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As Lentiviroses de Pequenos Ruminantes (Artriteefalite Caprina - CAE e
Maedi-Visna) sdo caracterizadas por curso lentmgrpssivo, onde a maioria dos animais
acometidos ndo apresenta sintomatologia clinicelcsa sorologia a forma mais pratica de
diagnostico, pois a presenca de anticorpos denaoimstiretamente a existéncia da infeccao
por Lentivirus de Pequenos Ruminantes (LVPR). Estigalho foi desenvolvido com o
objetivo de avaliar uma microimunodifusdo em gel d®ar (micro-IDGA)
comparativamente a uma macroimunodifusdo em geagde (macro-IDGA) para ser
utilizada no diagnoéstico sorolégico de LVPR em oa®, com base na sensibilidade e na
especificidade relativas, bem como no indice decaatncia ajustad&appa (K). Os
calculos foram feitos de acordo com os resultadodedte de 262 amostras de soros
caprinos, colhidos em animais leiteiros de quatoppedades, localizadas nos Estados do
Rio Grande do Norte (1), Pernambuco (2) e Pardipads resultados obtidos revelaram
sensibilidade e especificidade relativas de 10a%ha perfeita concordancia entre os testes
(Kappa= 1,00). Ao avaliar as caracteristicas qualitgtivaomo a intensidade da linha de
precipitacdo, nitidez e o tempo para determinagicedultados, observou-se que a micro-
IDGA apresentou reacbes mais nitidas que a madBA|Dna leitura dos controles
positivos feita ap0s 24 horas de incubacdo. Emi@tando houve diferenca na leitura
realizada ap0s 48 horas. Pelo exposto conclui-ge agunicro-IDGA pode substituir a
macro-IDGA no diagnéstico sorologico de LVPR e quempo de leitura e definicdo dos
resultados pode ser reduzido para 48 horas, semproomtimento da confiabilidade dos

resultados.
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INTRODUCAO

A caprinocultura € uma atividade econémica explaracth todos os continentes,
estando presente em areas sob as mais diversatedatias climaticas e botanicas. No
entanto, somente em alguns paises essa atividezkeata expressdo econdmica, sendo, na
maioria dos casos, desenvolvida de forma empiricextensiva, apresentando baixa
produtividade e reduzida rentabilidade (LEITE, 2008DGUEIRA FILHO e ALVES,
2002).

No Brasil, o rebanho caprino representa 2,1% dtvefenundial. A despeito de
apresentarmos as condi¢cdes apropriadas para @stdetiexploracdo nossos rebanhos séo
numericamente inexpressivos. Na regido Nordestecerdram-se os maiores rebanhos
com 9,3 milhdes de cabecas. Na criacdo de capdegtsacam-se os Estados da Bahia (3,9
milhdes de cabecas), Pernambuco (1,5 milhdo) é @igumilh&do) (IBGE, 2004).

Nesta regido a criacdo de caprinos tem fundamangairtancia socio-econdmica,
pois representa uma alternativa na oferta de céeite,e seus derivados, especialmente
para populacdo rural. A venda de peles no mercadmmal e internacional aumenta a
renda do criador contribuindo para a fixagdo do déidrmo campo, como também o
aumento de divisas para os Estados e para o F=iBH] 2006).

A analise da cadeia produtiva da caprinovinocultera demonstrado um grande
potencial de expansdo da atividade, que necessitaces que permitam a maior
disponibilidade de produtos de qualidade supedom valor agregado. Desta forma, a
medida que se aumenta o0 incentivo para ampliac@be degronegocio, através do
melhoramento genético de caprinos SRD e ovinosulosp aumenta-se o risco de

transmissdo de enfermidades, sobretudo as lers@srde pequenos ruminantes para esses



24

animais, sendo fundamental, neste caso, o corgesigario dos animais envolvidos nos
programas de melhoramento (CASTRO e MELO, 2001).

A importancia econ6mica da infeccdo pogntivirus de Pequenos Ruminantes
(LVPR) esta fortemente relacionada ao tipo de espbo animal. Tem-se observado
perdas diretas (perda de peso, diminuicdo na péodigiteira, reducdo na duracédo do
periodo de lactacao, retardos no crescimento de,@umento dos disturbios reprodutivos,
entre outras) significativas em caprinos e ovinesalfa produtividade, bem como perdas
indiretas (desvalorizacao dos rebanhos, reposignpe de animais que desenvolvem o0s
sintomas, despesas com medidas de controle, pasquidesenvolvimento, barreiras
comerciais para produtos de multiplicacdo animahtie outras) (CASTRO e MELO,
2001). Em animais de baixa produtividade, criadossestema tradicional de manejo, as
perdas causadas por LVPR podem ser mascaradasipos problemas, originarios de
praticas inadequadas de manejo ou de outras edxies.

A infeccdo por LVPR é caracterizada, muitas vepes, animais soropositivos
aparentemente saudaveis. Assim, a sorologia € o mais frequente utilizado para o
diagnostico indireto da infeccdo. Existe uma vaxikrl de técnicas laboratoriais para
diagnostico de LVPR, que incluem a imunodifusdo gghde agar (IDGA), 0s ensaios
imunoenzimaticos (ELISA), radioimunoprecipitacdolRR), radioimunoensaio (RIA), e
Western Blottingde ANDRES et al., 2005).

A IDGA é o teste sorologico mais usado, apreseotadtreitacdo pelo baixo custo,
boa sensibilidade e especificidade, aléem da pdaiiied de execucdo e leitura (ABREU et
al., 1998), porém apresenta baixa sensibilidadedp@omparada ao ELISA. O ELISA,

mesmo apresentando uma sensibilidade superior &\ |Apresenta entraves para uso
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rotineiro, pois 0s custos para sua realizacdo #&és, anecessitando de um laboratorio
equipado e experiéncia do executor.

No Brasil, o teste que tem sido empregado e que m®visto pelo Programa
Nacional de Sanidade Caprina e Ovina (PNSCO) é @AIDForam desenvolvidos
protocolos de IDGA com antigeno CAEV usando-se 20p30ul (GOUVEIA et al., 2000)
dos reagentes, aqui denominadas de macro-IDGA .aipespreconizado pela Organizacéo
Mundial de Saude Animal (OIE, 2006) ndo h& regsstta avaliacdo de uma micro-IDGA
para diagnostico de LVPR em caprinos, que foi pafghente testada para ovinos
(WINWARD et al., 1979).

