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Resumo: A técnica de imunodifusdo em gel de agar (IDGA) ¢
empregada mundialmente como método de triagem e monitora-
mento das fases iniciais de programas de controle das lentiviroses
de pequenos ruminantes, mas apesar da boa especificidade, a
IDGA pode apresentar resultados falso-negativos. Este trabalho
teve como objetivo padronizar o teste Dot-Blot (DB) para a
deteccdo de anticorpos, em caprinos, contra o Lentivirus
Caprino (LVC), utilizando antigeno experimental preparado a
partir do virus total, e compara-lo com a IDGA e com ELISA
indireto (ELISA-i). Na realizagdo do (DB) a membrana de nitro-
celulose (MN) foi disposta num aparelho de blot de 96 pogos
acrescentando antigeno com uma concentragdo de 0,5 mg de
proteina/pogo. Colocaram-se as tiras de MN em tubos de ensaio
contendo soro teste diluido (1:50). Apds, distribuiu-se o conju-
gado (peroxidase IgG coelho anti-cabra) diluido 1:500 em PBS-T
e revelou-se a MN numa solugédo de DAB/4-Cloronapthtol. Num
total de 327 amostras verificou-se que o ELISA-i detectou 209
caprinos positivos, o DB detectou 200, enquanto a IDGA detec-
tou 144 animais. O DB mostrou concordincia de 90,2%
(p<0,01) com o Elisa-i. O DB ¢ um teste mais sensivel que a
IDGA e comparavel ao ELISA-i, além de ndo necessitar da indu-
mentaria tecnologica do ELISA-i, podendo ser utilizado em
eventos agropecuarios ou até mesmo na propriedade.
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Summary: The imunodifusion in agar gel technique (IDGA) is
used worldwide as a screening method of monitoring the initial
phases of programs to control lentivirosis of small ruminants.
Despite of the good specificity, the IDGA can present false-ne-
gative results. The objective of this work was to standardize the
Dot-Blot test (DB) for the detention of antibodies against
Lentivirus Caprine (LVC), using a prepared experimental antigen
from the total virus. The DB was compared with the IDGA and
indirect ELISA (ELISA-i) tests. The DB test was accomplished
by used a nitrocelulose membrane (MN) in a device of blot of
96 wells and the antigen placed in a concentration of 0.5 mg of
protein/well. The strips of MN placed in separated tubes and
serum tests added at dilution of 1:50. After that, the conjugated
peroxidase IgG rabbit anti-goat diluted 1:500 in PBS-T was
incubated for 60 minutes. The DAB/4-Cloronapthtol solution
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was used to reveal the reaction. From a total of 327 samples, we
verified that the ELISA-i detected 209 positives goat, the DB
detected 200, while the IDGA 144 animals. The DB showed
agreement of 90.2% (p<0.01) with the Elisa-i. The DB is a test
more viable than the IDGA and comparable to the ELISA-i test.
Besides being more sensible than the IDGA, it does not need the
technological equipment of the ELISA-i, being able to be used
in animals for events or in the field.

Keywords: Goat, Lentivirus, Dot-Blot

Introducao

A artrite encefalite caprina (CAE) ¢ uma infecgdo
causada por lentivirus e encontrada em todos os
continentes (Adams et al., 1984), com alta prevaléncia
nos rebanhos mais tecnificados para a produgdo leiteira
(Rowe e East, 1997), causando consideraveis perdas
econdmicas para a produgdo caprina (Greenwood,
1995).

Devido aos custos menores e a praticidade, os méto-
dos soroldgicos sao largamente usados na detecgdo de
anticorpos contra os lentivirus de pequenos rumi-
nantes (LVPR), sendo a imunodifusdo em gel de agar
(IDGA) e o enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA) os mais usados. Estes testes podem diferir no
método de preparo do antigeno ou na cepa de virus
usada e desta forma no contetdo e espectro de protei-
nas virais (Celer Jr. et al., 1998).

Existe um interesse crescente no diagnostico
sorologico dos LVPR usando técnicas rapidas, simples
e de baixo custo. O Dot-Blot (DB) ¢ um teste atrativo
com alta sensibilidade para aplicagdo de rotina, em
virtude dos procedimentos permitirem a realizagdo de
dezenas de ensaios em tira de nitrocelulose para
detecgdo de anticorpos.

