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SUMARIO

As enfermidades infecciosas e parasitérias determinam grandes prejuizos 2 caprino e
ovinocultura e indiretamente 2 saide pitblica. Uma das ferramentas disponiveis para a
amenizar este problema seria o diagnéstico precoce que tem como objetivo disponibilizar
resultados com maior rapidez, seguranca e praticidade. O diagndstico precoce na 4rea
epidemiol6gica pode ser traduzido por uma constante andlise dos dados da vigilancia sanit4ria
e baseados nestes, na implantacido de medidas que evitem uma disseminacio de uma ou vérias
enfermidades, bem como na montagem de programas de controle, erradicacio, dentre outras.
Com relacdo aos métodos laboratoriais, atualmente diversas técnicas imunolégicas e de
biologia moiecular podem ser aplicadas para obtencio de uma resposta rdpida, pritica e
segura €, portanto, realizar um diagndstico precoce. A estabilidade dos sistemas produtivos
sustentével passa pelo uso adequado de tecnologias, manejos eficientes e detecgio precoce de
problemas. A caprino e ovinocultura no Nordeste, é um exemplo deste, pois através do seu
crescimento e modernizagio, favorece um desenvolvimento mais harménico, socialmente
justo e sustentdvel.

INTRODUCAO ]

Na producdo de caprinos € ovinos o sucesso do empreendimentoidepende de virios
fatores, entre os quais figuram, com destaque, as préticas sanitdrias. Estas, quando
organizadas em um sistema de informagdes, fornecem os elementos essenciais acerca da
diversidade e magnitude dos problemas de satide prevalentes na regido, podendo contribui
para as reais necessidades da producio, quer seja leite, carne e pele.

E patente a impossibilidade de quantificagdo da ocorréncia de doengas em populacdes
sem que se disponha de um sistema adequado para sua identificagdo, o qual se apoia,
essencialmente, em dois componentes fundamentais:

- Existéncia de recursos operacionais configurados numa politica nacional e regional de
saide dotada de toda estrutura institucional (oficial e particular) com profissionais
treinados e capacitados;

- Disponibilidade de métodos de diagnésticos confidveis, praticos, rapidos e de baixo custo.
Vale salientar que qualquer que seja a natureza da-enfermidade, todo o processo para

seu tratamento, controle e/ou erradicagdo, se inicia com o diagnéstico. Entretanto, o
diagndstico ndo constitui um fim em si mesmo, se ndo, numa etapa fundamental que
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desencadeia uma série de a¢Oes. O diagnéstico tem grande‘ﬁnportﬁncia epidemiolégica em
um rebanho ou regifio produtora, pois possibilita o planejamento de atividades
multidisciplinares e institucionais no sentido de tracar medidas de controle e/ou prevencdo das
doengas. No animal, individualmente, um diagnéstico precoce conduz normalmente a um
tratamento rapido e eficaz. <

IMPACTO DAS ENFERMIDADES NO SISTEMA DE PRODUCAO DE CAPRINO E
OVINOS

As enfermidades infecciosas e parasitdrias determinam grandes prejuizos a caprino e
ovinocultura e indiretamente a sadide piblica. Como exemplo, apresenta-se 0s custos
necessdrios para o tratamento de algumas enfermidades de pequenos ruminantes (Tabela 1).
Por exemplo, A Artrite Encefalite Caprina (CAE) foi introduzida, no Brasil, a partir de 1978,
através da importagio de animais, para melhoramento leiteiro e hoje, encontra-se disseminada
por todas as regides (mais de 14 estados ja constataram o problema com prevaléncia variando
entre 3 a 49%) causando sérias perdas nesta atividade produtiva. Outra enfermidade em
evidéncia € a Febre Aftosa que constitui uma forte barreira sanitdria e comercial para a
exportagdo. Virias outras enfermidades também causam perdas econdmicas nesta atividade,
tais como: Linfadenite Caseosa, Helmintoses, Eimeriose, Clostridioses, dentre outras.