Pelo exposto o presente trabalho foi desenvolvato o objetivo de avaliar uma
micro-IDGA para ser utilizada no diagnéstico sogidd da infeccdo pelo lentivirus de

pequenos ruminantes em caprinos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Lentiviroses de Pequenos Ruminantes

Os pequenos ruminantes podem ser infectados pgrwmoe de virus genericamente
denominado de Lentivirus de Pequenos RuminantePR)(CASTRO et al., 1999), que
compreende Vvarios isolados, distribuidos em quatrpos filogenéticos, que compartilham
similaridade genética, mecanismo molecular de cagfio, morfologia e interacéo
bioldégica com os hospedeiros (SHAH, 2004). Os pimdé dos dois grupos principais sdo
0s virus Maedi-Visna (MVV), também denominado Pnenia Progressiva Ovina (OPPV)
e 0 virus da Artrite-Encefalite Caprina (CAEV), ginalmente isolados de ovinos e
caprinos, respectivamente. CAEV e MVV compartilngimilaridades estruturais entre si e
com outros lentivirus como o HIV (Figura 1) e tambgimilaridades bioldgicas, algumas
também comuns ao HIV, SIV, FIV, BIV (PEPIN et 41998) (Tabela 1).

As particulas dos lentivirus sdo esféricas, comeiéo de 80-100 nm. Possuem um
envelope fosfolipidico externo que contém as glictginas de superficie (SU) e
transmembranar (TM). As principais proteinas irderado a da matriz (MA), do capsideo
(CA) e a nucleoproteina (NP) que esta associadBN# gendmico. Existem ainda, as
proteinas com propriedades enzimaticas, como sdtatase reversa (RT), a protease (PR)
e a integrase (IN) (Figura 2) (CLEMENTS e PAYNE949MURPHY et al., 1995).

O seu genoma é formado por duas moléculas idéntias RNA, de
aproximadamente 10 000 pares de bases, que coagextremidades 3’e 5’ duas curtas
sequénciasrepeat (R) idénticas com mesma orientacdo, e uma seqiémti cada
extremidade, denominadanique 5 (U5) e unique 3 (U3), que apresentam elementos
promotores da transcricdo do RNA viral. Depois daotranscricdo, o DNA proviral

resultante, apresenta duas regides terminais ndantzs long terminal repeat- LTR).
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Entre essas regides extremas estéo localizadosnes godantes para proteinas estruturais
(gag e eny) e enzimas viraisppl), além de pequenas areas adicionais, chamauas
reading framegORF), codantes para proteinas reguladoras dessgw viral tat, rev e
vif) (Figura 2) (CLEMENTS e PAYNE, 1994).

O genegag codifica o precursor, que resulta nas proteinas (pi&y), CA (p25 e
p28), NP (p14); ol codifica as proteinas de atividade enzimatica /R, IN, dUTPase);
o envcodifica o precursor das glicoproteinas do envel&J — gpl135, e TM — gp44at,
rev e vif codificam as proteinas reguladoras da expresséal Viat, Rev e Vif,
respectivamente (GOURDOU et al., 1989; SALTARELLRE, 1994; SCHOBORG et al.,

1994; HARMACHE et al., 1995; GAZIT et al., 1996).
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Virus da artrite encefalite caprina

eny

X b Le]
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¥. 78 :
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Figura 1 — Estrutura dos provirus dos Lentivirus de Pequenosiifantes (CAEV e
Maedi-Visna) e HIV-1 (Adaptado de CLEMENTES e PAYNB94).



30

Tabela 1 - Etiologia e principais manifestacées da infecg@o Lentivirus (PEPIN et

al.,1998)
Virus Hospedeiro Células alvo Manifestacdes clinicas
natural
MVV Ovino Mondcito/macrofago Pneumonia
Encefalite
Mastite
Artrite
CAEV Caprino Mondcito/macrofago Pneumonia
Encefalite
Mastite
Artrite
EIAV Equino Mondcito/macréfago Febre
Anemia
Portadores assintomaticos
HIV Homem Linfocito CD4 Imunodeficiéncia
Mondécito/macréfago Mielopatia
Infecgbes oportunistas
(AIDS)
FIV Felino Linfécito T, CD4 e CD8 Imunodeficiéncia
Linfocito B Infec¢des oportunistas
Monécito/macréfago (AIDS)
SIvV Macaco Linfocito Imunodeficiéncia
Mondécito/macréfago Infecgbes oportunistas
BIV Bovino Linfocito T Infeccdo subclinica
Linfocito B Imunodeficiéncia?
Mondécito/macréfago
Célula Tyd

MVV — Maedi-visna virus CAEV — Caprine arthritis-encephalitis viryEEIAV — Equine
infectious anaemia virgsHIV — Human immunodeficiency virusFIV - Feline

immunodeficiency virys SIV — Simian

immunodeficiency virus

immunodeficiency virusBIV — Bovine
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Protease (PR)
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Integrase (IN)
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Transcriptase Reversa (RT) (T™) 0
TM) gp5S

v
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A
v
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Figura 2 — Esquema da particula dos Lentivirus de PequenosirRates (adaptado de
COFFIN, 1996).
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Quandoin vitro, os LVPR podem-se replicar em varios tipos cedidacomo as
células fibroblasticas do plexo cordide (CHEBLOUREal., 1996; FEVEREIRO et al.,
1999; SKRABAN et al., 1999; CELER Jr. et al., 199ELER Jr. et al., 2000), membrana
sinovial (NARAYAN et al.,, 1980; KLEVJER-ANDERSON &€HEEVERS, 1981;
QUERAT et al., 1984; BLONDIN et al., 1989; DAVIES$ &., 1997; ABREU et al., 1998;
MSELLI-LAKHAL et al., 1998; HAZIZA et al., 2001), &ulas musculares lisas (LEUROX
et al., 1995), macréfagos alveolares (LUJAN et 4094; ZHANG et al., 2000;
RAVAZOLO et al., 2006), fibroblastos caprinos inaizados (TEIXEIRA et al., 1997;
MSELLI-LAKHAL et al., 1998; MSELLI-LAKHAL et al., 200), células epiteliais do leite
(LERONDELLE et al., 1999; MSELLI-LAKHAL et al., 199 RAVAZOLO et al., 2006),
células epiteliais maméarias (LERONDELLE et al., 99%élulas da granulosa (LAMARA
et al., 2001), e células endoteliais ovinas (LE JMl., 2000) e células mononucleares do
sangue periférico (RAVAZOLO et al., 2006).

