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RESUMO. Este trabalho teve como finalidade pa-
dronizar a técnica de ensaio imunoenzimático indi-
reto (Elisa-i) para diagnóstico da artrite-encefalite 

caprina (CAE) em rebanhos da Microrregião de Ju-
azeiro, bem como comparar os resultados obtidos 
com outras técnicas imunodiagnósticas. Para tal, 
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foram avaliadas 693 amostras de soros sanguíneos 
de caprinos, de 46 propriedades rurais da Microrre-
gião (Campo Alegre de Lourdes, Casa Nova, Curaçá, 
Juazeiro, Pilão Arcado, Remanso, Sento Sé e Sobra-
dinho). Quanto à soroprevalência obtida no Elisa-i, 
1,59% (11/693) dos animais apresentaram anticorpos 
contra o vírus da CAE e 15,22% (7/46) das proprie-
dades possuíram animal soropositivo. Quando na re-
alização do IDGA comercial, apenas 0,29% (2/693) 
das amostras foram positivas. O Elisa padronizado 
demonstrou 100% de sensibilidade e 98,7% de es-
pecificidade, com índice kappa igual a 0,30 se com-
parado ao IDGA comercial. Das 693 amostras, 65 
foram testadas pela técnica de Immunoblotting (IB) 
e por diferentes kits de IDGA. Não houve diferen-
ça nos resultados obtidos nos kits de IDGA, e o IB 
demonstrou maior sensibilidade que o Elisa-i. Por-
tanto, é recomendada a utilização de diferentes técni-
cas, como IDGA e Elisa, a fim de se complementar o 
diagnóstico da CAE em programas de controle.
PALAVRAS-CHAVE. Sorologia, imunodiagnóstico, LVPR, 
CAEV, caprinocultura.

INTRODUÇÃO
O estado da Bahia possui destaque na caprinocul-
tura nacional, detendo o maior rebanho caprino do 
país, sendo que 30,9% deste efetivo encontram-se 
na Microrregião de Juazeiro, representando 10,4% 
do rebanho nacional (IBGE 2008). Dentre as enfer-
midades infecciosas que acometem estes animais, 
uma que merece atenção é a lentivirose caprina 
(LVC), também conhecida como artrite-encefalite 
caprina (CAE). Esta enfermidade é causada por 
um vírus da família Retroviridae, gênero Lentivi-
rus, grupo lentivírus de pequenos ruminantes, que 
apresenta período de incubação longo, evolução 
geralmente crônica, com agravamento progressivo 
das lesões, perda de peso e debilidade até a morte, 
gerando grandes prejuízos aos rebanhos caprinos. 
Não existe tratamento ou vacina, sendo o diagnósti-
co a única forma de prevenção (Pinheiro et al. 2001, 
Martinez et al. 2011).

Diversos estudos epidemiológicos no Brasil 
têm demonstrado a disseminação das lentiviroses 
de pequenos ruminantes em vários estados, sendo 
que um dos fatores que tem contribuído para isso 
é a prática de melhoramento genético utilizando-se 
raças importadas, sem os devidos cuidados necessá-
rios para evitar a introdução de agentes infecciosos 
(Almeida et al. 2001, Almeida et al. 2003, Pinheiro 
et al. 2004, Martinez et al. 2010).

Por muitas vezes não haver manifestação clínica, 
é prática rotineira a utilização de diagnóstico labo-
ratorial, principalmente as técnicas sorológicas. Os 
testes sorológicos mais utilizados para identificação 
de animais infectados com o LVC são a imunodifu-
são em gel de ágar (IDGA) e o ensaio imunoenzi-
mático (Elisa) (Reischak et al. 2002), sendo que no 
país só é comercializado o kit para imunodifusão 
em gel de ágar (IDGA), com antígeno a base da pro-
teína estrutural p28 (Biovetech®).

Considerando a grande importância da capri-
nocultura para o estado da Bahia, e a necessidade 
de aprimoramento do diagnóstico das LVPR, este 
trabalho teve como finalidade padronizar uma nova 
técnica de Elisa indireto, e a partir desta, determinar 
a prevalência da LVC na Microrregião de Juazeiro, 
comparando os resultados obtidos com o uso das 
técnicas de Immunoblotting (IB) e diferentes kits 
de IDGA.

