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ELISA rgp90 - metodologia alternativa para
o diagnéstico da anemia infecciosa equina
no Pantanal

Resumo

Como teste oficial para diagnéstico da anemia infecciosa equina (AIE), a politica governamental brasileira
para prevencao e controle da AIE determina que seja usado o teste de imunodifusdo em gel de agar
(IDGA) com a proteina p26 do capsideo viral como antigeno. A Organizacao Mundial para a Satide Animal
(OIE) afirma que a IDGA e os testes de imunoadsorcao enzimatica (ELISAs) sdo ambos testes acurados e
confiaveis, classificando os Ultimos como testes alternativos. Internacionalmente, ha quatro ELISAs
disponiveis, trés usando a p26, e um a p26 e a gp45, um antigeno da transmembrana viral. Pesquisadores
brasileiros desenvolveram um ELISA indireto com uma glicoproteina recombinante da superficie viral, a
rgp90. Anticorpos contra a gp90 sao usualmente detectados antes dos anticorpos contra a p26, e quando
os niveis de replicacao viral sdo extremamente baixos. O objetivo deste estudo preliminar foi comparar o
desempenho do ELISA rgp90 com a oficialmente aceita IDGA utilizando a p26, em amostras de equideos
do Pantanal. Amostras de soro de 173 equinos e 24 muares de servico, provenientes de 11 propriedades
das sub-regides do Paraguai, Paiaguas e Nhecolandia, foram submetidas a ambos os testes. Nove (5,2%)
amostras de equinos e uma (4,2%) de muar apresentaram resultado indeterminado pelo ELISA rgp90,
sendo todas as dez positivas na IDGA. As taxas de prevaléncia em equinos foram 58,4% (n = 101) em
ambos os testes, com 2,9% (n = b) positivos pela IDGA e negativos pelo ELISA rgp90, enquanto outros
2,9% (n = 5) foram negativos no primeiro e positivos no segundo teste. Em muares, as taxas de
prevaléncia foram 45,8% (n = 11) pela IDGA e 37,5% (n = 9) pelo ELISA rgp90. Para equinos e muares,
respectivamente, as taxas de copositividade foram 95,0% e 81,8%, de conegatividade 92,1% e 100,0%
e de concordancia 93,9% e 91,3%. Amostras positivas pelo ELISA rgp90 e negativas pela IDGA poderiam
refletir infeccado recente. Desde que a rgp90 utilizada é baseada na sequencia da estirpe protétipo do virus
da AIE, uma explicacao plausivel para amostras negativas pelo ELISA rgp90 e positivas pela IDGA poderia
ser uma mutacao do gene env nas estirpes do Pantanal. Os resultados obtidos, a sensibilidade e a
facilidade em processar muitas amostras em um curto periodo de tempo indicam que o ELISA rgp90 é
uma boa metodologia alternativa a ser empregada na triagem de rotina de plantéis testados inicialmente
pela IDGA e que tém a intencdo de manter o status de controlados para AlE.

Termos para indexacao: equideo, muar, AIE, retrovirus, IDGA, sorologia
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ELISA rgp90 As An Alternative Methodology
To Diagnose Equine Infectious Anemia In
Southern Pantanal, Brazil

Abstract

As the official diagnostic test for equine infectious anemia (EIA), The Brazilian governmental
policy for prevention and control of EIA determines to be used the agar gel immunodiffusion
(AGID) test with p26 core protein as antigen. The World Organisation for Animal Health (OIE)
states that AGID and enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) are both accurate and
reliable tests, classifying the later as alternative tests. Internationally, there are four ELISAs
available, three using p26, and one p26 and gp45, the viral transmembrane antigen. Brazilian
researchers developed an indirect ELISA with a recombinant glycoprotein of the viral surface, the
rgp90. Antibodies against the gp90 are usually detected before the antibodies against p26, and
when the viral replication levels are extremely low. The aim of this preliminary work was to
compare the performance of the ELISA rgp90 with the officially accepted AGID p26, in samples
of equidae from Pantanal. Serum samples of 173 working horses and 24 working mules from 11
farms of the Pantanal sub-regions of Paraguai, Paiagudas and Nhecoldndia were submitted to both
tests. Nine (6.2%) equine and one (4.2%) mule samples were in the undetermined range of
ELISA rgp90, testing all ten positive in the AGID. Prevalence rates in equines were 58.4% (n =
71017) in both tests, though 2.9% (n = 5) were positive by AGID and negative by ELISA rgp90,
while other 2.9% (n = 5) were negative in the first and positive in the second assay. In mules,
prevalence rates were 45.8% (n = 11) by AGID and 37.5% (n = 9) by ELISA rgp90. For
equines and mules, respectively, the copositivity rates were 95.0% and 81.8%, conegativity
rates were 92.1% and 7100.0%, and agreement rates were 93.9% and 91.3%. Samples positive
by ELISA rgp 90 and negative by AGID could reflect recent infection. Since the used rgp 90 is
based in a sequence from the prototype strain of the EIA virus, one reasonable explanation for
samples negative by ELISA rgp 90 and positive by AGID would be a mutation of the env gene in
the local strains. The obtained results, and its sensitivity and facility to process several samples
in a short period of time, indicate that the ELISA rgp 90 is a good alternative methodology to be
employed in the routine screening of herds tested once by AGID and that intend to keep the
status of controlled for EIA.