Durante a infeccam vitro o virus causa efeito citopatico (ECP) caractenzaolr
vacuolizacdo e formacdo de sincicio, seguido patencelular. A formacéo do sincicio
parece ser resultado da interacdo entre as gliedpas do envelope viral e a membrana
celular (BLONDIN et al, 1989; ABREU, 1996).

Abreu et al. (1998) citam que o cultivo celularnpéirio que apresenta melhor
permissividade a amostra viral CAEV, € o de memdginovial caprina (MSC), tendo o
CAEV apresentado replicacdo satisfatoria, tantocétalas de baixa passagem &%3
como de alta (17& 183, produzindo ECP tipico. Dentre as células deagam, as células
fibroblasticas de embrido caprino imortalizadasFIGEF), apresentam boa permissividade
a ambos LVPR, suportando um ciclo completo de capéio viral, sobretudo entre a &0?

1202passagem (TEIXEIRA et al., 1997).
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Esses LVPR apresentam algumas caracteristicaggagartes como a persisténcia
da infec¢do no organismo mesmo frente a uma respusnoldgica, devido a restricdo da
replicacdo viral (GENDELMAN et al., 1986), e a suspacidade de variacdo genética, pela
elevada frequéncia de mutacdes, o que resulta maa¢do de subpopulacbes virais
heterogéneas denominadpgmsispéci€PASICK, 1998).

Os LVPRIn vivo se disseminam lentamente, com uma producéo deogyus
minima, alcan¢ando titulos muito baixos, tendo ceélala alvo as da linhagem mondcito-
fagocitarias (GENDELMAN et al.,, 1986; NARAYAN et.al1982; NARAYAN et al.,
1983), especialmente os macrofagos (CORDIER et 18190; LUJAN et al., 1994;
BRODIE et al., 1995). Em condi¢cdes experimentajgimeira resposta imune é detectada
em torno da terceira semana apos a infeccdo, spndcpalmente dirigida contra a
proteina do capsideo (CA); por volta da quinta sensdo produzidos anticorpos contra as
demais proteinas: nucleoproteina (NP), da matrid)(Mransmembranar (TM) e de
superficie (SU) (de la CONCHA-BERMEJILLO et al.,98). Entretanto, podem decorrer
anos até a soroconversdo de animais naturalmdatgados (RIMSTAD et al.,1993).

A maioria dos caprinos e ovinos infectados com LU® desenvolve sintomas
clinicos, sendo a infeccdo caracterizada por akagténcia de animais soropositivos,
aparentemente saudaveis. Nos caprinos as princiaigestacdes clinicas incluem artrite
e mastite, j& nos ovinos a pneumonia interstici@neefalite sdo mais freqientes. Em
ambas as espécies podem ainda ser observadasetiofedias e emagrecimento
progressivo (RUSSO et al., 1991; PHELPS e SMITH3)9

A forma pulmonar é mais importante para 0os ovin@s. sintomas sao tosse,
dispnéia, taquipnéia e a ausculta ouve-se um sondoUnA necropsia podem ser

observadas areas de linfoproliferacdo nos pulmoksfaodos (CUTILIP et al., 1979;
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OLIVER et al., 1981; ELLIS e DeMARTIN, 1985). A pmmonia intersticial inicial evolui
para pneumonia broncointersticial (PEREIRA, 19%&ndo a intensidade da pneumonia
correlacionada com a carga viral (BRODIE et al92)9

A encefalite € observada, geralmente, em caprinosimos jovens, com idade
variando de dois a quatro meses, sendo caractarizad ataxia que pode progredir a
paresia ou paralisia, tremores, opistotono, tolgicom movimentos de pedalagem (CORK
et al., 1974). As lesBes necroscépicas observadas raeningo-encefalomielite,
desmielinizacdo (CORK e NARAYAN, 1980) e presenga idfiltrado mononuclear
perivascular (CONSTABLE et al., 1996).

A artrite acomete, na maioria das vezes, animdist@s, de um a dois anos de
idade, e é caracterizada pelo aparecimento derhag@ de claudicacdo de graus variados,
principalmente na articulacdo céarpica. Microscopieate, essas lesdes sdo caracterizadas
por hipertrofia das vilosidades das membranas,iseégise de alteracdes degenerativas
com necrose e perda de vascularizacdo, com ighlirde células mononucleares (ADAMS
et al., 1980; PEREIRA, 1995).

A mastite nos caprinos € caracterizada macrosawm@ote pelo endurecimento do
Ubere e agalaxia, provocando uma reducdo meédiarodugio leiteira de 88kg de
leite/lactacdo, embora a qualidade do leite nda askgrada (SMITH e CUTLIP, 1988;
GREENWOOD, 1995). Microscopicamente, as lesdesistams em hiperplasia linféide
folicular ao redor dos ductos lactiferos, infilacintersticial de células mononucleares e
fiborose (LERONDELLE et al., 1989).

A infeccdo por LVPR em fémeas caprinas pode a@arreutros prejuizos

econdmicos como, a diminuicdo em até 0,3kg de gastria ao nascer e de 6kg no peso
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das crias até 120 dias, além do aumento em 25%listigbios reprodutivos de cabras
multiparas (GREENWOOD, 1995).

Nenhuma das formas clinicas da CAE é curavel, tanranto sintomético dos
animais infectados contribui apenas para uma meltesnporaria, pois ndo existem ainda
medicamentos e/ou vacinas eficaz para o combatelaca. A utilizacdo de antibiéticos
para prevencao ou combate de processos inflamsitddim € recomendado, tanto por razdes
econdmicas quanto pelo fato de causar resistédasgsepas bacterianas (FRANKE, 1998).

Estudos tém relatado diversas formas de transmided LVPR tanto entre as
matrizes e suas crias, como também, entre anintkikoa. A importacdo de animais
infectados com LVPR foi o primeiro passo para esfarmidade disseminar entre diversos
paises. A disseminacdo desta virose nos rebanhdsvee principalmente, pelo contato
direto dos animais sadios, com os animais doergparéntemente sadios), j& que 0s
mesmos sao reservatorios e a fonte de infeccad/B8& le transmite o agente por meio de
secrecdes ou excrecgdes ricas em celulas do siségdeto-mononuclear (ADAMS et al.,
1983; PERETZ et al, 1993).