Este trabalho teve como objetivo desenvolver o teste
DB para a detecgdo de anticorpos contra LVPR, em
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caprinos, utilizando antigeno experimental preparado a
partir do virus total, comparar com a IDGA utilizando
antigeno comercial e com o ELISA indireto (ELISA-i).

Material e métodos

Producio do antigeno

Na produgdo de suspensdes e titulagdes do
lentivirus caprino (LVC) foram utilizados cultivos
secundarios de células de membrana sinovial caprina
(MSC) obtida por explant a partir de cabrito compro-
vadamente negativo para LVPR.

Para a produgdo da suspensdo viral, utilizou-se
amostra padrdo (CAEV-Cork, gentilmente cedida pela
Universidade Federal Rural de Pernambuco, oriunda
do Laboratoire Associé de Recherches sur les Petits
Ruminants — INRA, ENVL, France) do LVC com titulo
inicial de 10-5,3 TCID50/mL. O titulo, calculado
segundo Reed e Muench (1938), foi definido como a
reciproca da maior diluigdo que apresentou, 14 dias
apos inoculagdo, sincicios em 50% dos pogos inocula-
dos, correspondendo a uma dose formadora de sincicio
(DFS). Monocamadas semiconfluentes (70 a 90% de
confluéncia) de MSC cultivadas em garrafas roller
foram inoculadas, 72 a 96 horas apos passagem com
200 DFS/MI. Coletou-se o sobrenadante, semanal-
mente, por trés vezes ou até a destrui¢ao de 75% da
monocamada. Os sobrenadantes coletados, bem como
as garrafas na tltima coleta foram conservados a — 80 °C
para produg@o do antigeno.

Na produgdo do antigeno, os sobrenadantes das
coletas iniciais ¢ o conteudo das garrafas congeladas
sofreram dois ciclos de congelamento e descongela-
mento e foram clarificados por centrifugagdo a 3.300 g
a 4 °C por 20 minutos. A suspensdo clarificada foi
precipitada com PEG-8000 a 40% até a concentragao
final de 8%, por 18 h a 4 °C, sob lenta agitagdo, segui-
da de nova centrifugacdo a 4 °C a 12000 g por 60 min
(Reis e Leite, 1994). O sedimento foi suspenso em
TNE (10,0 mM Tris-HCI, pH 7,4; 10,0 mM NaCl; 1,0
mM EDTA) na proporgao de 10% do volume original
da suspensdo viral e ultracentrifugado em colchao de
sacarose (25% em TNE) a 42000 g por 120 min a 4 °C
(Houwers et al., 1982). O sedimento foi suspenso em
PBS (0,05 M; 0,15 M NaCl; pH 7,4) contendo 2 x 10* M
de phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF). A concen-
tragdo de proteina total foi determinada pelo método de
Lowry et al. (1951) e o antigeno mantido a 4 °C até a
realizagdo dos ensaios imunoenzimaticos.

Controle negativo

Um controle negativo (antigeno de cobertura nega-
tivo) foi preparado com células de MSC e submetidas
a0 mesmo processo aplicado nas células infectadas,
com o objetivo de verificar a influéncia das proteinas
celulares na especificidade do DB.
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Producao do conjugado

As imunoglobulinas (IgG’s) foram obtidas por pre-
cipitagdo com sulfato de amonio (McKinney e
Parkinson, 1987). Utilizou-se a cromatografia por
afinidade em coluna de proteina A imobilizada em
sefarose CL-4B pelo método do brometo cianogénico
(Pharmacia Biotech. Cat. N° 17-0780-01) para purifi-
cacdo das IgG. A proteina total foi dosada (Lowry et
al., 1951) e as IgG’s purificadas foram liofilizadas. O
soro hiperimune, foi obtido por inoculagdo de coelhos
jovens, segundo Hurn e Chantler (1980), por via sub-
cutanea, com 1,0 mg de IgG caprina emulsificada em
adjuvante completo de Freund. Conjugou-se o soro
hiperimune com peroxidase (Sigma. Cat. N° P 8375)
através do método do periodato (Nakane e Kawoi,
1974).