Index terms: equidae, mule, EIA, retrovirus, IDGA, sorology.



Introducéao

Dentre as doencas que causam impacto na equideocultura, a anemia infecciosa equina (AIE)
ocorre no mundo todo e é causada por um Lentivirus, género da familia Retroviridae, a qual
também inclui os agentes do maedi-visna, da artrite-encefalite caprina, da leucose enzodtica
bovina e da sindrome da imunodeficiéncia adquirida humana. A infeccao é limitada aos equideos
e caracterizada por episédios febris recorrentes, trombocitopenia, anemia, perda de peso e edema
das regides ventrais, tendendo a tornar-se inaparente se a morte nao ocorrer em fases de
agudizacao dos sinais clinicos. Uma vez o animal portador do virus, seu sangue permanecera
infectante pelo resto de sua vida. A transmissao ocorre pela transferéncia do sangue de um
animal infectado para outro ndo infectado, o que pode ocorrer pelo compartilhamento de agulhas,
utensilios, através de vetores artrépodes ou in utero (OIE, 2008).

As Normas para a Prevencao e o Controle da Anemia Infecciosa Equina - A.l.E., no Brasil, estao
contidas na Instrucao Normativa n° 45, de 15 de junho de 2004 do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento. Neste documento, determina-se que para o diagndéstico da AIE seja
utilizada a prova soroldgica da imunodifusdao em gel de agar (IDGA) com o antigeno p26
(COGGINS; NORCROSS, 1970), ou outra oficialmente reconhecida, porém ainda nao houve o
reconhecimento oficial de outra prova sorolégica. Este exame, com resultado negativo, é
imprescindivel para o transito de animais e sua participacdao em eventos. Um equideo
sorologicamente positivo deve ser sacrificado ou abatido, sem indenizagao, sendo que o
isolamento somente serd permitido para animais portadores localizados em area de alto risco,
como é o caso do Pantanal.

No Brasil, ndo ha uma estatistica oficial da prevaléncia da AIE nos Estados, uma vez que os
dados de frequéncia referem-se exclusivamente aos exames laboratoriais realizados para o
transito interestadual e/ou participacdao em eventos agropecudrios controlados pelos servigos
oficiais. No Pantanal, Silva (1976), em 613 equideos de nucleos registrados na ABCCP,
encontrou 48,9% de positividade, utilizando o método da IDGA. Considerando-se apenas os 236
equinos de servico e 27 asininos e muares, as taxas foram de 66,9% e 11,1%, respectivamente.
Quase duas décadas depois, no periodo de 1990 a 1995, foram testados 3285 equinos de 28
fazendas nas sub-regioes da Nhecolandia, Paraguai e Nabileque, pelo mesmo método (SILVA et
al., 1999). A prevaléncia média encontrada foi de 24,84 % e, em animais de servico, 18,17%.
Asininos e muares ndo foram incluidos neste estudo. Segundo Silva (2004)7, a maior
porcentagem de focos (propriedades onde houver um equideo positivo) e casos de AIE no Mato
Grosso do Sul estdao na regidao do Pantanal e Peripantanal. Até o més de novembro daquele ano,
apenas 0s exames obrigatdrios para transito revelaram 147 focos e 596 casos de equideos
positivos na planicie pantaneira, contra 109 focos e 158 casos, na regiao do Planalto.