A transmissdo venérea potencialmente também podeeo (de la CONCHA-
BERMEJILLO et al., 1996), visto que o DNA pro-virdé lentivirus caprino e particulas
virais livres infecciosas foram detectados no sémhermachos naturalmente infectados
com CAEV (TRAVASSOS et al, 1998; ANDRIOLI et al999; TRAVASSOS et
al.,1999).

A transmisséo do virus atraves objetos contammadm secrecdes e/ou excrecdes
virais, como, por exemplo, maquina de ordenha ocointeda com leite infectado, agulha,
tatuadores contendo sangue contaminado, tambénfosées potenciais de transmissao

(ADAMS, 1986; DeMAAR et al., 1995; FRANKE, 1998).
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A infeccdo intra-uterina tem sido questionada, Lamat al. (2001, 2002b)
demonstraramin vitro, que as células epiteliais do oviduto podem skciadas com o
virus CAEV, mas néo ha estudos que confirmem esidtadan vivo. Fieni et al. (2002,
2003) através da PCR, utilizando amostra tecidoaluiduto de 25 cabras infectadas com
LVPR, detectaram 11 animais positivos, sugerind@icerque os conceptos podem ser
expostos ao virus vivo.

Alguns estudos estdo questionando a transmissfid.MBR através da infecgdo
direta de embrido e fetos. Fetos foram infectados ®IVV através da inoculacao do virus
por via intracerebral (GEORGSSON et al., 1978; NARA et al., 1974), ou dentro do
saco amniético (CUTLIP et al., 1982). Lamara et(2002a) demonstroun vitro, que o
embrido caprino, no estagio de 8 a 16 células, pedanfectado pelo LVPR caso sua zona
pellcida n&do estivesse intacta. Nas infeccfes iexpetais de fémeas com menos de 60
dias de gestacado ocorreu reabsorcao fetal ou affod®LIP et al., 1981), mas, nos casos
em que os fetos sobreviveram, os mesmos se tornaias resistente. A infeccao
transplacentaria pode ocorrer, poréem a contribuieBadiva desta rota de transmisséo para
a infeccédo € incerta (BLACKLAWS et al., 2004).

Estudos demonstram que o virus pode ser encontr@sldecidos mamarios, nas
células epitelias mamariasn (vivo), nas células epiteliais de leite e colostro e nos
macrofagos (BLACKLAWS et al., 2004). A transmiss&atical, que é favorecida pela
permeabilidade intestinal dos animais recém-nascittOUWERS, 1997) é devido a
ingestdo do colostro e leite contaminados (ADAM&lgt1983; WATT et al., 1994; de la
CONCHA-BERMEJILLO, 1997).

A infeccdo cruzada entre ovinos e caprinos com MY/ZAEV respectivamente,

podem ocorrer experimentalmente (BANKS et al., 1933VER et al, 1985). Em adicéo,
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comparacgao de sequéncias de isolados naturais BB ¢ ovinos e caprinos tem sugerido
gue a infecgdo cruzada horizontal possa ocorreraiatente (ROLLAND et al., 2002).
Portanto, para controle da infeccdo de LVPR o0s aisirpositivos ndo devem entrar em
contato com caprinos e ovinos.

Castro et al. (1999) realizaram a caracterizacatdiica e molecular de amostras
de LVPR de caprinos dos Estados de Minas Geraiostaas BrMgl-01, BrMgl-02,
BrMg2-01, BrMg2-02 e BrMg2-03) e Pernambuco (BrP4}- que revelou a existéncia de
dois fendtipos em cultivo celular e dois gruposdénéticos principais (CAEV e MVV),
demonstrando conclusivamente, que ambos LVPR oo nossos rebanhos.

O virus da CAE foi isolado pela primeira vez em 49ibs Estados Unidos da
América (EUA) da membrana sinovial e do liquido atefraquidiano de caprinos
infectados (CRAWFORD et al., 1980). No Brasil, ormiro relato de deteccao de caprinos
infectados com LVPR foi no Estado do Rio Grandesdb(MOOJEN et al., 1986), sendo
depois confirmada pelo isolamento viral por Ravizeb al. (1988). Posteriormente, foram
relatados nos Estados da Bahia, com 12,0% de yussi{(ASSIS e GOUVEIA, 1994);
Ceara, com positividade de 27,5% (ASSIS e GOUVELA94) e 40,7% (MELLO e
FRANKE, 1997); Rio de Janeiro, com 21,0% (CUNHA ASCIMENTO, 1995) e Séo
Paulo, com 48,8% (GARCIA et al., 1992). H& registaoocorréncia também no Maranhéao
(ALVES e PINHEIRO, 1997), Minas Gerais (ASSIS e GRIA, 1994) e Parana
(SOTOMAIOR e MILCZEWISKI, 1997), Paraiba (CASTRO &t, 2002), Pernambuco
(SARAIVA NETO et al., 1995; OLIVEIRA et al., 200@) Rio Grande Norte (SILVA et al.,
2001; SILVA et al., 2003).

O primeiro relato de freqiéncia de LVPR em ovinasata Santa Inés foi feito por

Campos et al. (2003) onde testaram 413 amostrasoms do Estado de Pernambuco,
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através da IDGA, obtendo apenas trés amostrasasitivps (3/413), freqiéncia de 0,73%,
embora seja quantitativamente baixa, esta freqgédédei animais positivos, deve ser
considerada significativa, por ndo haver antes menhegistro de animais positivos de
racas especializadas em melhoramento genéticovittasscSRD, 0 que mostrou que a raca
ovina Santa Inés esta sendo acometida pelos LVPR.

Almeida et al. (2001) analisando a soroprevalédeid 605 caprinos do Estado da
Bahia, testados na IDGA, observaram que 215 (13gtithais foram positivos. Entre as
amostras positivas a maior frequéncia foi de fém&ds(90,23%) e entre as racas Alpina,
Saanen e Anglo-Nubiana a positividade foram del8(6%), 77 (18,92%) e 49 (15,76%),
respectivamente.