Dot-Blot (DB)

O DB foi desenvolvido e padronizado a partir da
metodologia descrita por Stott (1989). A membrana de
nitrocelulose (MN) (Membrana de nitrocelulose
SIGMA Dura-blottm, com poro de 0,45 mm. Cat. N’
N 9641) foi dividida em partes de 11 x 7,5 cm, e
disposta num aparelho de blot (Minifoldtm SRC-96,
Schleicher & Schuell, INC. Keene, N.H.) de 96 pogos
onde adicionou-se, em cada poco, 35 pL de uma
solugdo de PBS-T (PBS Tween-20 a 0,05%) e Ag
numa concentragdo de 0,5 pg de proteina/pogo. A MN
foi cortada em tiras contendo cada uma dois pogos
sensibilizados com antigeno. Os sitios livres de liga-
¢do de proteinas presentes foram bloqueados pela
adicdo do tampdo (PBS com 2% de caseina) por 60
minutos. Colocaram-se as tiras de MN em tubos de
ensaio contendo soro teste diluido em PBS-T (1:50)
por 60 minutos. Distribuiu-se o conjugado diluido
1:500 em PBS-T, por 90 minutos. Revelou-se a MN
numa solucdo de DAB/4-Cloronapthtol (solugao A- 12
mg de Diaminobenzidine (3,3’-Diaminobenzidine
(DAB) — Sigma. Cat. N’ D 5637) em 12 mL de PBS,
solu¢do B- 5 mg de 4-Chloronapthol (Sigma. Cat. N°
C 8890) adicionado a 2 mL de metanol e 10 mL de
PBS. Entre cada etapa foram realizadas 4 lavagens
com PBS-T (PBS mais tween 20 a 0,5%). Misturou-se
as duas solucdes A e B e acrescentou-se 10 puL. de H:0:
a 30% por 15 minutos, ao abrigo da luz. Na leitura
foram considerados positivos todos aqueles soros que
desenvolveram uma reagdo de cor, fraca ou forte. O
soro negativo nao desenvolveu cor.

ELISA indireto (Elisa-i)

Foram utilizadas microplacas flexiveis, de polivinil,
de 96 pogos, de alta capacidade de adsorgdo
(Microtest IIT — Falcon / USA. Cat. N° 3912). A sensi-
bilizagdo das placas foi realizada com 0,5 mg de
antigeno em tampao carbonato-bicarbonato (0,05 M,
pH 9,6) incubadas por 4 horas a 37 °C. Apos a
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incubacdo lavou-se duas vezes com solucdo de
lavagem (solugdo salina 0,9%, 0,05% de Tween 20).
Bloqueou-se os sitios livres com tampao (PBS 2% de
caseina) a 37 °C em camara umida, por 60 minutos.
Em seguida as placas foram lavadas por duas vezes.
Foram distribuidos na placa, 100 mL dos soros teste,
em duplicata, e dos soros padrao positivo ¢ negativo
(em quadruplicata), diluidos 1:50 em tampdo de
incubagdo (PBS, 0,25% de caseina e 0,05% de Tween
20), onde permaneceram por 60 minutos a 37 °C, em
camara imida. Apds a lavagem (seis vezes) distribuiu-se
100 pL do conjugado anti-IgG caprina marcado com
peroxidase na diluigdo (1:1500) em tampao de
incubagdo e manteve-se por 60 minutos a 37 °C, em
camara umida . Lavou-se novamente as placas por seis
vezes e as reacOes foram reveladas pela adicdo de
100 pL do substrato, uma solugdo de 0,2 mg/mL de
s-phenylenediamine (OPD) (Sigma. Cat. N° P 9029) e
0,02% (v/v) de H202 em tampado citrato-fosfato (0,1 M,
pH 5,0), por 15 minutos a temperatura ambiente ao
abrigo da luz. A reacdo foi parada com 20 pL de
H2S04 (diluido 1:20). A intensidade da cor da reagdo
foi determinada por absorbancia em espectro-
fotometro (Multiskan — MS, Labsystems) em 492 nm
de comprimento de onda.

