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Padronizacao de um ELISA indireto a partir da utilizacao de uma
proteina de superficie do virus da anemia infecciosa equina como
antigeno para o diagnoéstico dessa enfermidade*

Standardization of an indirect ELISA using a surface protein of the equine
infectious anemia virus as an antigen for the diagnosis of this disease

Kaique Santos da Silva,** Bruno Passos Fernandes,*** Robson Bahia Cerqueira****

Resumo

Aanemia infecciosa equina € uma importante enfermidade que acomete os equideos em todo 0 mundo, se apresentando de forma
aguda, crdnica e assintomatica causando grandes prejuizos para a economia tanto para criadores que vivem do trabalho desses
animais quantos aos criadores que investem no melhoramento das ragas, impedindo o acesso ao mercado tanto nacional quanto
internacional. O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento considera o IDGA como teste oficial para diagnostico dessa
enfermidade, porém essa técnica € demorada e muita vez acaba sendo subjetiva, dependendo da experiencia particular de cada
Laboratorista. Além de ndo conseguir detectar animais no inicio da infecgdo. Logo, a necessidade de se buscar novas técnicas
como o ELISA indireto que aperfeicoem o tempo de analise dos resultados, facilita a automagao e obtém resultados confiaveis. O
estudo realizado teve como objetivo padronizar uma técnica de ELISA indireto utilizando uma proteina de envelope viral GP90 como
antigeno para diagnostico da anemia infecciosa equina. Avaliando o desempenho do teste a partir da sensibilidade, especificidade
e valores preditivos positivo e negativo. Os valores obtidos foram: 91,11%, 93,33%, 91,11% e 93,33% respectivamente. Concluiu-
se que o teste apresenta bom desempenho, além da possibilidade de detectar amimais positivos no inicio da infecgao.

Palavras-chaves: teste imunoenzimatico, lentivirus, AlE.

Abstract

Equine infectious anemia is an important disease that affects horses all over the world, presenting in an acute, chronic and
asymptomatic way, causing great damage to the economy, both for breeders who live off the work of these animals and for breeders
who invest in the improvement of breeds, preventing access to both national and international markets. The Ministry of Agriculture,
Livestock and Food Supply considers AGID to be the official test for diagnosing this disease, but this technique takes time and
often ends up being subjective, depending on the particular experience of each laboratory worker. In addition to not being able to
detect animals at the beginning of the infection. Therefore, the need to seek new techniques such as indirect ELISA that improve
the time of analysis of results, facilitate automation and obtain reliable results. The aim of this study was to standardize an indirect
ELISA technique using a GP90 viral envelope protein as an antigen for the diagnosis of equine infectious anemia. Evaluating
test performance based on sensitivity, specificity and positive and negative predictive values. The values obtained were 91.11%,
93.33%, 91.11 and 93.33 respectively. It was concluded that the test performs well, in addition to the possibility of detecting positive
animals at the beginning of the infection.

Keywords: enzyme immunoassay, lentivirus, AIE.

Introdugao Segundo Flores e colaboradores (2007), a anemia infecciosa

equina (AIE) é causada por um lentivirus, que pertence a
O conjunto de atividades que s&o geradas em torno da  familia Retroviridae, sendo considerada uma das principais
equinocultura no Brasil, movimenta cerca de R$ 7,5 Bilhdes  enfermidades infectocontagiosas ligada a equideocultura. A
anualmente na economia do pais, e gera em torno de 3,2 AIE afeta diretamente as atividades ligadas ao cavalo, bem
milhdes de empregos direta e indiretamente, possuindo uma  como o desenvolvimento da equinocultura no pais. Trata-se de
tropa aproximada de mais de 5,5 milhdes de animais. Apenasno  uma enfermidade transmissivel que nio existe cura, gerando
ano de 2011 foi arrecadada uma quantia aproximada de R$400  grandes prejuizos por impedir o transporte e comercializagio
milhdes em leildes de equinos (Lima et al., 2012). de animais, o acesso a mercado internacional bem como o
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melhoramento das racas (MAIDANA, 2011; ALMEIDA, et al.
2006). O presente trabalho teve como objetivo padronizar um
teste de ELISA indireto utilizando fragao proteica de superficie
do Lentivirus que causa a Anemia Infecciosa Equina.

Materiais e métodos

Obtengéao do banco de soro

Foram obtidas 700 amostras de soro equino, oriundas do
municipio de Bom Jesus da Lapa, doadas gentilmente pelo
médico veterinario/fiscal da ADAB Jorge Raimundo Lins Ribas,
responsavel técnico pelo Laboratério de Sanidade Animal
LADESA. Do total das 700 amostras, foram separadas 45
amostras positivas e 45 amostras negativas ao IDGA para
padronizacao do teste ELISA indireto.