MATERIAL E MÉTODOS
Para a produção de antígenos, foram utilizados cultivos 

secundários de células de membrana sinovial caprina (MSC) 
(Abreu et al. 1998). Após o estabelecimento do cultivo de 
MSC em garrafas roller, monocamadas semiconfluentes (70 
a 90% de confluência) foram inoculadas com a amostra pa-
drão CAEV-Cork, conforme técnica descrita por Pinheiro et 
al. (2006a).

Nos ensaios de IB e Elisa-i, o antígeno foi preparado 
utilizando-se o método de ultracentrifugação em colchão de 
sacarose (UCCS) (Dantas et al. 2008). A concentração da pro-
teína total foi determinada pelo método de Bradford (1976) e 
o antígeno mantido a -80ºC até a realização dos ensaios labo-
ratoriais.

Na padronização do Elisa-i, utilizou-se a metodologia des-
crita por Pinheiro et al. (2006a), empregando-se microplacas 
flexíveis com 96 poços (Costar®), de alta capacidade de ad-
sorção. Avaliações com diferentes diluições de antígeno, soro 
e conjugado (anti-IgG caprino marcado com peroxidase-SIG-
MA®) foram conduzidas de forma a estabelecer as melhores 
concentrações capazes de expressar reações positivas, consi-
derando uma ampla diferença entre soros padrões positivo e 
negativo. Uma vez estabelecidas às diluições, os testes foram 
conduzidos utilizando-se o soro padrão positivo em quadru-
plicata e o soro padrão negativo, bem como os soros testes, em 
duplicata. Os resultados expressos em densidade óptica (DO) 
foram transformados em percentual de positividade (pp), a 
partir do resultado médio do soro padrão positivo, variando de 
0 a 100%. O ponto de corte (pp + 3 desvios padrões) foi esta-
belecido a partir da média dos valores obtidos de 92 caprinos 
de rebanhos negativos por IDGA e IB, estabelecendo o valor 
de 39,8 como limite de DO para amostra negativa.

A sensibilização das placas foi realizada com 0,125µg 
de antígeno/poço em tampão carbonato-bicarbonato (0,05M, 
pH 9,6) acompanhada de incubação por uma hora a 37ºC e 
overnight sob refrigeração. Após a incubação, lavou-se duas 
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vezes com solução de lavagem (solução salina 0,9%; 0,05% 
de Tween 20). Bloquearam-se os sítios livres com solução de 
bloqueio (PBS com 2% de caseína) a 37ºC por 90 minutos. 
Em seguida, as placas foram lavadas duas vezes. Foram dis-
tribuídos 100µL/poço de soros testes, soro padrão positivo e 
soro padrão negativo, diluídos 1:150 em tampão de incubação 
(PBS com 0,25% de caseína; 0,05% de Tween 20), onde per-
maneceram por 60 minutos a 37ºC. Após seis lavagens, dis-
tribuiu-se 100µL/poço do conjugado na diluição 1:3000 em 
tampão de incubação, mantendo-se por 60 minutos a 37ºC. As 
placas foram lavadas por seis vezes e reveladas pela adição de 
100µL/poço de substrato, constituído por solução de 0,2mg de 
s-phenylenediamine (OPD) e 0,02% (v/v) de H2O2 em tampão 
citrato-fosfato (0,1M; pH 5,0), por 15 minutos, à temperatu-
ra ambiente, ao abrigo da luz. As reações foram paradas com 
20µL de H2SO4 na diluição 1:20. A intensidade da cor da rea-
ção foi determinada por absorbância em leitor de microplacas 
de Elisa, com 492nm de comprimento de onda. Todas as eta-
pas, com exceção da revelação, foram realizadas sob agitação.