A maioria desses autores concorda que o surgindtGAEV se deu devido a
importacdes de racas exoticas como a Anglo NubBaanen, Parda Alpina, Toggenburg e
seus cruzamentos em varios Estados (MOOJEN et286; GARCIA et al., 1992). Em
Pernambuco, um inquérito epidemiolégico revelou due6% (70/397) dos caprinos
testados, de 40 criagcbes localizadas em 20 muos;igipresentaram reacdo positiva a
IDGA e que cerca da metade (19/40) das criacOeslaths apresentou pelo menos um
animal positivo (SARAIVA NETO et al., 1995). Olivaiet al. (2006) em seu estudo feito
em Pernambuco ndo observou diferenca estatisti¢dansgynificativa entre as variaveis,
sexo e faixa etaria quanto a positividade para L\d@Rcaprinos e ovinos. Também néo
houve diferenca entre os resultados obtidos naga@daros localizados nos municipios de
S&o Lourenco da Mata e Paulista. A prevaléncia rdmas portadores de anticorpos
precipitantes contra LVPR foi de 3,72% e 5,23% jgaf&inos e ovinos, respectivamente.

A infeccdo por LVPR acomete animais de varias racasles e ambos os sexos.

N&o se pode concluir pela maior susceptibilidadekaou de acordo com o sexo, devido
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aos estudos serem de dificil interpretacdo, asdogiaos fatores ligados ao manejo e
origens diferentes das racas. Entretanto, ndomedfi@idas que o tempo de exposicdo para
soroconversao € um fator muito importante, tornande frequiente a presenca de adultos
soropositivos (CASTRO, 1998).

Torna-se, portanto, primordial o controle da digsegéo desta enfermidade e o
gue se faz necesséario basicamente € evitar métteldsansmissao do virus, isto tem
ocorrido através de medidas preventivas, tais camseparacdo das crias logo apés o
nascimento, evitar que as crias entrem em contatosecrecdes dos adultos isolando-os,
administrar colostro termicamente tratado (de cahé&o infectadas ou de vacas), oferecer
substituto do leite as crias, testar os animais iet@rvalos regulares separando ou
eliminando do rebanho os animais soropositivosjaada linha de ordenha, controlar a
monta com reprodutores positivos, usar materiagriés{seringa, tatuadores, agulhas,
instrumentos cirdrgicos, etc) (ADAMS et al., 198RALLADO et al., 2001). Este controle
deve ser bem criterioso devido a ocorréncia deagores assintomaticos, lenta producéo
de anticorpos, indisponibilidade de vacinas. A cmiaézacdo de animais € também um
fator agravante, uma vez que com a introducdo dmads infectados no plantel a
disseminacao da enfermidade € praticamente inelVitRROTA et al., 2005).

Portanto, o sucesso em controlar a difusdo dagatedo LVPR, também, estd em
diagnosticar os animais precocemente e removemniogs soropositivos (ROWE e EAST,

1997).
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2.2 Diagnastico de Lentivirus de Pequenos Ruminarg€LVPR)

A forma mais pratica de diagnosticar os LVPR évasada sorologia, a presenca de
anticorpos demonstra indiretamente a existéncianfilecdo. Existe uma variedade de
técnicas laboratoriais para diagnéstico de LVPRsemcluem a imunodifusdo em gel de
agar (IDGA), os ensaios imunoenzimaticos (ELISAgdioimunoprecipitacdo (RIPA),
radioimunoensaio (RIA), @estern BlottingWB) (de ANDRES et al., 2005).

A sensibilidade relativa do teste de IDGA contfaldSA tém sido determinada em
varios estudos. O teste de ELISA detecta anticonposa maior propor¢cédo de soro que o
teste de IDGA. Avaliando amostras seriadas de ¢ifex experimentais, este teste detecta
soroconversao mais precocemente que a IDGA (VITal.ei982; SIMARD e BRISCOE,
1990; SAMAN et al., 1999). A sensibilidade e aezsficidade do teste de IDGA (CAEV)
em comparacao a RIPA foi de 91% e 100%, respecémtanusando 218 amostras de soro
caprino (KNOWLES et al.,, 1994). Varea et al. (20@kaminaram 1941 soros de 693
carneiros sequencialmente em um periodo de 3-4 aregontrou uma sensibilidade e
especificidade de 76.3% e 98.3%, respectivamentanparando aos resultados
concordantes dos soros no ELISA e WB. O teste déAlDparece ter uma baixa
sensibilidade quando comparada a RIPA, ELISA, e(#BANDRES et al., 2005).

Embora a técnica de ELISA seja geralmente maisiweinque o teste de IDGA, a
IDGA esta no Programa Nacional de Sanidade Cagri®aina (PNSCO) por existir uma
estrutura a nivel Nacional em condicdes de utlbzddevido ao menor custo com
equipamentos, facil execucdo, possibilidade dearteséprinos e ovinos no mMesmo
momento sem alteracdo dos reagentes. Para os ELEBAsnecessarios sais de elevado

grau de pureza, equipamento para leitura dos aed; além de reagentes especificos para
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cada espécie animal tornando entdo, um procedintentausto mais elevado dificultando
assim a sua utilizagéo.

Os testes: RIPA, RIA e WB (GOGOLEWSKI et al., 1928 CHAMBAULT et
al.,1988; TORFASON et al., 1992) ndo sédo usadosoctastes de triagem porque séo
testes que levam tempo longo para sua execucdo.oBwo lado, sdo usados
frequentemente comd&old Standardpara o diagnéstico de LVPR. Muitos estudos
descrevem a utilizacdo da reacdo em cadeia de grak® (PCR) como um método para
deteccédo de LVPR no sangue e em outros tecidogyrartdénha sido feita pouca estimativa

da sensibilidade e especificidade (de ANDRES ePaD5).

2.2.1 Imunodifuséo em gel de agar (IDGA)

A IDGA é o teste sorologico mais usado, apreseotadtreitacdo pelo baixo custo,
sensibilidade e uma boa especificidade, aléem d&plade de execucéo e leitura (ABREU
et al., 1998), sendo juntamente com o ELISA o tesisomendado pela OIE para
diagnostico de LVPR (OIE, 2006). A IDGA utiliza comantigeno o virus completo que foi
concentrado de sobrenadantes de cultura celulampido pela adicdo de detergentes ou
por outros tipos de tratamentos. Os anticorposctiete como antigeno as proteinas
nucleares de MVV (p25) ou CAEV (p28) e a glicophotede superficie gp135.