IDGA

Foi utilizada a microtécnica de IDGA descrita por
Gouveia et al. (2000) realizada em agar a 0,9% em
tampao borato, utilizando 30 pl de soro/antigeno (Ag)
comercial, derivado de culturas de células de mem-
brana sinovial infectadas pelo lentivirus ovino con-
tendo as proteinas: glicoproteina 135 (envoltorio viral)
e proteina estrutural p27 (capsideo). A leitura foi reali-
zada 48-72 horas apds, com luz indireta sobre fundo
escuro, sendo considerada definitiva a ultima leitura.

Soro caprino

Na padronizagdo do ponto de corte do ELISA-i
foram selecionados 56 soros de caprinos de dois
rebanhos sem raga definida, negativos para detecg¢ao
de anticorpos para LVC pelo IDGA, oriundos da
regido tradicionalmente caracterizada pela criagdo
extensiva. Para a comparagao dos testes foram utiliza-
dos amostras do Banco de Soros do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva da Escola de
Veterinaria - UFMG (273 soros) e de duas fazendas do
estado do Ceara (54 soros).

Validacao do Dot-Blot

Realizou-se um estudo comparativo dos resultados
obtidos nos testes de IDGA, ELISA-i e DB. Foram
avaliados sensibilidade relativa, especificidade relati-
va, valor preditivo positivo e negativo, ¢ eficiéncia. Os
resultados dos testes foram comparados através do
teste de qui-quadrado com correcdo de Yates (c2)
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(Tyler e Cullor, 1989). Calculou-se, também, o indice
Kappa entre os resultados dos testes.

Resultados

O Ag produzido para o DB e ELISA-i apresentou
uma concentra¢do protéica de 2,2 mg/mL. Testou-se
este Ag na IDGA contra o soro padrio anti-
-MVV/CAEV e o mesmo apresentou duas linhas de
dificil visualizag@o o que inviabilizou a utiliza¢do deste
na IDGA. Na avaliagdo da concentragdo protéica do Ag
comercial para IDGA verificou-se a quantidade de
12,95 mg/mL. A padronizagio do DB foi realizada
através de uma série de simulagdes variando a quanti-
dade de proteina de Ag por pogo, o bloqueio, bem como
as dilui¢des de soro e do conjugado. A dilui¢do do soro
que apresentou melhores resultados foi de 1:50 ¢ a
menor quantidade de Ag que apresentou uma boa visua-
lizagdo foi de 0,5 pug de proteina. A padronizagdo da
diluigdo do conjugado utilizou as dilui¢des de 1:300,
1:500, 1:700 e 1:1000 frente a quatro concentragdes de
antigeno/pogo: 1,0 pg, 0,5 ug, 0,25 pg e 0,125 ng. Foi
observado que a dilui¢do do conjugado de 1:500 apre-
sentou melhor resultado com menos reagdes inespecificas
frente ao soro negativo e que a concentragdo de 0,5 ug
de antigeno apresentou boa visualizagdo frente ao soro
positivo.

Na analise das solugdes de bloqueio: PBS + leite em
p6 desnatado 3% (LPD); PBS + caseina 2% e
PBS/Tween20 0,3% com as MN sensibilizadas com
0,5 ug de proteina e diluigédo do soro e conjugado de 1:50
e 1:500, respectivamente, verificou-se que todos as trés
apresentaram bons resultados, entretanto a solugdo de
bloqueio que apresentou menores reagdes inespecificas
do soro negativo foi o bloqueio de caseina 2%.

Na Figura 1 consta o resultado da padronizagdo do
teste de DB. A MN sensibilizada com 0,5 ug de pro-
teina do antigeno foi bloqueada com uma solugao de
PBS/Caseina 2% e adicionados pool de soros posi-
tivos, fraco positivos e de soros negativos, testados
pela MIDGA, numa diluigdo de 1:50.

Os soros positivos apresentaram no DB uma res-
olugdo caracterizada pela cor forte e indicando no sis-
tema uma reacao especifica antigeno-anticorpo.