Para o diagnéstico da AIE, a Organizacdao Mundial de Satde Animal (OIE, 2008) afirma que tanto
a IDGA como o ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay, ou ensaio de imunoadsorcao
enzimatica) sdo testes sorolégicos acurados e confidveis para a deteccado de anticorpos contra o
virus da AIE em cavalos, exceto em estdgios muito iniciais da infeccdo ou em potros nascidos de
éguas positivas. Nestes dois Ultimos casos, resultados falsos-negativos e falsos-positivos,
respectivamente, podem ocorrer em ambos os testes. Ha trés ELISAs aprovados pelo
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, um competitivo e outro ndao competitivo,
utilizando a proteina interna p26 como antigeno, e um terceiro ndao competitivo utilizando os
antigenos p26 e gp45 (glicoproteina transmembrana).

7 SILVA, N. L. da. Situacdo atual da anemia infecciosa equina Mato Grosso do Sul: apresentacéo.
[mensagem pessoall. Mensagem recebida por furlan@cpap.embrapa.br em 10 dez. 2004.
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Um ELISA indireto utilizando como antigeno a glicoproteina gp90 recombinante (ELISA rgp90),
glicoproteina do envelope viral, foi desenvolvido por pesquisadores da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG). Os anticorpos anti-gp90 sdo usualmente detectados antes dos anticorpos
anti-p26 e em situacdes em que sdao extremamente baixos os niveis de replicacao viral. A IDGA,
embora simples e de alta especificidade, é uma prova cujo resultado é lido em 48 horas, sao
processadas apenas 9 amostras por lamina, o volume de antigeno utilizado é consideravel e a
leitura, em casos que possam gerar duvidas, torna-se uma questao subjetiva.
Comparativamente, no ELISA rgp90 haveria deteccao precoce da soroconversao, alta
sensibilidade, maior rapidez e menor custo dos exames, e objetividade na leitura dos resultados
(REIS, 1997).

Qualquer teste diagnéstico deve ser avaliado na situacado epidemioldgica a qual devera ser
aplicado, como recomenda o capitulo 1.1.3 (Principios de validacdo de ensaios diagndsticos para
doencas infecciosas) do Manual da OIE, versao on-fine. Assim, o objetivo desta pesquisa foi
avaliar o desempenho do ELISA rgp90 como metodologia alternativa no diagnéstico de
anticorpos contra o virus da AIE em amostras de soro de equideos de servico do Pantanal Mato-
Grossense-do-Sul.

Material e Métodos

Coleta das amostras

As amostras de sangue foram coletadas de equideos de servico em 11 fazendas do Pantanal
(Figura 1), nas sub-regioes do Paraguai, Paiaguas, Nhecolandia e Nabileque, no periodo de julho
de 2007 a julho de 2008. Dentre os 197 animais estudados, 173 (87,8%) eram equinos e 24
(12,2%), muares.

O sangue foi coletado por puncéao jugular, a vacuo, em tubos sem aditivos, com agulhas 25x8.
Apés a formagao do coagulo e, eventualmente, centrifugacdo quando as condi¢cdes do local
permitiam, o soro foi retirado e acondicionado em microtubos de polipropileno de 1,5 ml. As
amostras de soro permaneceram refrigeradas até chegarem ao Laboratério de Virologia e Biologia
Molecular da Embrapa Pantanal, quando entdo foram armazenadas em freezer a -20°C.
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Figura 1. Localizacdo das fazendas onde as amostras de sangue de equideos foram coletadas,

adaptado de Silva e Abdon (1998).
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ELISA rgp90

O ELISA rgp 90 foi realizado no Laboratério de Virologia e Biologia Molecular da Embrapa
Pantanal, de acordo com Reis (1997), conforme descrito a seguir:

1. Adsorcao do antigeno e bloqueio: a rgp90 foi diluida em tampao carbonato 50 mM, pH 9,6,
na concentracao de 5 yg/ml e aplicou-se 100 ul por cavidade desta solucdo em microplacas de
96 cavidades de fundo chato (Nunc Maxisorp®). As microplacas foram incubadas por 18 horas a
4°C e entao lavadas por duas vezes com a solucao de lavagem, constituida de solucéo salina
fosfatada tamponada e Tween 20 a 0,05%, pH 7,6 (PBS-Tween). Posteriormente, adicionou-se
200 0l por cavidade da solucao de bloqueio constituida de PBS-Tween mais 5% de leite em p6
desnatado e incubou-se a microplaca por no minimo uma hora, a temperatura ambiente (em torno
de 25°C, ambiente sob refrigeracao). Realizaram-se mais trés lavagens.