D’Angelino et al. (1993) ao estudarem uma fragaeoed@nho caprino de Sdo Paulo
realizaram a IDGA em 837 animais, tendo como radalt 314 animais soropositivos
(37,5%), 482 animais soronegativos (57,6%) e 4fnaisi inconclusivos (4,9%). Castro et
al. (1994) utilizando o mesmo teste puderam eviderecpresenca de anticorpos contra o
CAEV no Estado de Pernambuco utilizando o antiggaoMVV (Institut Pourquier

Montpellier, Franca) em 38 soros de caprinos kaisgicom uma positividade de 17,7%
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(38/214). Saraiva Neto et al. (1995) complementama@studo em Pernambuco utilizando
para deteccdo de anticorpos contra o CAEV, pelaADgdr o mesmo antigeno onde foi
observada uma prevaléncia de 17,6% nas amostra®rde caprinos de Pernambuco
(70/397).

Abreu et al. (1998) relataram que a utilizacao mtidbgano proveniente do virus CAE
foi mais eficiente que a do virus MV na deteccaadticorpos contra CAEV através de
IDGA. Dos 120 soros caprinos testados, o Ag CAEBsifeou 75 como positivos e 45
como negativos, jA o Ag MVV classificou 58 comoifigss e 17 como negativos, obtendo
uma sensibilidade relativa de 77,3%. Dos resultathssificados como negativos, 45 soros
apresentaram este resultado frente aos antigesosgids da CAE e MV (Especificidade
relativa de 100%). Portanto, os autores recomeradatitizacdo do antigeno glicoprotéicos
e nucleoprotéicos a partir do CAEV, preferencialteate amostras Brasileiras, para testes
de monitoramento (controle e erradicagdo) dos L¥RRossos rebanhos.

Pinheiro et al. (2001) coletaram 4019 amostrasodesscaprinos leiteiros e nativos
SRD do Estado do Cearéa para serem testadas naéuoiioa de imunodifusdo em gel de
agar (Kit Comercial — Veterinary Diagnostic Tectowy, In¢®). A prevaléncia da infeccéo
foi de 1% (40/4019) considerando todos os tipomisade caprinos testados. Com relagéo
a prevaléncia por regido do Ceara, constatou-sermamar prevaléncia (11,1%) na regido
metropolitana de Fortaleza, onde existe a baciainapleiteira. Esta prevaléncia
representou 57,5% dos animais soropositivos eraxodr sendo, portanto, a maior regiao
de animais infectados pela CAEV.

Leite et al. (2004) pesquisaram no Estado de Sélw Raticorpos anti-CAEV, pela
técnica de IDGA utilizando o Ag CAEV, onde obtiverale um total de 1.030 caprinos,

443 animais soropositivos (43,01%) e 587 animaisregativos (56,99%).
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Lara et al. (2002) compararam trés testes (IDGA, HEISA) para diagnéstico de
anticorpos anti-virus CAE de 168 amostras de stapsno do Estado de S&o Paulo. Para o
teste de IDGA foram utilizados como antigeno aogiioteina gp135 (envelope) a proteina
p28 (capsideo) do virus, para a técnica de ELISAItibzado o Chekit CAEV/MVV. O
teste de IFI foi realizado utilizando amostras dhEQ do Estado do Rio Grande do Sul. A
IDGA detectou 57 animais positivos (33,6%), no EAIS5 animais foram positivos
(44,6%) e na IFI, 79 animais (47%) foram positivos.

Santin et al. (2002) analisaram os soros do Esthd@soids para pesquisa de
anticorpos anti-gp135 e anti-gp28 pelo teste deADBas 29 amostras, 10 apresentaram
anticorpos anti-gp135 (34,5%), enquanto outras380606) foram consideradas suspeitas.
Quanto a p28 nao foi observada nenhuma amostréiviapsinas cinco (17,2%) foram
consideradas suspeitas. Das amostras suspeitasag@or a p28, quatro foram positivas e
uma suspeita no teste contra gp135.

A substituicdo da Macro-IDGA pela Micro-IDGA podesultar na reducdo: da
guantidade dos soros padrédo e antigenos, do nidagacas e do tempo de leitura. Além
disso, ndo ha perda na sensibilidade e especifieida teste.

O teste de IDGA, juntamente com medidas sanit@&ids manejo adequadas, vem
apresentando resultados satisfatorios, quando gagwepara monitoramento de rebanhos

caprinos, reduzindo consideravelmente a preval@e@AE (ROWE et al., 1992).

2.2.2 Ensaios imunoenziméaticos (ELISA)
Existem vérias publicacbes com ELISA para diagndssorologico de LVPR

Nestes ensaios podem ser utilizados como antigengirus inteiro, ou proteinas
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recombinantes (ou peptideos sintéticos). Os ELI®Ampetitivos sdo baseados na
competicdo entre anticorpos anti-virais monoclooars 0s anticorpos do soro teste.

Para os testes de ELISA que empregam virus in{®fd) como antigeno, os
valores da sensibilidade variaram de 92% a 100%pecdicidade de 93% a 100%. Para os
ELISAs recombinantes a sensibilidade varia conaid#mente de <40% a 100%, e os
valores de especificidade tendem a ser altos. Baestes de ELISA competitivos tem sido
desenvolvidos (de ANDRES et al., 2005).