Antigeno de envelope viral

Foi utilizado uma proteina recombinante gp90, diluida em
tampé&o carbonato mM (pH 9,0) na concentragéo de 0,5ug. Esse
antigeno foi obtido através de doagéo pelo LADESA/ADAB-BA.

Padronizagéo do ELISA indireto

Inicialmente verificou-se a melhor diluigdo do antigeno e do soro.
Para isso, foi utilizado uma placa de polietileno de 96 pocos, que
foi sensibilizada utilizando 100ul do antigeno diluido em tampao
carbonato bicarbonato pH 9,6 nas proporgées 1:400, 1:800,
1:1600, 1:3200. Apds sensibilizagéo a placa foi mantida overnight
durante 20 horas em camara Uumida a 7°c. Em seguida a placa
foi lavada duas vezes com tampao fosfato salino (Phosphate
buffer saline) acrescido de 0,05% de tween-20 (PBS-T). O
préximo passo foi bloquear a placa usando solugdo de PBS-T
com 5% de leite desnatado utilizando 200pl por pogo e colocado
na estufa a 37°c por 2 horas, apos a retirada a placa foi lavada
2 vezes com PBS-T. A diluicdo do soro foi feita em solugdo
de PBS-T com 1% de leite desnatado nas proporgdes 1:100,
1:200, 1:400, 1:800 colocando 100ul por pogo de cada diluicdo
em duplicata para as repeticées branco, positivo e negativo e
levadas a estufa durante 1 hora a 37°c em seguida a placa foi
lavada 5 vezes com solugdo PBS-T.

Apés a lavagem utilizou-se 100l por pogo de solugéo contendo
conjugado de imunoglobulina total diluido em PBS-T na
proporcéo 1:2000 seguindo para a estufa e permanecendo por
1 hora a 37°c e em seguida lavada por 5 vezes com PBS-T.
Na fase de revelagao foi utilizado 100ul pro pogo da solugéo
reveladora (10ml de tampé&o citrico pH 5,1; 0,004g de 1,2
phenylenediamine/OPD e 4ul de agua oxigenada 10%) a placa
foi reservada longe do alcance de luz e logo ap6s foi interrompida
a reag&o utilizando 50ul de acido sulfdrico (H,SO,). Terminado
0 processo realizou-se a leitura de densidade o6tica no filtro de
492nm e avaliados os resultados.

Apbés avaliagéo, ficou definido a diluigdo 1:1600 para o antigeno
e 1:100 para o soro, sendo estas aplicadas na populagéo. Além
das amostras de soro controle utilizadas para definir melhor
diluicdo do antigeno e do soro, foram testadas 45 amostras
positivas e 45 amostras negativas na Imunodifusdo em Gel de
Agar (IDGA), teste considerado pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento como padrao ouro no diagndstico da
anemia infecciosa equina. Apds realizagédo de todo processo os
valores de densidade ética foram obtidos a partir de leitora de
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microplaca, e analisados estatisticamente para determinar a
eficiéncia e desempenho do teste.

Aplicagdo do ELISA indireto padronizado

Apos padronizagao do teste de ELISA indireto, o mesmo foi
aplicado em 610 amostras de soro equino oriundas do municipio
de Bom Jesus da Lapa, situada na mesorregido do vale sao-
Franciscano da Bahia, situada a 796 quilémetros a oeste da capital
estadual, Salvador. Apresenta latitude de 13°15’18”S e longitude
de 43°25’'05” W da linha do equador, altitude de 436m em relagéo
ao nivel do mar e uma area de 4148,5 km? com um efetivo do
rebanho equino de 2653 animais segundo censo do IBGE 2017.

Figura 03: Localizacdo geografica do municipio de Bom Jesus
da Lapa — BA

Avaliagdo estatistica

O “cut-off’ ou ponto de corte foi determinado através do calculo
da média de animais n&o reagente acrescido de quatro vezes
o desvio padréo populacional baseado em Putini (et al.,2008).

Para determinagao do “cut-off” foram utilizados valores de
densidade 6tica de animais positivos e negativos no teste de IDGA
considerado pelo MAPA como padrdo ouro no diagndstico da
anemia infecciosa equina como demonstrado na férmula abaixo.

Cut-off = Média aritmética de ndo reagentes + 4 « Desvio padrao
populacional

Para validagdo do teste foram calculados os valores de
sensibilidade e especificidade de acordo estudo realizado por
Putini (et al., 2008).

