

9

10

16

10
07

06

09

1,5

Histérico
Emagrecimento progressivo. Alimentando pouco.
Locomovendo pouco e com dificuldade. Procurando
lugar mais amido (aguada). Nio foi medicado. O
animal morreu em fevereiro de 2003. Nio existe
animal doente na propriedade.
O animal encontra-se em bom estado, gordo e sem
nenhum sintoma clinico aparente.
Animal clinicamente sadio. O proprietario
desconhece a presengca de animais doentes na
propriedade. O animal foi vacinado contra raiva em
janeiro. O  animal continua  trabalhando
normalmente.
O animal nd@o apresentou nenhuma alteragio entre a
ultima coleta e esta. O animal continua trabalhando
normalmente apesar da idade. Clinicamente ndo
apresenta nenhuma alteragdo significativa. O

tratador ndo sabe da existéncia de animais doentes

na propriedade. Neste periodo o animal ndo foi
vacinado (raivd) e ndo tomou nenhum tipo de
medicamento.

Animal ndo esta e nem esteve doente. Animal sente
cansaco quando € movimentado e sobe ladeira. Nio
existe animal doente na propriedade. O animal esta
na propriedade ha 3 anos, foi comprado no préprio
municipio de Araguai.

Animal ndo apresenta sintomas

Animal trabalhando normalmente. Ndo apresenta
nenhuma alterag¢do clinica visivel. Animal nio foi
medicado nos ultimos seis meses (nem vacina, nem
vermifugo e antibidticos). Animal em boas
condi¢cdes nutricionais. O animal é mineralizado
normalmente.

Animal trabalhando normalmente, sem nenhuma
altera¢do clinica visivel. Animal mineralizado
constantemente.

Animal trabalhando normalmente, sem nenhuma
alteracdo clinica visivel. Animal mineralizado
constantemente. Recebeu complexo vitaminico
(Potenay) ha aproximadamente 60 dias.

Potro esta comecando a emagrecer.