O ELISA-i foi padronizado no sentido de se obter
diferenca maxima entre as densidades oticas (DO) de
soros negativos e positivos. Para determinagdo do
ponto de corte utilizou-se a média da percentagem da
DO de 56 soros de animais negativos pelo IDGA,
oriundos de rebanhos seguramente isentos do LVC,
mais trés desvios padroes. De acordo com estes
critérios chegou-se ao resultado de 11,72%. Estes 56
soros foram testados também pelo DB e apresentaram
resultados negativos.

Como controle negativo verificaram as reagoes
imunogénicas dos soros positivos e negativos (diluigdo
de 1:50) frente a um controle celular nio infectado.
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Quantidade de antigeno - 0,5 pg/pogo
Diluigao do conjugado - 1:500
Diluigdo do soro - 1:50

Figura 1 - Resultado final do Dot-Blot para o diagnéstico de LVC de
um pool de soros positivo, fraco positivo e negativo

Todos os resultados do DB, utilizando soros positivos e
negativos, foram negativos nas varias concentragdes de
proteina, de 0,016 pg a 2,0 ug, do cultivo de células de
MSC, indicando que as proteinas das células da MSC
ndo influenciaram os resultados.

Verificou-se que o ELISA-i detectou 209 caprinos
positivos, o DB detectou 200, enquanto a IDGA detec-
tou 144 animais de 327 soros analisados (Tabela 1).

Tabela 1 - Resultado do teste de soros de caprinos pelo IDGA,
ELISA-i e Dot-Blot para o diagndstico de anticorpos contra
LVPR

Pos % Neg % Total
IDGA AgK 144 44,04 183 55,96 327
Dot-Blot 200 61,16 127 38,84 327
Elisa-i" 209 63,91 118 36,09 327

* Positivo (DO> 11,72% em relagdo ao padrio positivo (pp)
Negativo (DO< 11,72% do pp)

Tabela 2 - Comparagdo dos resultados de soros caprinos
testados pelo Dot-Blot e pelo ELISA-i para a detecgao de
anticorpos contra LVPR

Elisa-i*
Pos Neg Total
Dot-Blot  Pos 191 9 200
Neg 18 109 127
Total 209 118 327

“Positivo (DO>11,7% em relagao ao padrao positivo)
Negativo (DO< 11,7% do pp)

Presumindo o ELISA-i como o teste referéncia, a
comparagdo com o DB revelou concordancia de
90,2% (p<0,001) no teste de 327 amostras de soros de
caprinos. Diante destes resultados (Tabela 2) verifica-se
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que o DB ¢ um teste com 6tima sensibilidade e uma
boa especificidade. A especificidade ndo apresentou
resultados melhores aparentemente em decorréncia de
problemas na classificagdo dos verdadeiros negativos,
pois considerando-se o grupo de animais nativos de
fazendas tradicionais do Ceara estes foram negativos
no DB, com 100% de concordancia entre os testes.
Segundo a classificagdo do indice Kappa (Thrusfield,
1995) o DB apresentou uma excelente concordancia
com o ELISA-i (Kappa >0,8).

Discussao

O teste soroldgico inicialmente utilizado no dia-
gnostico de LVPR (Crawford e Adams, 1981) e ainda
largamente utilizado, ¢ a IDGA (Knowles, 1997). Este
teste é recomendado pela Organizagdo Internacional
de Epizootias para o diagnostico soroldgico de
infec¢do por LVPR (OIE, 1996) e ¢ utilizado em pro-
gramas de controle da infecgdo (Knowles, 1997,
Gouveia et al., 2000;). A IDGA apresenta reagao
antigénica cruzada entre isolados de LVC e lentivirus
ovino (LVO) envolvendo todas as principais proteinas
virais. Tanto os soros caprinos com anticorpos contra
CAEV precipitam todas as proteinas do virus da
Maedi-Visna (MVV), como 0s soros ovinos com anti-
corpos contra MV'V precipitam as proteinas do CAEV
(Gogolewski et al., 1985). Devido a esta reagdo cruza-
da e por estar mais disponivel no mercado, em decor-
réncia de uma maior producédo (Cutlip et al., 1977), o
antigeno aplicado neste trabalho foi produzido com
MVYV e contém as principais proteinas do gene env e
gag, a glicoproteina gp135 e a core proteina p28, e os
soros padroes. Convém salientar, que se o antigeno
fosse produzido com LVC a sensibilidade do teste
seria provavelmente maior em até 35% devido ao uso
de antigeno homologo (Knowles et al., 1994).