Tabela 1 - Estimativa do custo de tratamentos, de algumas das principais enfermidades de

pequenos ruminantes, por animal. o

Enfermidades Discriminacio Valor (US$) Valor (R$)
Linfadenite Caseosa 1. Medicamentos 1,44 3,30
2. Mio-de-obra’ 0,08 0,19

Total 1,52 3,49

Pododermatite 1. Medicamentos 1,19 2,73
2. Mio-de-obra’ 0,71 ) 1,64

Total 1,90 ¥ 437

Ectima contagioso 1. Medicamentos . 0,12 : 0,27
2. Mio-de-obra® 0,21 047

Total 0,32 0,74

Ceratoconjuntivite 1. Medicamentos 1,82 4,19
2. Mio-de-obra* 0,41 0,93

Total 2,23 5,12

Eimeriose 1. Medicamentos 5,61 . 1291
2. Mio-de-obra’ 0,61 1,39

Total 8,11 14,30

Ectoparasitas 1. Medicamentos 0,03 0,06
2. Mio-de-obra® 0,14 0,31

Total 0,16 0,37

Mastite 1. Medicamentos 3,24 7,44
2. Mio-de-obra’ 0,51 1,16

Total 3,74 8,60

Fonte: EMBRAPA Caprinos.
* Valor em dolar (junho de 1999) atualizado para real (abril de 2002)
1. Drenagem do material caseoso e troca do dreno ap6s 24 horas.
2. Considerando a média de peso vivo = 30 kg/animal (15 min./dia x 7 dias)
3. Aplicagdo de i6do: 5 min./aplicacdio x 2 vezes/dia x 3 dias = 30 minutos
4. Medicamento - 2 vezes/dia x 6 dias = 60 minutos
5. Medicamento- (2 vezes/dia x 7 dias) (30 min./dia x 3 dias) = 90 minutos
6. Pulverizacio 10 min./animal x 2 banhos = 20 minutos
7. Ordenha + aplicag¢io de compressa quente: 15 min./dia x 5 dias = 75 minutos
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Segundo Silva (1996), que analisou o sistema‘agro-industrial da caprinocultura leiteira
no Brasil, observou, o problema sanitdrio de maior relevancia ainda é a verminose, seguida da

artrite encefalite caprina (CAE).

Na tabela 2, num levantamento realizado em 127 propriedades no Estado do Cear4,
principalmente de caprinos mesticos ‘ou SRD, observam-se, conforme informagdes dos
proprietdrios, as enfermidades e sinais clinicos que acometem os rebanhos caprinos. Um
estudo semelhante foi realizado no semi-drido mineiro (Tabela 3), em rebanhos caprino e

ovino compostos principalmente pelo tipo racial SRD e mesticos.

Tabela 2- Enfermidades e sinais clinicos que acometem os rebanhos caprinos no Estado do

Cearad, 2001.
Enfermidades & Sinais Clinicos Presenca Auséncia Nao sabe informar
Nuamero % Namero % Nimero
Helmintoses 104 81,9 19 15,0 4 3,2
Diarréia 100 78,7 24 18,9 3 2,7
Aborto 96 75,6 26 20,5 5 3,9
Pododermatite 86 67,7 35 27,6 6 4,7
Linfadenite Caseosa 85 66,9 37 29,1 5 3,9
Ectoparasitoses 81 63,8 42 33,1 4 3,2
Mamite 65 51,2 56 441 6 4,7
Pneumonia 57 44,9 65 51,2 S 3,9
Ectima contagioso 42 33,1 80 63,0 5 39
Ceratoconjuntivite 37 29,1 85 67,0 5 3,9
Sintomatologia Nervosa 33 26,0 89 70,1 5 3,9
Malformagao fetal 19 1,0 103 81,1 5 39
Criptorquidismo 14 11,0 108 85,0 5 39
Prolapso de vagina/itero 14 11,0 108 85,0 5 39
Artrite 11 8,7 110 86,6 6 4,7
Febre aftosa 3 24 119 937 vy S 3,9
Raiva 1 0,8 121 95,3 -5 39

Fonte: Pinheiro (2001).