Archambault et al. (1988) utilizaram, no ELISA, wmntigeno de virus inteiro
(CAEV) em soros caprinos que ja tinham sido testguiva p28 no RIA, a sensibilidade e
especificidade relativas foram 96.9% e 100%, rdasmenente. Simard e Briscoe (1990)
desenvolveram um ELISA com antigeno Canadenses(vwiteiro — MVV) tratado com
dodecil sulfato de sodio (SDS), apresentando umesilsBdade de 94.7% e uma
especificidade de 98.8%. Vander Schalie et aB4)l@valiaram um ELISA (virus inteiro -
CAEV-63) que obteve uma sensibilidade de 94.4% @ especificidade de 100% em
relacdo a RIPA. Celer et al. (1993) utilizando umlFA com virus inteiro (CAEV)
encontraram uma sensibilidade e especificidadeO8éo] relativa a soros caprinos, onde
em um ELISA (MVV) os valores foram de 81% e 87%pextivamente. Ja Zanoni et al.,
(1994) estudando um ELISA (MVV inteiro) demonstrarama sensibilidade de 98.6% e
uma especificidade de 99.3%, relativa ao teste & $oros caprinos de referéncia
determinados por WB e por um ELISyag recombinante. O ELISA (WV) elaborado por
Schaller et al. (2000) demonstraram valores de %886 100% de sensibilidade e de
especificidade relativo aos resultados combinades VdB e de um ELISAgag

recombinante.
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Para os ELISAs recombinantes os antigenos utilzauduem o recombinantgg
p55, p25, pl6, proteina nuclear pl4, proteina mnansbranar gp46, ou proteina do
envelope gpl35, purificada. Os peptideos sintéséasderivados de p25 ou TM tém sido
usados também

Kwang et al. (1993) estabeleceram um ELISA recoarite TM com 97,6% de
sensibilidade e 100% de especificidade relativosmwes de referéncia no WB. Kwang e
Torres (1994) usando, como antigeno, uma combinded@s peptideos derivados de TM
de MVV, encontrou valores de sensibilidade e e$ip&tade 96% e 100%.

Celer et al. (1993) observaram que a sensibilidimdELISA p25 recombinante era
mais baixa do que do ELISA que utiliza como antigeffus MVV inteiro (50%versus
81%) com especificidade mais alta (10@%rsus87%). Os valores de sensibilidade e
especificidade para um ELISA (CAEV inteiro) forara #00% e 100%, respectivamente.
Zanoni et al. (1994) descreveram que um ELISA cammsvWVV inteiro apresentava uma
alta sensibilidade (98,6%ersus86,3%) e igual especificidade (99,3%) quando coaga
a um ELISA recombinatgag-GST.

Power et al. (1995) concluiram em seus resultadesggando o recombinaggag
(que compreende p25 e 79% de pl16) e um ELISA pa@tdM eram combinados, a
sensibilidade era de 97,4% e a especificidade d&€Q%elativo ao ELISA com antigeno
inteiro (SIMARD e BRISCOE, 1990) foram observadaseLISA recombinante foi mais
sensivel do que o ELIS#ag(76,6%) ou ELISA TM (94,8%) usados individualmente.

Pasick (1998) usou uma combinacdo de recombingagee TM, e encontrou
valores de sensibilidade e de especificidade de 88%.8%, respectivamente, relativo ao
ELISA com virus MVV inteiro (SIMARD e BRISCOE, 1998 97.9% e 88.2%, relativo ao

ELISA com virus CAEV inteiro (HECKERT et al., 1992)
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Os resultados sugerem que os testes de ELISA gpeegam como antigeno o
virus inteiro tende a ser mais sensivel do que LUiSArecombinante Unico. Entretanto, a
inclusdo de um antigeno nuclear ou de envelopeste,ttransformam a sensibilidade e
especificidade equivalentes resultados do ELISA eos inteiro.

Fevereiro et al. (1999) produziram um ELISA utifida anticorpos monoclonais
para detectar, nos soros ovinos, anticorpos comitud Maedi-Visna. A sensibilidade e a
especificidade do teste foi de 93% e 100%, resgmuente, relativo a WB, quando
comparado com o ELISA utilizando o virus inteirotede-se a sensibilidade e
especificidade de 96% e 78%, repectivamente (ZANEMNdI., 1994). Recentemente um
teste baseado na captura de CAEV-63 por anticorposoclonais e medidos pelo
deslocamento destes anticorpos por outros do sete foi descrito (HERRMANN et al.,
2003). A sensibilidade e a especificidade dest&SBLbi determinada, em 200 amostras de

soro caprino, como sendo 100% e 96.4% respectivi@metativo a RIPA.
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AVALIAC}A,O DE UMA MICROIMUNODIFUSAO EM GEL DE AGARP ARA
DIAGNOSTICO DE LENTIVIRUS DE PEQUENOS RUMINANTES EM
CAPRINOS

Emmanuela Tiné de ARRUDARoberto Soares CASTRMichele Moreira Martins de
OLIVEIRA3, Sérgio Alves do NASCIMENT® Ana Claudia CAMPO’ Sheila Machado
GOMES, Miguel Angel FUMAGALLI®

RESUMO: As lentiviroses de Pequenos Ruminantes - LVPRritarencefalite Caprina-
CAE e Maedi-Visna), acometem caprinos e ovinos, csiacterizadas por curso lento e
progressivo, onde a maioria dos animais acometidosapresenta sintomatologia clinica,
sendo a sorologia a forma mais pratica de diagm@spois a presenca de anticorpos
demonstra indiretamente a existéncia da infecc@WBR. Este trabalho foi desenvolvido
com o objetivo de avaliar uma microimunodifusdo geh de agar (micro-IDGA), que
utiliza 10ul de antigeno e soro controle positiv@0eul do soro teste, comparativamente a
uma macro-IDGA (20ul de todos os reagentes) paratdizada no diagndstico soroldgico
de LVPR em caprinos, com base na sensibilidade especificidade relativas, bem como
no indice de concordancia ajustalagpa- K). Os céalculos foram feitos de acordo com os
resultados do teste de 262 amostras de soros cspaalhidos em animais leiteiros de
guatro propriedades, localizadas no Rio GrandeatteN1), Pernambuco (2) e Paraiba (1).
Os resultados obtidos revelaram sensibilidade ecdspdade relativas de 100% e uma
perfeita concordancia entre os test€s=(1,00). Dos 262 soros caprinos avaliados através
da macro-IDGA e da micro-IDGA, 9,54% (25/262) aprégaram resultados positivos e
90,46% (237/262) resultados negativos em ambogstest Ao avaliar as caracteristicas
gualitativas, como a intensidade da linha de pitegi@o, nitidez e o tempo para
determinacdo de resultados, observou-se que a -fDI@A apresentou reacfes mais
nitidas que a macro-IDGA, na leitura dos contrgdesitivos feita apos 24 horas de
incubacao, entretanto ndo houve diferenca na ¢erealizada apos 48 horas. Pelo exposto
pode-se concluir que a micro-IDGA pode substituirmacro-IDGA no diagndstico
sorolégico de LVPR e que o tempo de leitura e dgfndos resultados pode ser reduzido
para 48 horas, sem comprometimento da confiab#idiad resultados.