A importancia da escolha de um antigeno influencia
marcadamente os resultados da IDGA no diagndstico
das enfermidades causadas pelos LVPR. A utilizagdo
de um antigeno com as duas proteinas (gp 135 e p28)
aumentam a sensibilidade. Comparando pela IDGA
dois antigenos da CAEV produzidos com as proteinas
gpl35 e p28, Adams ¢ Gorham (1986) verificaram
que o antigeno gp135 detectava um maior nimero de
animais positivos que o antigeno p28, entretanto, exis-
tiam animais que apresentavam somente anticorpos
contra a p28. Com o objetivo de observarem como a

Tabela 3 - Valores estimados de sensibilidade (Sens), especificidade (Espec), valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo
negativo (VPN), eficiéncia (Efic), indice Kappa e qui-quadrado (c2) para IDGA e Dot-Blot em relagdo ao ELISA-i de 327

amostras de soro caprino

Teste Sens Espec VPP VPN Efic Kappa c”
IDGA 65,6 94,1 95,1 75,8 0,53 138,16 (p<0,001)
Dot-Blot 91.4 92.4 95,5 91,7 0,83 102,53 (p<0,001)

*Qui-quadrado com corregdo de Yates
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expressdo de anticorpos varia durante o tempo em
caprinos soropositivos, Hanson et al. (1996), utilizan-
do a IDGA com antigenos gp135 e p28 do lentivirus
MVYV, verificaram que a expressdo de anticorpos para
CAEV variou ao longo do tempo, mostrando que
reacdes soropositivas e soronegativas podem ocorrer
intermitentemente. Baseado nestes fatos ressalta-se a
necessidade da utilizacdo conjunta das proteinas nos
antigenos para aumentar a sensibilidade da prova.

Parte da validagdo de um teste soroldgico deve
incluir a sensibilidade e especificidade. O ideal seria
realizar comparagao dos resultados do teste com o ver-
dadeiro status de infeccdo do animal, definido por
algum sistema de teste biologicamente independente
(ndo sorolégico). Infelizmente o status de infecgdo do
animal é raramente conhecido, especialmente na CAE
em virtude da patogenia da enfermidade (Heckert et
al., 1992). Knowles (1997) sugere a imunoprecipi-
tagdo e o immunoblotting como referéncia para a com-
paragdo dos testes como critério independente e
seguro de classificagdo da populagdo de verdadeiros
positivos e verdadeiros negativos. Entretanto, no caso
do immunoblotting pode ocorrer desnaturagao de pro-
teinas virais com alteragdo dos epitopos, principal-
mente nas glicoproteinas, durante a eletroforese (SDS-
PAGE) verificada no LVC (Johnson et al., 1983,
Zanoni et al., 1989) e/ou durante a transferéncia das
proteinas do gel de poliacrilamida para membrana de
nitrocelulose (Johnson et al., 1983), o que reduz a sen-
sibilidade deste teste. A imunoprecipitagdo ¢ um teste
muito caro, laborioso e quase impraticavel para a rea-
lizagdo de grande quantidade de testes. Em decorréncia
destes fatores utilizou-se, neste trabalho a sensibili-
dade e especificidade com base nos resultados dos
proprios testes.

O antigeno produzido utilizou o virus completo e foi
usado tanto para o teste ELISA-i como para o DB. Sua
concentragdo foi compativel com a observada por
Castro (1998). Zanoni el al. (1989) relataram que a
utilizagdo do virus completo como fonte de proteinas
antigénicas apresenta vantagens em reduzir resultados
falso-positivos. Este antigeno quando testado no
IDGA contra o soro padrao anti-MVV/CAEV verifi-
cou-se a presenga de duas linhas de dificil visualiza-
¢do o que inviabilizou a utilizagdo deste antigeno na
IDGA. Observacdo semelhante foi constatada por
Abreu (1996) com o antigeno precipitado por polie-
tilenoglicol (PEG) através de metodologia similar.
Provavelmente durante a purificagdo das proteinas a
conformacgdo destas, necessaria no teste de IDGA,
pode ter sido alterada. Entretanto, Castro (1998) veri-
ficou a presenca de duas fortes linhas de precipitagao.