Tabela 3- Enfermidades e sinais clinicos nos rebanhos pesquisados no norte de Minas Gerais,

2001.
Enfermidades /Sinais Clinicos Presenca
Nuamero %
Linfadenite Caseosa 100 47,9
Aborto 86 41,2
Ectoparasitoses 63 30,0
Diarréias 56 26,8
Ectima Contagioso 44 21,0
Mamite 33 15,8
Ceratoconjuntivite 31 15,8
Pododermatite . 26 12,4
Pneumonia 26 12,4

Fonte: Gouveia et al. (2002) — Comunicagio verbal.
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S

METODOS DE DIAGNOSTICO N

O diagnéstico das doencas em animais pode ser realizado através de dois
procedimentos: o método clinico e o método epidemiolégico. As etapas nos dois métodos sdo
muito semelhantes. O método clinico aplita-se no individuo, enquanto, o método
epidemiol6gico mais abrangente, se aplica a um rebanho ou uma regifo produtiva indicando
as possiveis causas e fatores de risco envolvido s no problema e suas medidas de controle. Na
tabela 4 estdo relacionados as caracteristicas de cada método.

Tabela 4 — Caracteristicas dos métodos de diagndstico

Etapas Caracteristicas dos Métodos de Diagnéstico
Clinico Epidemiolégico
Base da informagao Animal doente ou sio Rebanho doente ou sao
Coleta de informacdes Anamnese ¢ dados Dados da 4rea afetada da
individuais ambiéncia
Tipo de exame Exame fisico geral e especial Inspecdo da 4rea em geral e
particular a determinados
servicos
Hipétese Diagnostico clinico Hipo6tese epidemioldgica
Medidas tempordrias Tratamento inicial Recomendacdes gerais
Laboratério Exame de amostras corporais Exame de dguasalimentos e
(Sangue, urina, etc) outras amostras
Diagnéstico Diagnéstico definitivo Diagnéstico epidemioldgico
Medidas definitivas Tratamento definitivo Medidas de controle
Registro da acdo efetuada Histéria clinica Ficha epidemiolégica; Informe

Fonte: Cortes (1993).

Os métodos de diagndstico laboratoriais tiveram o seu inicio no século XEX através
dos estudos de Pasteur com testes de aglutinagfo e evoluiram com os avango da imunologia e
da biologia. Atualmente, um dos maiores desafios da ciéncia moderna e da medicina
veterindria € a aplicagdo dos avancos basicos da imunobiologia, imunoquimica e da biologia
molecular no diagnéstico e procedimentos terapéuticos tteis.

Nas duas tltimas décadas, as técnicas laboratoriais na drea de imunologia e biologia
tem tornado-se cada vez mais refinadas, precisas e simples. Por causa da sua inerente
sensibilidade e especificidade, estes métodos tem agora um papel central nos modernos
laboratérios de ciéncia.

O diagnostico precoce tem como objetivo em medicina veterindria melhorar a
disponibilidade, acurdcia e precisdo, além de disponibilizar resultados com maior rapidez,
assegurando uma correta interpretagio.

DIAGNOSTICO PRECOCE

O diagnostico precoce refere-se a detecgdo do problema ou de uma enfermidade o
mais répido possivel, podendo utilizar ferramentas clinicas, epidemiolégicas e laboratoriais.
Num diagnéstico precoce ideal caracteriza-se por ser: rdpido, pratico, seguro, baixo custo,
apresentar alta sensibilidade e especificidade e necessitar de poucos equipamentos e infra-
estrutura.
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As vantagens do diagn6stico precoce sdo: rapidez, facil leitura e resultado, seguranca
¢ controle mais eficiente das enfermidades. Enquanto que as suas desvantagens, sdo:
Geralmente mais caro, necessita freqiientemente de equipamento, drea laboratorial e de
pessoal qualificado e treinado.

A importancia do diagnéstico precoce para os pequenos ruminantes é ressaltada pelo
reconhecimento de animais do rebanho antes da fase clinica da enfermidade, retirada rdpida
de animais enfermos do rebanho, menor niimero de animais exposto a contaminagio, reducéo
dos gastos com tratamentos, reducdo dos gastos com sacrificio e abate de animais, redugdo
das perdas com producdo (carne/leite/pele), controle mais eficiente das enfermidades,
incremento na exportagdo de produtos, barreira sanitdria mais eficiente e facilitar o manejo
sanitario.