Para os testes de IDGA, foram utilizados três diferentes 
kits: o comercial produzido pela Biovetech (IDGAc), o ame-
ricano (Caprine Arthritis-Encephalitis/Ovine Progressive 
Pneumonia Antibody Test Kit), produzido pela Veterinary 
Diagnostic Technology, Inc® - EUA (IDGAa), e o da Embra-
pa Caprinos e Ovinos (IDGAe). A técnica se baseia na forma-
ção da linha de precipitação decorrente da ligação antígeno-
-anticorpo, e o soro teste é considerado positivo quando há 
formação de linha de identidade com o soro padrão.

Os testes de IDGAc e IDGAa foram realizados seguindo 
as recomendações dos respectivos fabricantes, sendo que o 
primeiro utiliza antígeno contendo principalmente a pro-
teína do capsídeo (p28) (Abreu et al. 1998), já o segundo 
possui também no seu antígeno a proteína transmembrânica 
gp135.

O antígeno utilizado no IDGAe possui p28 e foi obtido 
através de ultrafiltração (sistema AMICON®), alcançando 
uma concentração de 50 vezes do volume inicial (Pinheiro et 
al. 2010). O teste foi conduzido em lâminas contendo gel de 
agarose a 0,9% em tampão fosfato (Pinheiro et al. 2006a).

No teste de IB, seguiu-se o protocolo de Aragão et al. 
(2008) modificado. Após a realização da eletroforese, as pro-
teínas do antígeno foram transferidas do gel para membrana de 
nitrocelulose (MN) passivamente (Tesoro-Cruz et al. 2009). 
Em seguida, as mesmas foram bloqueadas e deu-se sequência 
a técnica. As concentrações de soro e conjugado foram de, 
respectivamente, 1:50 e 1:15000.

Consideraram-se como positivos os soros cujas tiras apre-
sentaram reação para o polipeptídeo com peso molecular pró-
ximo a 28Kda, tendo-se como parâmetro a tira do soro contro-
le positivo e o padrão de peso molecular de proteínas (Oliveira 
et al. 2008).

Quanto ao número de amostras testadas, para as técnicas 
de Elisa-i e IDBAc, foram utilizados 693 soros de caprinos 
oriundos de 46 rebanhos pertencentes à Microrregião de Ju-
azeiro - Bahia, que está dividida em oito municípios: Pilão 
Arcado, Campo Alegre de Lourdes, Remanso, Sento Sé, Casa 
Nova, Sobradinho, Juazeiro e Curaçá. O tamanho aproximado 
da amostra foi calculado segundo Thrusfield (2004), com ní-
vel de confiança de 99% e erro amostral de 5%.

Com base nos resultados sorológicos obtidos no Elisa-i e 

no IDGAc, foram calculados a especificidade, sensibilidade, 
valor preditivo positivo e negativo, concordância e índice ka-
ppa (k). A sensibilidade e especificidade relativas foram sub-
metidas ao teste de qui-quadrado (χ2) corrigido por Yates e 
pelo teste exato de Fischer (Thrusfield 2004).

A fim de uma comparação mais minuciosa, 65 amostras, 
selecionadas entre os rebanhos que apresentaram positivi-
dade a algum dos dois testes (Elisa-i e/ou IDGAc), foram 
submetidas aos testes de IDGAa, IDGAe e IB com antígeno 
produzido na Embrapa, isto porque se tratam de ensaios mais 
onerosos.

RESULTADOS
A produção do antígeno viral ultracentrifugado 

em colchão de sacarose resultou em um volume fi-
nal de 7,4mL, sendo que a dosagem de proteína foi 
de 3,18mg/mL. Na eletroforese de produtos obti-
dos na ultracentrifugação do antígeno (colchão de 
sacarose, pré-antígeno e antígeno), foram verifica-
das bandas com diferentes pesos moleculares (Fi-
gura 1A). No IB desses produtos, foram identifi-
cadas diversas bandas imunogênicas, tendo maior 
destaque a de aproximadamente 28kDa, inclusive 
na fração correspondente ao colchão de sacarose 
(Figura1B).

Figura 1. [A] Eletroforese dos produtos obtidos na ultracentri-
fugação do antígeno em colchão de sacarose (1- colchão 
de sacarose; 2 – pré-antígeno; 3 – antígeno UCCS); [B] Im-
munoblotting das frações imunogênicas, com destaque para 
a p28.