Sensibilidade= Doentes detectados pelo teste ¢« 100
Total de doentes testados

Especificidade= Sadios negativos no teste « 100
Total de doentes testados

Os valores preditivos positivo e preditivo negativo foram
calculados de acordo estudo realizado por Carminati (2005)
obedecendo as seguintes formulas:
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Valor preditivo positivo = Positivos verdadeiros

Positivos verdadeiros + falso positivos

Valor preditivo negativo = Negativos verdadeiros

Negativos falsos + Negativos verdadeiro

Resultados e discussao

Para determinagdo do ponto de corte foi utilizado a média
aritmética dos valos de densidade 6tica de 45 amostras de soro
equino, com resultado negativo para anemia infecciosa equina
no teste de IDGA, acrescido de 4 vezes o desvio padrdo dessa
mesma populagdo, como preconizado por Putini (et al., 2008),
obtendo o valor de 0,241 como ponto de corte, demonstrado
na formula abaixo.

Cut-off = Média aritmética de ndo reagentes + 4+Desvio padréo
populacional

Cut-off= 0,176267 + (4+0,016279)
Cut-off= 0,241

A partir do ponto de corte foram utilizadas 45 amostras positivas
e 45 amostras negativas no IDGA, para calcular a sensibilidade
e a especificidade do teste padronizado. Os calculos foram feitos
seguindo estudos realizados por Putini (et al., 2008).

Os valores de absorbancia com o teste ELISA indireto variaram
de 0,496 a 0,187 para as 45 amostras positivas no teste de
IDGA, sendo que 41 ficaram com valores de densidade 6ptica
acima do ponto de corte (0,241), sendo considerada amostras
positivas no teste padronizado e 4 amostras obtiveram valores
de densidade 6ptica menores que 0,241, sendo consideradas
amostras negativas para o teste padronizado. Esses dados
foram utilizados para calcular a sensibilidade do teste.

Figura 4: Densidade optica de soros de equinos positivos para
anemia infecciosa equina no IDGA.

ELISA indireto - AIE

123456678 91011121314151617 181920 212223 24 252627 282930 31323334 3536 37 38 39 4041 42434445
Amostras Positivas

—e— MVédia —e—D.P.

Sensibilidade= Doentes detectados pelo teste « 100
Total de doentes testados

Sensibilidade= 41 « 100
45

Sensibilidade= 91,11%
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Para as 45 amostras negativas no teste de IDGA, os valores
de absorbancia variaram de 0,438 a 0,1215, sendo que 42
obtiveram valores de densidade 6ptica abaixo de 0,241, sendo
consideradas negativas para o teste padronizado e 3 amostras
obtiveram valores de densidade 6ptica acima de 0,241, sendo
consideradas amostras positivas. Esses dados foram utilizados
para calcular a especificidade do teste como descrito na formula
a segquir:

Figura 5: Densidade éptica de soros de equinos negativos para
anemia infecciosa equina no IDGA.

ELISA indirete - AIE

123456728 9101112131415161718192021222324252627282930313233343536373839404142434445

—a— Média —e—DP. Amostras de soro negativos

Especificidade= sadios negativos no teste + 100
Total de doentes testados

Especificidade= 22 « 100
45

Especificidade= 93,33%

Verificou-se 91,11% de sensibilidade, e 93,33% de especificidade
para o teste proposto. Apresentando boa sensibilidade, isto € alta
capacidade de detectar animais doentes em uma populacéo, e alta
especificidade, isto &, alta capacidade de detectar falsos positivos,
confirmando com alta eficiéncia os verdadeiramente negativos.

Os valores obtidos para preditivos negativos e preditivos
positivos foram seguindo as formulas estudadas Carminati
(2005), chegando aos seguintes valores:

Positivos verdadeiros
Positivos verdadeiros + falso positivos

Valor preditivo positivo =

41
41+4
Valor preditivo positivo= 0,9111-100

Valor preditivo positivo=

Valor preditivo positivo= 91,11

Negativos verdadeiros
Negativos falsos + Negativos verdadeiro

Valor preditivo negativo =

42
3+42
Valor preditivo negativo= 0,9333<100

Valor preditivo negativo=

Valor preditivo negativo= 93,33



Tais valores demonstram que dentre uma populagdo de 100
animais o teste é capaz de confirmar 91,11% dos positivos,
apresentando bom desempenho, e dentro da mesma populagao
93,33% dos negativos serao confirmados pelo teste.

Quando aplicado o teste padronizado nas amostras oriundas
do municipio de Bom Jesus da Lapa obteve-se os seguintes
resultados: das 610 amostras 35 (5,73%) foram positivas com
densidade 6ptica maior ou igual a 0,241 e 575 (94,27%) foram
negativas com valores de densidade 6ptica menores que 0,241.

Figura 6: Resultado do ELISA indireto para amostras de soro
equino do municipio de Bom Jesus da Lapa.