O diagnéstico precoce pode ser utilizado quando é necessdria uma resposta € agio
rapida e efetiva, tais como: importagdo de animais ou material bioldgico que ficario em
quarentena, Vigilancia Sanitdria — transito de animais no pais, fases avancadas de programas
de controle de enfermidade, programas de erradicacio de enfermidades e diagndstico de
enfermidade de animais de alto valor genético.

METODOS DE DIAGNOSTICO PRECOCE

O diagn6stico precoce na drea epidemiolégica pode ser traduzido por uma constante
andlise dos dados da vigilancia sanitdria e baseados nestes na implantagdo de medidas que
evitem uma disseminagdo de uma ou vérias enfermidades, bem.como na montagem de
programas de controle, erradicagdo, dentre outras.

Com relagdo aos métodos laboratoriais, atualmente diversas técnicas imunolégicas €
de biologia molecular podem ser aplicadas para obtencdo de uma resposta rdpida, prdtica e
segura e, portanto, realizar um diagndstico precoce. Algumas técnicas mais importantes para o
diagnoéstico das principais enfermidades dos pequenos ruminantes sdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Técnicas de diagnéstico precoce das principais enfermid‘a@és dos pequenos
ruminantes, no Brasil. .

Enfermidades Testes padronizados
Brucelose ELISA', PCR'
CAE ELISA, Dot Blor’, PCR®, Imunofluorescéncia®
Febre Aftosa ELISA®, PCR*
Linfadenite Caseosa ELISA’, Dot Blof’
Lingua Azul ELISA’, PCR’
Micoplasmose PCR®, Imunofluorescéncia®, ELISA®
Raiva ELISA'’, PCR!!, Dot Blot'
Toxoplasmose ELISA13, PCR"
1- Bastuji (2000) 6- Vaiseh (1990) 11- Tto et al. (2001)
2- Pinheiro et al. (2001) 7- Billinis et al. (2001) 12- Jayakumar et al. (1996)
3-  Andrioli (2001) 8- Bajmocy et al. (2000) 13- Esteban et al. (1998)
4- Reid et al. (1998) . 9- Thiaucourt et al. (1996)
5-  Alves (1988) 10- Esterhuysen et al. (1995) *
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Dentre os métodos de diagndstico laboratorial precoce destacam-se os:

Y

METODOS DIRETO

Estes métodos detectam o préprio agente (bactérias, virus, fungos, parasitas, dentre
outros) ou fragmentos do seu material nucléico (DNA ou RNA).

Reacio em Cadeia da Polimerase (PCR)

Os primeiros trabalhos sobre 0 uso da PCR no diagnéstico veterindrio apareceram no
final dos anos 80. Esta técnica pode detectar pequenas quantidades de DNA e RNA
presentes no material analisado, amplificando-o em quantidades identificdveis. Até mesmo
patégenos de dificil crescimento em cultivo ou que se encontrem sob estado de laténcia,
integrados ao genoma do hospedeiro, ou, ainda, microrganismos mortos, podem ser
detectados por este método. A amplificacio in vitro dos 4cidos nucléicos permite a
obten¢do de milhares de cdpias de uma seqiiéncia especifica de DNA. Desta forma, a PCR
vem sendo adotada mundialmente na pesquisa de microrganismos devido 2 sensibilidade,
especificidade e rapidez de seus resultados. E possivel detectar o DNA proviral de virus um
dia ap6s a infecdo dos cultivos celulares, e de apenas uma célula infectada em um cultivo
de 10° c€lulas, sendo a técnica mais eficiente em detectar DNA no sangue nos estigios
iniciais da doenca.

Existem vidrios tipos de PCR, tais como: PCR Nested, PCR duplo-Nested, RT-PCR,
dentre outros.