Quanto a soropositividade, foram testadas 693 
amostras de soro de caprinos pertencentes a 46 
propriedades situadas em oito municípios da Mi-
crorregião de Juazeiro-BA, utilizando-se as técni-
cas de Elisa-i e IDGAc. No Elisa-i 1,59% (11/693) 
dos animais apresentaram positividade (Tabela1), e 
15,22% (7/46) das propriedades possuíram animais 
soropositivos (Tabela 2). No IDGAc apenas 0,29% 
(2/693) dos animais foram positivos, com 2,17% 
(1/46) das propriedades contendo animais soropo-
sitivos.
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Quanto à comparação dos resultados obtidos 
para os testes de Elisa-i e IDGAc, os valores de sen-
sibilidade, especificidade, valor preditivo positivo 
(VPP) e negativo (VPN), concordância e índice ka-
ppa estão descritos na Tabela 3.

densidade óptica próxima ao ponto de corte estabe-
lecido para o Elisa-i. Os resultados obtidos no IB 
estão descritos na Tabela 4.

Quanto aos testes de IDGA, os três kits apre-
sentaram as mesmas amostras soropositivas, esta-
belecendo uma concordância de 100% para as 65 
amostras testadas. Quando comparados ao método 
de IB, apresentaram alta especificidade e baixa sen-
sibilidade, conforme descrito na Tabela 5.

Tabela 2. Ocorrência de soropositividade para artrite-encefalite 
caprina em rebanhos da Microrregião de Juazeiro, BA.

 Município Rebanhos
  visitados positivos positivos
   Elisa-i IDGAc

 Campo Alegre de Lourdes 6 0 (0%) 0 (0%)
 Casa Nova 9 1 (11,1%) 0 (0%)
 Curaçá 8 1 (12,5%) 1 (12,5%)
 Juazeiro 10 4 (40%) 0 (0%)
 Pilão Arcado 4 0 (0%) 0 (0%)
 Remanso 6 0 (0%) 0 (0%)
 Sento Sé 2 1 (50%) 0 (0%)
 Sobradinho 1 0 (0%) 0 (0%)
 Total 46 7 (15,22%) 1 (2,17%)

 Elisa-i. Ensaio imunoenzimático indireto; IDGAc: Imunodifusão em 
gel de ágar com antígeno comercial.

Tabela 3. Comparação dos resultados obtidos nas técnicas 
de Elisa-i e IDGAc implementados para a identificação 
de anticorpos contra o CAEV em rebanhos caprinos da 
Microrregião de Juazeiro, BA.

 Elisa/IDGA Positivo Negativo Total
 Positivo 2 a* 9 b 11
 Negativo 0 a 682 b 682
 Total 2 a 691 b 693

 Sensibilidade relativa: 100%; Especificidade relativa: 98,7%; Valor 
preditivo positivo: 18,2%; Valor preditivo negativo: 100%; Concor-
dância: 18,3%; Índice kappa= 30%

 *letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatisticamente 
significativa (p<0,01)

Tabela 4. Comparação dos resultados obtidos nas técnicas de 
Elisa-i e IB utilizadas na identificação de anticorpos contra o 
CAEV em rebanhos caprinos da Microrregião de Juazeiro, BA.

 Elisa/IB Positivo Negativo Total

 Positivo 4 a* 7 b 11
 Negativo 3 a 51 b 54
 Total 7 a 58 b 65

 Sensibilidade relativa: 57,1%; Especificidade relativa: 87,9%; Valor 
preditivo positivo: 36,4%; Valor preditivo negativo: 94,4%; Concor-
dância: 84,5%; Índice kappa= 36% 

 *letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatisticamente 
significativa (p<0,05)

Tabela 5. Comparação dos resultados obtidos nas técnicas 
de IDGA e IB utilizadas na análise de soropositividade para 
artrite-encefalite caprina em rebanhos da Microrregião de 
Juazeiro, BA.