A quantidade maior de proteina encontrada no Ag
comercial (12,98 mg/mL) em comparagdo com o Ag
produzido para o ensaio imunoenzimatico (2,2 mg/mL)
foi verificada em decorréncia da metodologia utiliza-
da. Na producdo do antigeno comercial para o IDGA
foi utilizado uma metodologia que concentra o
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antigeno juntamente com as proteinas encontradas no
sobrenadante, principalmente soro fetal bovino, uti-
lizado para o crescimento celular. Enquanto que na
elaboragdo do antigeno do Dot-Blot as proteinas virais
foram purificadas através da ultracentrifugagdo em
colchdo de sacarose.

Testou-se no ELISA os reagentes do kit comercial e
verificou-se que o soro reagente do Kit, abundante em
anticorpos contra a gp135, ficou abaixo do ponto de
corte, enquanto, o soro positivo, rico em gp135 e p28
foi altamente positivo. Baseado nisto, pode-se inferir
que o ELISA-i, apesar de ser produzido com o virus
total, provavelmente, ndo possui quantidade de gp135
suficiente para a sua detecgdo. O principal compo-
nente do antigeno deste ELISA-i é a proteina p28.
Corroborando com este achado, Celer Jr. et al. (1998)
verificaram, por immunoblotting, que a proteina
gp135 s6 foi evidente em soros fortemente positivos e
que o antigeno utilizado no ELISA produzido tinha
como principal componente a p28. Torfason et al.
(1992) relatam que alguns antigenos, especialmente as
glicoproteinas, sdo sensiveis ao tratamento sofrido na
purificagdo por ultracentrifugagdo em colchdo de
sacarose. Relatam, também, que no inicio dos testes
immunoblotting ¢ ELISA comerciais para o diagnostico
do lentivirus humano (HIV) os glicopolipeptideos
eram pobremente expressados, provavelmente devido
a perda destes durante a prepara¢do. Em virtude da
similaridade antigénica entre os LVPR, explicada pela
seqiiéncia de nucleotideos conservada da regido gag,
que codifica os determinantes antigénicos grupo-
especifico da p28 (Robserson et al., 1982), existem
variacdes nucleotidicas que podem influenciar os
resultados de testes soroldgicos. A sensibilidade e a
confianca dos testes sorologicos nao dependem
somente do tipo do teste utilizado, mas pode ser influ-
enciado pelo método de preparagdo do antigeno usado
no diagnoéstico, na escolha da cepa viral, ¢ dos com-
ponentes virais do antigeno mais relevantes imuno-
logicamente (Celer Jr. et al., 1998). Na analise de
dados de soroprevaléncia, além destes fatores, deve-se
levar em conta que, existem animais que mesmo infec-
tados ndo podem ser diagnosticados sorologicamente
em decorréncia da soroconversdo tardia, varia¢do no
titulos de anticorpos para LVPR durante a vida do ani-
mal (Hanson et al., 1996), heterogencidade genética
das cepas virais (Rosati et al., 1995), laténcia soroldgica
(Perk, 1999) e anergia.

O DB utilizando o antigeno com o virus completo
da amostra CAEV Cork foi superior ao teste IDGA e
comparavel ao ELISA-i. O protocolo desenvolvido
apresentou boa resolugao e reacdo inespecifica baixa,
além, de um bom rendimento, utilizou-se somente 0,5 g
de antigeno e uma diluigdo de 1:500 de conjugado.

Em conclusao, o teste DB utilizando antigeno com
o virus completo mostrou ser um bom teste para o
diagnostico da LVC para avaliar, com praticidade,
grande nimero de animais. Portanto o DB ¢ um teste
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mais viavel que a IDGA e o ELISA indireto para
utilizagdo no controle desta infecgdo, pois além de ser
mais sensivel que a IDGA, ndo necessita da indumen-
taria tecnoldgica do ELISA. E, também, mais barato,
mais rapido e conseqiientemente mais pratico, poden-
do ser utilizado em eventos (exposigdes, leildes, etc).
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