A PCR Nested ou PCR duplo Nested aumenta a sensibilidade quando comparada 2
PCR simples, enquanto que a combinagdo do uso de PCR miuiltiplos reduz o nimero de
falsos negativos. Porém, estas técnicas sdo mais caras e trabalhosas, além de apresentar, no
caso da PCR Nested grande risco de contaminagio do laborat6rio com DNA amplificado
levando a ocorréncia de falsos positivos. Quanto ao RT-PCR esta técnica é *u?'-lizada,
principalmente, para a detec¢io de enfermidade causadas por virus RNA. ‘

A técnica da PCR tem sido utilizada para a pesquisa do DNA—proviral do lentivirus
de caprinos em diferentes amostras como: sangue, liquido sinovial, leite e soro do leite,
tecidos, sémen, fluidos uterinos e embrido (Figura 4). No caso especificamente dos
lentivirus dos pequenos ruminantes (LVPR), & particularmente importante para a
identificagdo de animais que apresentam soroconversdo tardia ou de resultado sorolégico
duvidoso. Porém, parece néo haver relagéo entre o titulo de anticorpos e o aparecimento de
bandas positivas 2 PCR no sangue e nem todas as amostras positivas aos testes sorolégicos
que sdo também positivas na PCR.
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Fonte: Andrioli, 2001.

Figura 4 - Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. Reacdo em cadeia
da polimerase — PCR Nested de amostras de fluido uterino de cabras
infectadas com o CAEV, bandas de 185pb. Sendo M — marcador
DNA Ladder; 2 e 4 - amostras positivas; 1, 3, 5, 6, 7 ¢ 8 — amostras
negativas; 9 — controle negativo e 10 - controle positivo.

A PCR poder4 ser utilizada em programas de erradicacio para identificar os animais
nio diagnosticados por sorologia. Devido ao alto custo e aos resultados discordantes entre
testes sorologicos e PCR, sugere-se que esta técnica seja empregada para esclarecer
resultados soroldgicos indeterminados ou negativos.

Hibridizacfo in situ (HIS) - ey

Esta técnica € muito sensivel e consiste na identificagio de segmentos especificos de
acido nucléico, encontrados em tecidos ou células infectados, capazes de serem detectados
por sondas de DNA marcadas por enzimas ou por radioatividade. E de uso limitado, em
decorréncia de ser laboriosa e dispendiosa para ser utilizada em rotina de diagnéstico,
entretanto pode ser utilizada para dirimir resultados duvidosos.

Ensaios Imunoenzimaticos (ELISA, Imunohistoquimica, dentre outros)

Os testes imunoenzimiticos para deteccio de antigenos sio, também, formas de
diagnéstico direto do agente. Estes testes, necessitam de anticorpos marcados com enzimas
contra os agentes causais, 0 que muitas vezes exigem anticorpos monoclonais, especifico
para cada agente infeccioso.

- METODOS INDIRETOS

Os métodos de diagnéstico indireto se caracterizam pela deteccio de anticorpo anti
0 agente causal. A sorologia para detec¢do de enfermidades é uma forma funcional de
diagnéstico, podendo ser realizada através de técnicas como: imunodifusio em gel de agar,
imunofluorescéncia indireta, Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) indireto, Dot-
Blot e immunoblotting. Na Tabela 6 encontra-se a sensibilidade relativa de v4rios ensaios.
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Tabela 6- Sensibilidade relativa de ensaios para antigenos e anticorpos

Técnica . Sensibilidade
aproximada(/dL)

Dosagem de proteina (Biureto / refratometria) 100 mg
Imunoeletroforese 5-10 mg
Imunofixacfo 5-10 mg
Imunodifusdo simples <12mg
IDGA <1mg
Contra-imunoeletroforese < 100 pg
Fixagio de complemento 1pg
Aglutinacio 1ug
Inibi¢do da Hemélise Sinérgica (SHI) 1ug
Ensaio imunoenzimético (ELISA) <lpg
Dot-Blot <1pug
ELISA com sistema de amplificacdo (Biotina/avidina ¢ Quiluminescéncia) <lpg
Imunofluorescéncia < lpg
Radioimunoensaio <lpg

Fonte: Stites et al. (1995) — modificado

Imunodifusio em gel de Agar (IDGA)