2. Aplicacdo do soro a ser testado: os soros a serem testados, apés homogeneizagao, foram
diluidos separadamente em microplaca de fundo redondo, na proporcao de 1:50 em solugcéao de
diluicdo PBS Tween mais 1% de leite em pé desnatado (4 ul de soro em 196 ul de solucao).
Apdés homogeneizacao da solucdo, 100 ul desta foram transferidos para a microplaca contendo o
antigeno, a qual foi incubada por uma hora a temperatura ambiente e, em seguida, lavada por
trés vezes. A placa utilizada para a diluicao do soro foi descartada.

3. Aplicacao do anti-anticorpo conjugado com enzima: o antisoro de coelho conjugado com
peroxidase, coelho anti IgG equina e peroxidase (Sigma), foi diluido na proporcao de 1:25.000
em solucao salina fosfatada tamponada. Foram aplicados 100 ul / cavidade da solucéo de
conjugado na microplaca e esta incubada por uma hora a temperatura ambiente. Novamente trés
lavagens foram efetuadas.

4. Adicdo do substrato da enzima e do cromégeno: o cromégeno, ortofenilenodiamino (OPD)
(Sigma), foi diluido na proporcao de 0,5 mg/ml em tampao fosfato citrato, pH 5,0, ao qual
acrescentou-se 6 ul de peréxido de hidrogénio 30 %. Adicionou-se 100 ul por cavidade da
solugao e a placa foi incubada por 10 minutos em temperatura ambiente sob refrigeracéo, na
auséncia de luz. A reacao foi interrompida com 40 ul, por cavidade, de solucao de acido sulfdrico
3 M, e a intensidade da cor resultante lida em leitor de ELISA em comprimento de onda de 492
nm.

Em cada microplaca, foram reservadas duas cavidades sem soro teste, tomadas como o
“branco” da reacao, duas cavidades para o controle positivo e duas para o controle negativo,
estes provenientes de animais sabidamente positivo e negativo, respectivamente, e com valor de
leitura da densidade 6ptica (DO) conhecido. Os soros controle positivo e negativo foram cedidos
pelo Laboratério de Retroviroses, Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais. Todas as amostras foram testadas em
duplicata, subtraidas do “branco” e a média dos valores de leitura obtidos corrigida de acordo
com o fator de correcédo para o valor pretendido do controle positivo. Amostras com 20% ou
mais de coeficiente de variagao entre as leituras da duplicata foram novamente testadas. Os
valores de cut-off foram aqueles determinados por Martins (2004), considerando-se negativas
amostras com DO até 0,219, indeterminadas aquelas na faixa de 0,220 a 0,263 e positivas
aquelas com leituras superiores.
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IDGA com p26

A IDGA foi realizada no Laboratério de Diagnéstico de Doencas Animais e Andlise de Alimentos
(LADDAN), da Agéncia Estadual de Defesa Sanitaria Animal e Vegetal (IAGRO), utilizando-se o
kit para Teste de Imunodifusédo produzido pelos Laboratérios Bruch, de acordo com as
recomendacoes do fabricante. Os resultados positivos foram, em relagao a intensidade com que
as linhas de precipitacdo eram visualizadas, classificados em fortemente positivas (+ + +),
medianamente positivas (+ +) e fracamente positivas (+).

Analise dos resultados

Calcularam-se as prevaléncias de animais soropositivos obtidas com ambos os testes. Os
resultados obtidos no ELISA rgp90 foram comparados aos obtidos na IDGA, considerado este
ultimo como teste de referéncia. Para o ELISA rgp 90, foram calculados os seguintes parametros:
copositividade, conegatividade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e concordancia
com o teste de referéncia. Todos os célculos foram efetuados de acordo com Medronho e Perez
(2002).

Resultados

Os resultados obtidos no processamento das amostras de soro dos equinos (n=173) e dos
muares (n=24) pela IDGA e pelo ELISA rgp90 estao nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Resultados obtidos no processamento das amostras de soro dos equinos pela IDGA e
pelo ELISA rgp90.