 IDGA/IB Positivo Negativo Total

 Positivo 2 a* 0 b 2
 Negativo 5 a 58b 63
 Total 7 a 58 b 65

 Sensibilidade relativa: 28,6%; Especificidade relativa: 100%; Valor 
preditivo positivo: 100%; Valor preditivo negativo: 92%; Concordân-
cia: 92,3%; Índice kappa= 42% 

 *letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatisticamente 
significativa (p<0,05)

Tabela 1. Prevalência sorológica para artrite-encefalite caprina 
na Microrregião de Juazeiro, BA.

 Município Animais
  Testados Positivos Positivos
   Elisa-i IDGAc

 Campo Alegre de Lourdes 91 0 (0%) 0 (0%)
 Casa Nova 136 1 (0,74%) 0 (0%)
 Curaçá 120 2 (1,67%) 2 (1,67%)
 Juazeiro 151 7 (4,64%) 0 (0%)
 Pilão Arcado 60 0 (0%) 0 (0%)
 Remanso 90 0 (0%) 0 (0%)
 Sento Sé 30 1 (3,33%) 0 (0%)
 Sobradinho 15 0 (0%) 0 (0%)
 Total 693 11 (1,59%) 2 (0,29%)

 Elisa-i. Ensaio imunoenzimático indireto; IDGAc: Imunodifusão em 
gel de ágar com antígeno comercial.

Objetivando realizar uma análise mais minucio-
sa dos resultados obtidos, foram selecionadas 65 
amostras dentre as 693, utilizando-se como crité-
rios de escolha: positividade em alguma das técni-
cas (Elisa-i e/ou IDGAc); serem provenientes de re-
banho contendo animal soropositivo; apresentarem 

DISCUSSÃO
Ao observar as características das bandas imunogê-
nicas obtidas no antígeno,não observou-se a gp135, 
possivelmente devido a sensibilidade desta aos tra-
tamentos utilizados na purificação do antígeno, não 
sendo observada nas análises utilizando o antígeno 
UCCS (Aragão et al. 2008).

Os resultados para soroprevalência obtidos pelas 
técnicas de Elisa-i e IDGAc apresentaram diferen-
ça estatística significativa (p<0,01). Entretanto, são 
considerados baixos quando comparados com ou-
tros estudos realizados no Ceará (Melo & Franke 
1997), São Paulo (Madureira & Gomes 2007) e 
Goiás (Santin et al. 2002). Isto pode ser justifica-
do pelas características de produção observadas 
na Microrregião de Juazeiro, com predominância 
de sistemas extensivos de criação, principalmente 
para exploração de corte, com padrão racial nati-
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vo e/ou mestiço e pouca tecnificação, conforme já 
relatado por Souza et al. (2010) e Martinez et al. 
(2011). Segundo Pinheiro et al. (2001) e Sobrinho 
et al. (2010), a ocorrência de elevada soropositivi-
dade está associada a rebanhos leiteiros criados in-
tensivamente.

Os valores de sensibilidade e especificidade ob-
servados para o Elisa-i estão de acordo com outros 
protocolos utilizados (Lara et al. 2002, Cruz et al. 
2009, Torres et al. 2009), onde o Elisa tem demons-
trado maior capacidade de identificar animais soro-
positivos frente ao IDGA. Cruz et al. (2009) afir-
mam que o Elisa-i possui a capacidade de verificar 
animais com níveis de anticorpos inferior aos detec-
táveis por IDGA.

Torres et al. (2009) afirmam que a maior sensibi-
lidade do Elisa se deve ao fato de nesta técnica ser 
necessária apenas uma interação de um anticorpo 
por epítopo, para se obter um resultado positivo, 
enquanto no IDGA são necessárias várias ligações 
anticorpo-epítopo para ser considerado positivo.

No IB foi possível verificar duas bandas imuno-
gênicas dominantes, a de 28 e a de 14kDa, proteína 
de capsídeo e de matriz respectivamente, ambas co-
dificadas pelo gene gag (Tesoro-Cruz et al. 2003). 
Estas bandas já foram evidenciadas em outro estu-
do (Aragão et al. 2008). Entretanto, Oliveira et al. 
(2008), estudando o lentivírus ovino, evidenciaram 
soropositividade dominante relacionada mais in-
tensamente com as proteínas de peso 70, 50, 40 e 
25kDa. Isto se deve possivelmente à diferente técni-
ca de obtenção do antígeno.