Devido a praticidade na coleta das amostras e ao baixo custo/beneflclo a deteccdo de
anticorpos, ¢ amplamente utilizada, sendo a IDGA recomendada para o diagnéstico inicial
num rebanho ou regido onde seja desconhecida a prevaléncia de enfermidades. Este teste é
recomendado pela Organizagdo Internacional de Epizootias para o diagndstico de infecgio
por lentiviroses de pequenos ruminantes (LVPR). O teste de imunodifusio dupla de
Ouchterlony fundamenta-se na difusdo de anticorpo e antigeno em uma base semi-sélida
contendo 4gar ¢ eletrolitos. Quando antigeno e anticorpo se encontram em concentragoes
equivalentes, interagem e precipitam, formando imunocomplexos estdveis que padem ser
visualizados como linhas de precipitacio

O teste de microimunodifusio (MIDGA), reduz o custo por diminui
comparativamente a quantidade de antigeno necessério no teste. O MIDGA mais utilizado é
o hexagonal por apresentar melhores resultados, dado que a amostra de soro a ser testada
fica posicionada entre dois padrdes positivos, facilitando a leitura do resultado.

No caso dos LVPR, as proteina gp 135(glicoproteina) e p28(proteina nuclear) (Figura
5 e 6) sdo as responsdveis pelas linhas de precipitacdo observadas no teste de IDGA, sendo
que o antigeno gp 135 detecta maior nimero de caprinos infectados do que o antigeno p28,
ainda que alguns animais desenvolvam resposta anti-p28 na auséncia de resposta anti-gp
135. Salienta-se, portanto, a importancia da escolha dos soros de referéncia utilizados em
testes IDGA, para diagn6stico de infe¢ao por LVPR.
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Fonte: Pinheiro et al. (2001).

Figura 5 - MIDGA realizado com
antigeno (Ag) de CAEV com a proteina
p28. Os pogos 1, 3 e 5 possuiam soro
reagente. O pogo 2 soro positivo, 0 poco
4 soro negativo e o pogo 6 soro fraco
positivo.

Reacio de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

Figura 6 - MIDGA realizado com
antigeno (Ag) de CAEV com as proteinas
p28 e gp 135. Os pogos 1, 3 e 5 possuiam
soro reagente para as duas proteinas. Os
pogos 2 e 6 soro negativo para p28 e
positivo para gp 135. O pogco 4 soro
positivo para as duas protefnas.

"As reagOes de imunofluorescéncia indireta possibilitam a visualizagdo da intera¢do
antigeno/anticorpo, através de uma anti-imunoglobulina com fluorocromos. Estas
substancias sdo capazes de absorverem energia luminosa tornando-se excitadas por um
curto espaco de tempo. Tais substincias passam a liberar tal energia na forma de
fluorescéncia (Figura 7). Os fluorocromos mais comuns sio os do grupo da rodamina
(fluorescéncia vermelha) e o isotiocianato de fluoresceina (fluorescéncia verde).

Fonte: Pinheiro et al. (2001)

Figura 7 — Imunofluorescéncia indireta de soro positivo para LVPR (400x).
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Esta técnica pode ser usada para detectar e titular anticorpos, como também,
identificar ¢ localizar antigenos. Comparando os testes RIFI, IDGA e ELISA, na
pesquisa de anticorpos contra o Lentivirus ovino — virus da Maedi-Visna (MVV),
verificaram que o a RIFI e a IDGA apresentaram concordancia de 94%. Utilizada como
referéncia em outras retroviroses, tais como a Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS), a RIFI chega a 100% de concordincia entre o ELISA e Immunoblotting. E,
também considerada como uma técnica de eleicio para o diagnGstico da toxoplasmose.

Apesar da técnica apresentar uma boa sensibilidade e ser relativamente de baixo
custo, € necesséario um treinamento especifico do técnico, principalmente com relagio a
leitura dos resultados.