IDGA
— - Total
pOSItIVOS negatlvos
ositivos 96 5 101
P (55,5%) (2,9%) (58,4%)
ELISA rgp90
negativos 5 58 63
d (2,9%) (33,5%) (36,4%)
cotal 101 63 164
(58,4%) (36,4%) (94,8%) *

*Nove amostras de equinos (5,2%) foram consideradas indeterminadas no ELISA rgp90 e nao
foram incluidas nas tabelas. As nove amostras consideradas indeterminadas no ELISA rgp90
foram positivas na IDGA.
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Tabela 2. Resultados obtidos no processamento das amostras de soro dos muares pela IDGA e
pelo ELISA rgp90.

IDGA
— - Total
positivos negativos
ositivos 9 0 9
P (37,5%) (37,5%)
ELISA rgp90
negativos 2 12 14
9 (8,3%) (50%) (58,3%)
total 11 12 23
(45,8%) (50%) (95,8%) *

*Uma amostra (4,2%) de muar foi considerada indeterminada no ELISA rgp90 e nao foi incluida na tabela.
Esta amostra considerada indeterminada no ELISA rgp90 foi positiva na IDGA.

A copositividade, ou sensibilidade relativa, representa a porcentagem de coincidéncia de
resultados positivos do novo teste (ELISA rgp90) e do teste de referéncia (IDGA). A
conegatividade, ou especificidade relativa, expressa o mesmo conceito, sé que para os
resultados negativos. A concordéancia, por sua vez, abrange as coincidéncias tanto dos
resultados positivos como dos negativos. A copositividade, a conegatividade e a concordancia
do ELISA rgp 90 em relacédo a IDGA, para os equinos (n=164) e muares (n=23), sao
apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Propriedades do ELISA rgp 90 em relacao a IDGA, para os equinos (n=164), e muares
(n=23).

Propriedades ELISA rgp90

Copositividade Conegatividade Concordancia
Equinos 95,0% 92,1% 93,9%
Muares 81,8% 100,0% 91,3%

As intensidades das linhas de precipitacdo observadas nos resultados positivos a IDGA,
correspondentes aos intervalos dos valores de leitura das densidades opticas (D.0O.), estao
relacionadas na Tabela 4.
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Tabela 4. Intensidades das linhas de precipitacdo observadas nos resultados positivos a IDGA, correspondentes aos intervalos dos valores de leitura

das densidades opticas (D.O.) no ELISA rgp90.

IDGA Equinos IDGA Muares
Resultados . . D.0. Resultados . .
Intensidade das linhas ELISA rgp90 Intensidade das linhas
Negativos Positivos el pirEel| e Negativos Positivos ele pirEel| e

4 0 - 0-0,043 0 0 -

34 0] - 0,044 - 0,087 4 0] -

12 1 + + 0,088 - 0,131 3 0] -

5 1 ++ + 0,132-0,175 2 1 +

3 3 ++a+++ 0,176 - 0,219 3 1 +

0] 9 +a+++ 0,220 -0,263 0] 1 + +

0] 9 +a+++ 0,264 - 0,307 0] 1 +

2 12 +a+++ 0,308 - 0,351 0 0] -

0 4 ++a+++ 0,352 - 0,395 0] 0] -

0 4 +a+++ 0,396 - 0,439 0 3 +a+++
0] 2 +e+++ 0,440 - 0,483 0] 0] -

0] 5 +a+++ 0,484 - 0,527 0] 1 + +

0] 9 +a+++ 0,528 - 0,571 0] 0] -

1 6 +a+++ 0,672 -0,61b6 0 1 +

Continua...
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IDGA Equinos IDGA Muares
Resultados . . D.0. Resultados . .
Intensidade das linhas ELISA rgp90 Intensidade das linhas
Negativos Positivos el pirEel| e Negativos Positivos el pirEel| e
0] 3 +a+++ 0,616 - 0,659 0] 0] -
1 2 + 4+ + 0,660 - 0,703 0] 1 +
0 5 +a+++ 0,704 - 0,747 0 0 -
0] 4 ++a+++ 0,748 - 0,791 0] 1 +
0] 5 +a+++ 0,792 - 0,835 0] 0] -
0 2 +e+++ 0,836 - 0,879 0 1 + +
0 2 ++e+++ 0,880 - 0,924 0 0 -
1 8 ++a+++ 0,925 - 0,967 0 0 -
0] 4 ++a+++ 0,968 - 1,011 0] 0] -
0 1 + + + 1,012 - 1,055 0] 0] -
0] 5 ++a+++ 1,056 - 1,100 0] 0] -
0 4 ++a+++ 1,000 - 1,169 0 0 -
Total de 110 12 12 i

