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INTRODUCAO

A Anemia Infecciosa Equina (AIE) é uma doenca infectocontagiosa cosmopolita dos
equideos, causada por um Lentivirus da familia Retroviridae.

O teste de diagnéstico oficial estabelecido pela Organizagdo Mundial de Epizootias
(OIE) é a Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA). Nesse teste, a reacdo antigeno-anticorpo(Ag-
Ac) ocorre em uma zona de equivaléncia, equidistante entre os orificios do antigeno
(proteina viral p26) e do anticorpo, traduzido por meio de uma linha de precipitacdo visivel a
olho nu quando observada sob um fundo escuro. Os ensaios de IDGA devem ser incubados a
20-259C por 48h. No entanto, a formacédo da linha de precipitacdo pode ser influenciada pela
concentracdo de antigeno, ou anticorpo, e possivelmente pela temperatura de incubacao.

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a possivel influéncia da
temperatura de incubacdo das laminas e da concentracdo da proteina viral p26 na formacao

dos complexos Ag- Ac.



DESENVOLVIMENTO:

A influéncia da concentracdo da p26 foi avaliada através da diluicdo seriada desse
antigeno em tampao borato e mensuragao por espectrofotometria da concentragao final de
proteina viral nas diferentes diluigdes.

Foram confeccionadas seis laminas conforme Portaria n2. 84 (BRASIL, 1992), contendo
rosetas em duplicata. Em cada roseta, contendo 6 orificios periféricos e um orificio central,
foram distribuidos 25uL de soros, com resultados previamente conhecidos, sendo nos
orificios 2, 4 e 6 distribuidos soros negativos, fraco positivos e forte positivos,
respectivamente. Apds, 25uL do soro controle positivo (SCP) do kit comercial foi depositado
nos orificios 1, 3, 5 e, no orificio central, 25uL de antigeno nas seguintes concentragdes:
22pg/uL (antigeno puro), 6,4 pg/uL, 4,8ug/uL, 3,0ug/uL, 1,5pg/ul e 0,3ug/uL. As laminas
foram incubadas em camara Umida a temperatura de 20-25-C.

Para teste da influéncia da temperatura de incubacdo foram confeccionadas 3 laminas
de duas rosetas cada, as quais foram adicionadas dos reagentes e incubadas em camara
Umida nas temperaturas de 4°C, 20-25°C e 37°C. Em uma das rosetas foram avaliadas
amostras positivas e na outra, negativas. A distribuicdo dos reagentes foi realizada conforme
recomendacOes da Portaria supracitada e, a leitura dos testes foi realizada por dois
avaliadores.

Para avaliacdao dos resultados classificou-se a formacdo das bandas do complexo Ag- Ac
como excelente (+++), adequada (++) e inadequada (+), levando-se em consideracdo a
intensidade e extensao da mesma.

Verificou-se que diluicdo do antigeno na concentracdo 6,4 pg/uL facilita a visualizacdo
das bandas, principalmente em amostras fraco positivas onde a precipitacdo de complexos
Ag-Ac ocorre muito proxima ao orificio da amostra testada, dificultando a visualizagdo da
fusdo das bandas formadas pelo SCP, Ag e soro testado. A p26 diluida nessa concentracao
permitiu a formacdo das linhas de precipitacdo em uma regidao equidistante entre o orificio
do Ag e do Ac(soro testado) mais afastadas do orificio com o soro testado proporcionando
uma excelente (+++) leitura, porém, a intensidade dessas linhas foi discretamente mais fraca
comparada com as formadas quando utilizado antigeno puro. Nas diluicbes 4,8ug/uL e
3,0ug/uL houve uma precipitacdo inadequada(+) de complexos para afirmacdo do

diagndstico e nas dilui¢ées 1,5ug/uL e 0,3pg/uL ndo foi possivel visualizar as bandas.



A incubacdo a 37°C resultou em bandas discretamente mais intensas (excelentes/+++)
de amostras positivas e negativas quando comparadas aquelas formadas na temperatura 20-
25°C, facilitando a interpretacdo dos resultados. A 4°C, tratando-se de amostras negativas,
foi possivel observar a formagdao de complexos imunes. No entanto, a qualidade das bandas
de precipitacdo foi menor do que aquela observada a 20-25°C ou 37°C, mas, adequada (++)
para estabelecimento do diagndstico. Ja para as amostras positivas a formagao das bandas

foi de intensidade inadequada (+), dificultando a visualizagdo.

CONSIDERAGOES FINAIS:

A diluicdo do antigeno na concentragdo 6,4ug/uL permitiu a formagdo de uma linha
de precipitacdo equidistante entre os orificios contendo Ag e Ac e facilitou a interpretacdo
do resultado para amostras consideradas fraco positivas. A incubagdo das laminas a 37°C
permitiu a formacdo de linhas de precipitacdo mais visiveis e intensas, e poderia ser utilizada

na rotina de diagndstico de AIE.
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