Inibicao da Hemdlise Sinérgica (SHI)

Este teste € uma das provas de rotina para detec¢do de anticorpos contra a toxina
da bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis (Linfadenite Caseosa). E um teste que
através da inibicdo ou ndo da hemoélise em placa de petri contendo toxina do
Rhodococcus equi pode-se determinar a quantidade de anticorpos contra o agente. E
uma prova de custo relativo, aplicabilidade, sensibilidade e especificidade. Apresenta
sensibilidade e especificidade compativel em parte com o ELISA e o Dot-Blot.

Negativo (titulo 1:8, 1:16 ¢

1:32) Positivo (titulo 132 e 1:4)

e

Fonte: Embrapa Caprinos

Figura 8 — Teste de Inibi¢do da Hemdlise Sinérgica
(SHI) em cinco amostras de soro ovino em cinco
diluicdes (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32).

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

O ensaio imunoenzimitico (ELISA) se baseia na utilizacio de antigenos ou
anticorpos marcados com enzima, de forma que os conjugados resultantes tenham
atividade tanto imunolégica como enzimdtica. Estando um dos componentes (antigeno
ou anticorpo) marcado com uma enzima e insolubilizado sobre um suporte (placa), a
reacdo antigeno-anticorpo ficara imobilizada e poderd, facilmente, ser revelada
mediante a adi¢do de um substrato especifico que, sob acio da enzima, produzird uma
cor vista a olho nu e quantificado mediante o uso de um espectrofotdmetro (Figura 8).
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Negativo

Controle

Soro 1 Soro 2

Fonte: Pinheiro et al. (2001).

Figura 8 — Placa de ELISA com resultados positivos e negativos para LVPR.

Diversos testes de ELISA foram desenvolvidos para a detecgdo de anticorpos para
as enfermidades de pequenos ruminantes, onde sdo empregados tanto antigenos naturais
como recombinantes. De acordo com o antigeno e a técnica do ELISA empregados
(direto, indireto, sanduiche de competicio, etc) existe uma grande variacdo de
sensibilidade e especificidade. Apesar disto, esta técnica, de uma maneira geral,
apresenta boa sensibilidade e mantém alta a especificidade. Sendo, portanto, indicada na
utilizacdo de diagnéstico precoce, programas de controle e de erradicacdo de
enfermidades.

Dot-Blot (Dot-ELISA ou Dot-imunoblotting)

O Dot-imunoblotting (DB) pode ser usado como método qualitativo para separar
rapidamente um grande nmimero de amostras; ou como uma técnica quantitativa para
determinagdo da concentragdo de antigeno. As amostras sdo aplicadas em uma tira de
nitrocelulose coberta com anticorpos e analisadas por um dos sistemas de deteccdo. A
técnica € usada como um método qualitativo, para avaliar os varios parametros que
afetam a qualidade do immunoblotting apds a transferéncia do antlgeno para a
membrana. ’

No diagnéstico da CAE, o DB é um teste com boa resolucio e baixa reaco
inespecifica sendo mais vidvel que a IDGA e o ELISA indireto para utilizagdo no controle
desta enfermidade, pois além de ser mais sensivel que a IDGA, ndo necessita da
indumentéria tecnolégica do ELISA. E, também, mais barato, mais ripido e,
consequentemente, mais pratico, podendo ser utilizado em eventos (exposicdes, leildes, etc)
ou, até mesmo, no campo.

POSITIVO FRACO POSITIVO  NEGATIVO

5
Fonte: Pinheiro et al. (2001)

Figura 9 - Dot-Blot para o diagnéstico sorolégico de CAE de um pool de
soros positivos, fracos positivos e negativos, testados pelo IDGA.

5
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Immunoblotting ou Western blotting
Em decorréncia de ser uma técnica demorada e laboriosa vem sendo utilizada
somente para esclarecer resultados divergentes e no estudo da composigdo das proteinas
antigénicas, mas com o desenvolvimento de novos aparelhos que multiplicam a
quantidade de testes (immunoblotting) realizados serd mais um método de diagnSstico
precoce de altissima sensibilidade. Na sua execugio, o material protéico viral é separado
por eletroforese e transferido para uma membrana de nitrocelulose. Na membrana, o
complexo antigeno-anticorpo € visualizado através da aplicagio de um conjugado
enzimdtico ao qual se adiciona um substrato que reage com a enzima, dando cor a
reagdo. O immunoblotting detecta anticorpos dependendo da infegdo j4 aos 4 dias pOs-
infecglo, enquanto no ELISA indireto os anticorpos sdo detectados 15 a 20 dias pos
infec¢do. Comprova-se, assim, a alta sensibilidade do immunoblotting para deteccgio
precoce de anticorpos para o virus da CAE. E considerado como teste de exceléncia.