amostras
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As prevaléncias estimadas de AIE para os equinos (n=173), pela IDGA e pelo ELISA rgp90,
foram 63,6% e 58,4%, respectivamente. Para os muares (n=24), foram observados 50%, pela
IDGA, e 37,5%, pelo ELISA rgp90.

Discussao

Os resultados obtidos por Martins (2004), que avaliou 1007 amostras de soro de equideos de
Minas Gerais, e Motta (2007), que avaliou 124 amostras de equinos e 119 amostras de muares
do Mato Grosso do Sul, Sergipe e Minas Gerais, ambos utilizando o ELISA rgp90 e a IDGA,
encontram-se na Tabela b:

Tabela 5. Resultados obtidos por Martins (2004) e Motta (2007), na avaliacdo de equinos e
muares utilizando o ELISA rgp90 e a IDGA.

ind tELIS.A d ELISA+  ELISA- C itividad Conedatividad
indeterminados IDGA-  IDGA + opositividade onegatividade

IDGA+ IDGA-
Equino
Martins n=907 14 2 . .
(2004)  Muar 2 2T (4% 0,2%) 97.81% 96,16%
n=100
rl}Ec_;u;r;; 5(4%) 5 (4%) 93,42% 89,58%
Motta B
(2007)
Muar 9 10 . .
n=119 (7,6%)  (8,4%) 74,35% 88,756%

Martins (2004), para a comparagcao dos testes, considerou conjuntamente os resultados obtidos
para as amostras de equinos e de muares. Esta autora também obteve 33 leituras (3,3%)
indeterminadas, das quais 21 revelaram-se negativas na IDGA. Em nosso estudo, se
considerarmos todos os resultados conjuntamente (n=197), teriamos 10 leituras (5,1 %)
indeterminadas, proporcao semelhante ao estudo anterior; estas, porém, foram consideradas
todas positivas a IDGA. Este maior nimero de indeterminados no ELISA, porém positivos na
IDGA, provavelmente ocorreram devido a maior prevaléncia da infeccao no Pantanal, que pela
IDGA em nosso estudo seria de 58,4%, do que em Minas Gerais, onde Martins (2004) encontrou
9,4%. Ainda com relacdo aos resultados indeterminados pelo ELISA rgp90, verifica-se, na Tabela
4, que as intensidades observadas na IDGA variaram de reacdes fracas (+) a fortes (+ + +), ou
seja, uma leitura indeterminada no ELISA rgp90 nao correspondeu a um resultado fraco positivo
na IDGA. Motta (2007), apesar de considerar o ponto de corte estabelecido por Martins (2004),
nao relaciona a obtencao de leituras indeterminadas.

Assim como encontrado para a regidao do Pantanal, considerados equinos e muares
conjuntamente, como em Martins (2004), ou somente os equinos, como em Motta (2007), a
coincidéncia de resultados positivos, ou a copositividade, foi maior que a de resultados
negativos. As taxas encontradas em nosso estudo, respectivamente 95,0% e 93,9%, situam-se
entre os valores observados por Martins (2004) e Motta (2007). Para os muares, em nosso
estudo também a copositividade (81,8%) foi menor que a conegatividade (100,0%), assim como
observou Motta (2007), com 74,35% e 88,75%, respectivamente. A comparacao destas taxas
revela que o desempenho do ELISA rgp90 no Pantanal é semelhante ao observado em outras
regioes.
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Mais importante que evidenciar os resultados concordantes, porém, é a analise dos resultados
discordantes. Em todos os trés estudos foram observados resultados positivos no ELISA e
negativos na IDGA, ou vice-versa. Os resultados positivos no ELISA rgp90 e negativos na IDGA
- 1,4% em Martins (2004), 4% e 7,6% para equinos e muares em Motta (2007) e 2,9% para
equinos no Pantanal - sdo frequentemente explicados pela precocidade do ELISA na deteccao dos
animais infectados (OIE, 2008). Além disso, os anticorpos anti-gp90, segundo Reis (1997),
podem ser detectados antes dos anti-p26, que sao aqueles revelados na IDGA. Apesar da IDGA
ser considerado o teste de referéncia para a AIE, Pearson (1972) ja afirmava que o anticorpo nao
pode ser detectado por 14 a 40 dias pés-infecgao, portanto um animal com resultado negativo
pode na realidade estar no periodo de incubagcédo e, segundo Tashjian (1972), acurécia (a
proporcao entre os verdadeiros positivos e negativos em relacdo a todos os resultados possiveis)
de positivos em equinos adultos é 95% a 99%. Por outro lado, a OIE (2008) afirma que
resultados falsos-positivos tem sido notados nos ELISAs. Na Tabela 4 pode-se observar que os
cinco resultados positivos no ELISA e negativos na IDGA apresentaram leituras de D.O.
inequivocamente positivas, trés das quais acima de 0,500.