Resultado Elisa indireto

POSITIVO

NEGATIVO

94,27%

O teste de IDGA, é considerado como método oficial, logo
utilizado como padrdo ouro em muitas analises para o
diagndstico da anemia infecciosa equina, mesmo possuindo uma
sensibilidade limitada e uma demora consideravel na obtencao
dos resultados, bem como potencial limitado para automagéo e
otimizagao. Além do que a interpretagéo dos resultados muitas
vezes acaba sendo subjetiva, dependendo da experiéncia
particular de cada individuo que esta analisando. Por conta disso
ha uma necessidade de novas técnicas de diagnostico com o
objetivo de agilizar o resultado dos testes, para que os 6rgéos
de defesa posso agir de forma rapida e eficaz (RIBEIRAL, 2006;
SANTOS, et al., 2011).

A utilizagdo de novas técnicas como o ELISA, pode ajudar a
identificar animais infectados com baixos titulos de anticorpos, o
que ocorre nas fases inicias da doenga, em que o teste de IDGA
ainda nao é capaz de identificar (CRUZ, et al., 2009).

O presente trabalho obteve resultados de especificidade maiores
que sensibilidades, sendo 91,11% e 93,33% respectivamente.
O valor de especificidade encontrado pelo teste situa-se entre
os valores de Martins (2004) e Motta (2007), onde os valores
obtidos foram de 96,16% e 89,59%. Porem a sensibilidade do
teste ficou a baixo do encontrado por Martins (2004) e Motta
(2007) que foram de 97,81% e 93,42%.

Aleitura de densidade Optica das 45 amostras positivas no teste
de IDGA, variaram de 0,496 a 0,187, sendo que 4 amostras
ficaram com resultado abaixo do ponto de corte 0,241 sendo
consideradas negativas pelo ELISA. Esses resultados positivos
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no IDGA e negativos no ELISA sdo argumentados por Martins
(2004) e Motta (2007) como a possibilidade de reagao cruzada
com outros retrovirus no teste de IDGA (LANGEMEIER et al.,
1996), ou pelo fato de surgiram novas variedades genéticas, que
possam ter sofrido mutagéo do gene env, ndo sendo detectado
pelo teste ELISA que utiliza antigeno gp90 (REIS et al., 2003).

Nas 45 amostras positivas no IDGA, a variagdo de densidade
optica foi de 0,438 a 0,1215, sendo que 3 amostras foram
consideradas positivas, por obter valores maiores que o ponto
de corte 0,241. Essas amostras negativas no IDGA e positivas
no ELISA sdo constantemente explicadas pelo fato do teste
ELISA ser mais precoce, podendo detectar pequenos indices de
anticorpos, sendo possivel a identificagcdo no inicio da infeccéo
(OIE, 2019).

Segundo Reis (1997) os anticorpos anti-gp90 s&o detectados
antes do que os anti-p26 que sao utilizados no IDGA. Entretanto
Coutinho et al (3013) padronizou um ELISA indireto utilizando
antigeno rp26, e analisou 101 amostras IDGA-positivas e 704
IDGA-negativas no novo ELISA encontrando uma excelente
concordancia entre os testes. A sensibilidade e especificidade
relativa foram de 97% E 97,9% respectivamente, obtendo indices
melhores que o presente trabalho que utilizou antigeno gp90.

Issel (2013) descreve que um programa nacional de vigilancia
na Italia, comparou o uso do IDGA e o ELISA, e comprovou que
utilizando o IDGA como triagem e o ELISA ou imunoblot como
teste confirmatério ha um aumento na detecgdo de animais
positivos em até17%.

Martins (2004) afirma que a sensibilidade agregada no IDGA e
do ELISA pode aumentar em até 25%, pois os dois testes juntos
vao detectar as duas principais proteinas do VAIE (p26 e gp90).

Logo, pode-se corroborar as indicagbes da utilizagdo do ELISA
como teste de triagem para AIE pois apresenta bons indices
de sensibilidade e especificidade além de conseguir detectar
anticorpos na fase inicial da doenca.

Conclusao

O teste de IDGA, é considerado como método oficial, logo
utilizado como padrao ouro em muitas analises para o
diagnostico da anemia infecciosa equina, mesmo possuindo uma
sensibilidade limitada e uma demora consideravel na obtengao
dos resultados, bem como potencial limitado para automagao e
otimizagdo. Além do que a interpretagdo dos resultados muitas
vezes acaba sendo subjetiva, dependendo da experiencia
particular de cada individuo que esta analisando. Por conta disso
ha uma necessidade de novas técnicas de diagnostico com o
objetivo de agilizar o resultado dos testes, para que os 6rgéos
de defesa posso agir de forma rapida e eficaz (RIBEIRAL, 2006;
SANTOS, et al., 2011).

A utilizagdo de novas técnicas como o ELISA indireto, pode
ajudar a identificar animais infectados com baixos titulos de
anticorpos, 0 que ocorre nas fases inicias da doenga, em que
o teste de IDGA ainda néo é capaz de identificar (CRUZ, et al.,
20009).
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