Fonte: Pinheiro et al. "(‘200 1 )

Figura 10 — Immunoblotting de soro positivo para LVPR testado em virios antigenos
(Ag): Ag comercial (AgK), antigeno nacional concentrado(AgL,) e antigeno
nacional purificado por afinidade em coluna anti-LVPR (AgL,CA) e
confrontado com padrio de peso molecular (P1) e controle negativo
(produzido a partir de células de membrana sinovial de caprino ndo
infectada — CN).

Com relagio ao custo de cada prova Reischak (2000) verificou que o teste de
imunoflorescéncia indireta (US$ 1,72) é mais barato que o IDGA (US$ 2.48) entretanto
o autor nio detalha o custo. Pinheiro (2001) com uma anélise detalhada dos custos de
producdo do antigeno e dos testes verificou que o teste MIDGA custava US$ 0,67
enquanto que o Dot Blot era US$ 1,00 e o ELISA US$ 1,22. Provavelmente a diferenga
do custo entre os dois autores possa ser explicada em parte devido a variagio da
quantidade de material utilizada entre as duas técnicas (IDGA X MIDGA).
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PERSPECTIVAS - Marcadores moleculares p;z;% deteccdo de gendétipos resistentes a
enfermidades

As novas técnicas de biotecnologia aliada as metodologias tradicionais deverdo
aumentar ainda mais a produgdo animal que vem sendo observado com os pequenos
ruminantes. O uso de marcadores moleculares, principalmente de DNA, permite que
animais mais resistentes as enfermidades infecciosas e aos distirbios metabélicos se
tornem mais produtivos e precoces.

E interessante lembrar que os animais da mesma espécie possuem 0 mesmo grupo
de genes, ou scja, as informagGes para sintese de proteina, produgdo de anticorpos,
hormoénios, dentre outros. Porque, entdo, hd diferengas em resisténcia a doenga entre
animais da mesma espécie? Essas diferengas sio resultantes de pequenas alteragdes que
ocorrem nas seqiiéncias de nucleotideos (DNA), que constituem a informagéo genética
do animal.

Atualmente o estudo de marcadores moleculares para deteccio de enfermidades
esta mais desenvolvido na espécie bovina, entretanto, € uma ferramenta importante que
pode ser utilizada para associar genes/marcadores A caracteristica de resisténcia a
helmintos, dentre outras enfermidades. Trabalhos de pesquisa tém demostrado a
associagdo entre polimorfismo genético e resisténcia a helmintos em ovinos. Ressalta-se
que até o momento ndo existem estudos de marcadores genéticos associados a
resisténcia a infecg@o parasitria em caprinos.

Portanto, num futuro préximo, o uso de marcadores molegulares para selecionar
pequenos ruminantes resistentes as enfermidades possibilitard um incremento
substancial na produgéo destas espécies.

CONSIDERA COES FINAIS

Os avangos nos métodos de prevengdo e controle das enfermidades demandam
pesquisas nas dreas tecnoldgicas e cientificas em medicina Vgterindria. Em
conseqiiéncia desses avangos no processo de produgio e melhoria na sanidade animal,
cita-se o diagnéstico precoce, que auxilia a obtengdo de animais mais saudéveis,
produtos de qualidade e incremento na pauta de exportagio.

A estabilidade dos sistemas produtivos sustentdvel passa pelo uso adequado de
tecnologias, manejos eficientes e detecgdo precoce de problemas. A caprino-
ovinocultura no Nordeste, ¢ um exemplo deste, pois através do ‘seu crescimento e
modernizacdo, favorece um desenvolvimento mais harménico, socialmente justo e
sustentdvel.
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