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Dot-Blot:

Alternativa para o Diagnoéstico da
Artrite Encefalite Caprina (AEC)

A artrite encefalite caprina (AEC)
uma infeccdo causada por lentivirus,
encontrada em todos os continentes com
alta prevaléncia nos rebanhos mais
tecnificados para a producdo leiteira,
causando consideraveis perdas econdémicas
para a producao caprina.

O controle da AEC baseia-se no teste
sorolégico dos animais, seguido de
separacao ou sacrificio dos soropositivos,
associado a medidas de manejo que visam a
separacao precoce das crias, alimentadas
artificialmente com colostro e leite tratados
termicamente ou sucedaneos do leite.
Devido aos custos menores e a praticidade,
os meétodos soroldgicos sdo largamente
usados na deteccao de anticorpos contra os
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lentivirus de pequenos ruminantes (LVC),
sendo a imunodifusdo em gel de agarose
(IDGA) e o Enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) os mais usados.

Existe um interesse crescente no
diagnostico soroldégico dos LVC usando
técnicas rapidas, simples e de baixo custo.
O Dot-Blot (DB) é um teste atrativo para
aplicacao de rotina, em virtude dos
procedimentos permitirem a realizacdo de
dezenas de ensaios em ‘membrana de
nitrocelulose para deteccdo de anticorpos
com alta sensibilidade. Apesar destas
qualidades nao existe nenhum trabalho na
literatura referente a utilizacdo deste teste
no diagndstico dos LVC. Este comunicado
técnico relata a padronizacdo do Dot-Blot
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para o diagndstico da AEC e compara este
teste com o ELISA-indireto (ELISA-i) e a
IDGA.

Foram avaliados a sensibilidade
relativa, a especificidade relativa, o valor
preditivo positivo e negativo, e a eficiéncia
(habilidade do um teste identificar
corretamente todos os individuos positivos
e negativos).

A padronizacdao do DB foi realizada
através de uma série de simulacdes variando
a quantidade de proteina de Ag por poco, o
bloqueio, bem como as diluicées de soro e
do conjugado. O melhor resultado obtido foi:
MN sensibilizada com 0,5pg de proteina do
antigeno, blogueada com uma solucédo de
PBS/Caseina 2%, diluicdo de 1:50 soros e
conjugado coelho anti-cabra peroxidase,
numa diluicao de 1:500 (Figura 1).

O ELISA foi realizado conforme
determinacées da OIE/FAO. Quanto ao
IDGA foi utilizada a microtécnica realizada
em &gar a 0,9% em tampao borato,
utilizando 30 pl de soro/antigeno (Ag)
comercial®.

O teste ELISA-i detectou 209 caprinos
positivos, o DB detectou 200, enquanto a
IDGA detectou 144 animais (Tabela 1).
Presumindo o ELISA-i como o teste
referéncia, a comparacao com o DB revelou
concordanciade 90,2% (p<0,001) no teste
de 327 amostras de soro caprino.

Tabela 1. Resultado do teste de soros
caprinos pelo IDGA, ELISA-i e Dot-Blot para
o diagndstico da infeccdo por LVC.

44,04 183 55,96 327

61,16 127 38,84 327
63,91 118 36,09 327

* Positivo (DO > 11,72% em relacdo ao padrao positivo).
Negativo (DO < 11,72% do pp).

POSITIVO FRACO POSITIVO  NEGATIVO

Quantidade de antigeno 0,5 g/poco
Diluicdo do conjugado 1:500
Diluicdo do soro 1:50

Fig. 1. Resultado final do Dot-Blot para o diagnéstico
sorolégico de LVC de um poo/ de soros positivos,
fracos positivos e negativos, testados pelo IDGA.

Diante dos resultados (Tabela 2)
observa-se que o DB é um teste com 6tima
sensibilidade e uma boa especificidade.
Segundo a classificacao do indice Kappa, o
DB apresentou uma excelente concordancia
com o ELISA-i (Kappa > 0,8) .

Tabela 2. Valores estimados de sensi-
bilidade (Sens), especificidade (Espec),
valor preditivo positivo (VPP), valor

preditivo negativo (VPN), eficiéncia (Efic),
indice Kappa e qui-quadrado (x*) para IDGA e
Dot-Blot em relacdo ao ELISA-i de 327
amostras de soro caprino.

t 91,4 924 955 858 91,7 0,83102,53 (p<0,001)

* - Qui-quadrado com correcdo de Yates.

O DB utilizando o virus completo da
amostra CAEV Cork foi superior ao teste
IDGA e semelhante ao ELISA-i. O
protocolo desenvolvido apresentou boa
resolucao e reacao inespecifica baixa além
de um bom rendimento. Portanto o DB é
um teste mais viavel que a IDGA e o ELISA
indireto para utilizacdo no controle desta
infeccao, pois além de ser mais sensivel
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que a IDGA, ndo necessita dos
equipamentos do ELISA. E, também,
mais barato, mais rédpido e conse-
guentemente mais pratico, podendo ser
utilizado em eventos (exposicoes,
leildes, etc) ou até mesmo no campo.

A eficiéncia de programas de
controle dos LVC depende da
sensibilidade e especificidade do teste
diagnéstico, da frequéncia de sua
utilizacdo em animais de um
determinado rebanho e no manejo
utilizado neste mesmo rebanho. Nos
programas de controle ou erradicacéo,
testes com maior sensibilidade e
especificidade devem ser utilizados
guando ocorrer uma reducdo substancial
dos animais soropositivos, testados pelo
teste de IDGA, e quando a taxa de
soroconversao no rebanho, apesar de
baixa, € mantida.
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