Mais dificeis, porém, de serem explicados, sdao os resultados negativos no ELISA e positivos na
IDGA - 0,2% em Martins (2004), 4% e 8,4% para equinos e muares em Motta (2007) e 2,9% e
8,3% para equinos e muares no Pantanal. Tanto Martins (2004), como Motta (2007),
argumentaram que estes resultados poderiam ser explicados pela possibilidade de reacao
cruzada, na IDGA, com outros retrovirus (LANGEMEIER et al., 1996), ou pela existéncia de nova
variedade genética com mutacado do gene env que nao estaria sendo detectada pelo antigeno
utilizado no ELISA rgp90, baseado em sequéncia da estirpe de referéncia, a “Wyoming” (REIS et
al., 2003). Tendo em vista que nao ha estudos sobre as estirpes do virus da AIE circulantes no
Pantanal, esta Ultima seria uma hipdtese plausivel para explicar as discrepancias encontradas.
Outro aspecto a ser esclarecido é a persisténcia dos anticorpos anti-gp90 em animais crénicos e
assintomaticos. Reis (1997) detectou a presenca dos anticorpos anti-gp90 a partir do sétimo dia
po6s infeccao, porém nao foi encontrada na literatura referéncia sobre sua persisténcia em animais
infectados ha longo tempo. Sabe-se que, na regidao do Pantanal, por ser considerada area
endémica onde o isolamento de animais positivos é permitido, podem ser encontrados equideos
infectados ha mais de uma década. Martins (2004), em Minas Gerais, onde a prevaléncia é mais
baixa e o sacrificio obrigatério, encontrou uma proporcao bastante baixa de resultados positivos
na IDGA e negativos no ELISA.

A anédlise da Tabela 4, que relaciona as leituras de D.O. com a intensidade das reacdes na IDGA,
indica que ndo ha correspondéncia entre intensidade da cor obtida no ELISA e intensidade da
reacao na IDGA, ficando claro que estes sinais representam “medidas” de anticorpos diferentes a
antigenos diferentes. Martins (2004) argumentou que este poderia ser mais um aspecto positivo
para a utilizagao do ELISA rgp90, quando a resultados positivos fracos e duvidosos na IDGA
poderiam corresponder leituras indubitavelmente positivas no ELISA rgp90. A autora também
afirma que, utilizando-se os dois testes, aumenta-se a sensibilidade agregada em 25%, pois
estariam sendo detectadas as duas principais e imunodominantes proteinas (p26 e gp90) do virus
da AIE.
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Conclusoes

A concordancia maior de 90% entre o ELISA rgp90 e a IDGA, ainda levando-se em conta que a
acuracia do segundo, apesar de teste de referéncia, nao é de 100%, indica que o ELISA rgp90
pode ser considerado uma metodologia alternativa para o diagndstico da anemia infecciosa
equina no Pantanal. Até que novo estudo, com amostra mais abrangente, seja realizado, afirma-
se que a utilizacdo do ELISA rgp90, levando-se em conta principalmente a deteccao da infeccao
em estdgios bastante iniciais e a rapidez de realizagdao do método, revela-se adequada e uma
alternativa interessante para triagem peridédica de equideos nas propriedades, especialmente no
caso daquelas que ja realizam o controle da AIE, ou de comitivas, quando o status sorolégico
inicial dos animais é conhecido.
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