Segundo Dantas et al. (2008), para a comparação 
de técnicas, o ideal é dispor de um teste de referên-
cia. Neste trabalho optou-se por adotar o IB como 
critério para classificar a população de verdadeiros 
positivos e verdadeiros negativos, seguindo indica-
ções de Knowles et al. (1997), que recomendam a 
utilização da imunoprecipitação ou do imunnoblot-
ting como um critério seguro. Entretanto, Castro et 
al. (1999) ressaltam ser dificultosa a determinação 
do verdadeiro status do animal, por se tratar de uma 
doença com progressão lenta e soroconversão mui-
tas vezes tardia (6 a 12 meses após a infecção).

Heckert et al. (1992) ao comparar o Elisa-i pa-
dronizado com os teste de IDGA, IB e IFI, consi-
derando como referencial positivo e negativo a res-
posta a pelo menos dois do três testes, obtiveram 
valores de sensibilidade e especificidade de 98,3% 
e 97,9% respectivamente além de obter um índice 
kappa de 0,7 em comparação às outras técnicas. 

Esses resultados foram superiores aos observados 
neste estudo, entretanto, concordam com a boa sen-
sibilidade do Elisa. Outros estudos já afirmaram o 
bom desempenho do Elisa quando comparado a IFI 
(Lara et al. 2002), ao IB (Tesoro-Cruz et al. 2003) e 
ao PCR (Andres et al. 2005).

Segundo Knowles et al. (1994), a comparação 
da técnica de IB com os diferentes kits de IDGA 
apresentou um nível moderado de concordância 
(k=0,5). Quanto à menor sensibilidade da técnica 
de IDGAc se comparado ao IB, isso pode ser devi-
do às características do antígeno utilizado, uma vez 
que o antígeno UCCS utilizado no IB é muito mais 
específico e purificado se comparado ao ultrafiltra-
do (Pinheiro et al. 2006).

Reischack et al. (2002) afirmaram que a sensibi-
lidade dos testes de IDGA está diretamente relacio-
nada à composição dos antígenos, pois alguns ani-
mais apresentam anticorpos para gp135 na ausência 
de resposta detectável para p28 e vice-versa. Know-
les et al. (1994) demonstraram que cabras infecta-
das com o LVC apresentam títulos muito maiores 
para gp135 se comparado a p28. Entretanto, neste 
trabalho, não houve diferença entre os resultados 
utilizando somente a p28 (IDGAe e IDGAc) ou am-
bas as proteínas (IDGAa).

Uma vez comparados os resultados obtidos nas 
diferentes técnicas sorológicas, demonstra-se que a 
técnica de IDGA pode ser aplicada nos estudos de 
triagem de rebanhos, principalmente quando não há 
dados de ocorrência da enfermidade. Entretanto, para 
um melhor acompanhamento do status sanitário do 
rebanho, recomenda-se a complementação do diag-
nóstico com técnicas mais sensíveis, como o Elisa e 
o Immunoblotting, principalmente por ser o IDGA 
uma técnica que subestima a ocorrência da enfermi-
dade quando em animais recentemente infectados ou 
com soroconversão tardia (Modolo et al. 2009).

Aragão et al. (2008) ressaltam que dentre as ca-
racterísticas que alteram a eficiência dos programas 
sanitários, estão à sensibilidade e a especificidade 
dos testes utilizados no diagnóstico inicial e a fre-
qüência de sua utilização, salientando que testes 
sorológicos com maior sensibilidade devem ser 
utilizados quando ocorrer redução substancial da 
quantidade de animais soropositivos, testados por 
IDGA. Reischak et al. (2002) sugeriram a utiliza-
ção de técnicas como a Imunofluorescência indireta 
(IFI), o IB e o PCR na detecção de animais clini-
camente normais e sorologicamente negativos em 
testes como o IDGA.
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CONCLUSÕES
Portanto, conclui-se que a técnica padronizada 

de Elisa-i demonstrou bons resultados se compara-
da ao IDGA, apresentando maior sensibilidade, e 
portanto é aconselhável para ser implementado em 
programas de controle da enfermidade.
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