Termos para Indexacédo: Caprinos, diagnostico, IDGREV, Maedi-Visna.

MICROIMMUNODIFUSION AVALIATION FOR SMALL RUMINAT
LENTIVIRUS DIAGNOSTIC

ABSTRACT: Lentiviroses of Small Ruminants — SRLV (Caprine hiitis-encephalithis-

CAE and Maedi-Visna) affects goat and sheep. thigracterized by a slow and gradual
course, where the majority of animals does nosge symptoms, and sorology is the
most practical mean of diagnosis, where the presehantibodies demonstrates indirectly
the existence of SRLV infection. The aim of thisriwvavas to evaluate an agar gel
microimmunodifusion (micro- AGID) test in compansavith a macro- AGID test to be

used in the serologic diagnosis of SRLV in goatstle basis of relative sensitivity and
specificity, as well as the Kappa index (k), cadtetl in accordance with the results of the
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tests. Calculus were performed according to redtdt® 262 goat serum samples, from
four properties, located in the Rio Grande do N@ile Pernambuco (2) and Paraiba (1).
Results presented a relative sensitivity and sjpggifof 100% and a perfect agreement
between the testK(= 1,00). From the 262 goat sera evaluated trougbrorlDGA and
micro-IDGA, 9,54% (25/262) presented a positivauteand 90,46% (237/262) presented a
negative result in both tests. Micro-IDGA presenteldarer reactions to qualitative
characteristics, such as precipitation line intignstlarity and timing for detection when
compared to macro-IDGA, at the reading performeigra4hours of incubation. No
alterations were observed after 48h. It can beloded that, Micro-IDGA may be able to
substitute macro-IDGA in the serologic diagnosticS&RLV and that reading time, and
results definition may be reduced to 48hours wildacrease in the confidence of results.

Terms for Indexation: Goats, diagnostic, AGID, CABWaedi-Visna

'Médica Veterinaria, Mestranda do Programa de Pésk@cdo em Ciéncias Veterinarias da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (PPGCV - UFRPE) - Rara Dlanoel de Medeiros, s/n., Dois Irm&os. CEP —
52171-900, Recife-PE.

®Médico Veterinario, Professor Associado do Dept@ Mledicina Veterinaria — UFRPE. E-mail
rscastro@dmvufrpe.br

3Médica Veterinaria, Doutoranda do PPGCV - UFRPE.

“Biol6go, Depto. de Medicina Veterinaria — UFRPE.

® Médica Veterinaria, Depto de Medicina VeterinariaFRPE.

®Académico de Medicina Veterinaria da UFRPE.
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INTRODUCAO

Os caprinos e ovinos podem ser infectados por wpogde virus genericamente
denominado de Lentivirus de Pequenos Ruminante®R)Vque compreendem varios
isolados, distribuidos em quatro grupos filogeméticque compartilham similaridade
genética, mecanismo molecular de replicacdo, nmogial e interacdo biolégica com os
hospedeiros. Os prototipos dos dois grupos priigig@o os virus Maedi-Visna (MVV),
também denominado Pneumonia Progressiva Ovina (PE®Wirus da Artrite-Encefalite
Caprina (CAEV), originalmente isolados de ovinosaprinos, respectivamente (SHAH,
2004).

A enfermidade caracteriza-se por longo periodo mbeibacdo, evolugédo lenta e
progressiva, ficando os animais infectados poreglpermanentes do virus. Esses animais
podem apresentar cinco quadros clinicos princiatste, encefalite, mamite, pneumonia
e emagrecimento cronico (CALLADO et al.,, 2001). ransmissdo dos LVPR ocorre
principalmente pela ingestdo de colostro e leitéédeeas infectadas e por via respiratoria,
mais frequente em periodos de confinamento. Estsdgsrem que a transmisséo vertical
deste virus pode ocorrer em condi¢cdes naturaietanto o mecanismo e a freqiéncia, ndo
sdo conhecidos. O sémen para inseminagdo artifecia transferéncia de embrido
representam 0 menor risco e o risco minimo, resasente (BLACKLAWS et al., 2004).
Os animais infectados soroconvertem em diferengggos, as vezes tardiamente; ha
registros de certos casos de sororeversdo (RIMSEABI., 1993; de ANDRES et al.,
2005).

A suspeita da infeccdo por LVPR pode ser feitoicdimente, embora somente uma
proporcdo pequena dos animais desenvolva sinaikadi ou de forma mais precisa,

através da sorologia. Vérias técnicas estdo digpinipara esta finalidade, como a
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imunodifusdo em gel de agar (IDGA), os ensaios wmeazimaticos (ELISA), a
radioimunoprecipitacdo (RIPA), radioimunoensaioARE o western blotting(WB) (de
ANDRES et al., 2005). Cada uma aprsenta vantagefeswantagens; assim a decisdo de
gual teste utilizar depende basicamente das cit@ncias e necessidades especificas.

A IDGA é o teste sorolégico mais usado, pois, atEsboa aceitacdo pelo baixo
custo, boa especificidade e praticidade de execuygdem tem sensibilidade inferior
guando comparada ao ELISA, e sua interpretacadativeanente subjetiva, requerendo
experiéncia do executor. Por outro lado, o ELISAng teste de custos mais elevados do
gue a IDGA. Ambos os testes sdo atualmente recaadesdpela OIE para certificagédo
(OIE, 2006). Em relacdo a IDGA, varios protocolasfgram desenvolvidos, usando-se
diferentes antigenos, formulacdes de géis, forntatbanho e distancia entre os pogos do
molde para perfuracdo do gel, bem como seu arramjmolde. Com base na quantidade
dos reagentes utilizados, todos referem-se a mB@aé" (de ANDRES et al., 2005).

No Brasil, o teste empregado e que esta propodtn P@grama Nacional de
Sanidade Caprina e Ovina (PNSCO) é a IDGA. Forasemmlvidos alguns protocolos de
macro-IDGA usando-se 100ul de antigeno CAEV (ABREU al., 1998), que foi
aperfeicoado para 201130pl ou 100pul (GOUVEIA et al., 2000). O presetrabalho foi
desenvolvido com o objetivo de avaliar uma micr&®comparativamente a uma macro-

IDGA? para ser utilizada no diagnéstico sorolégico d€Rvem caprinos.

! para efeito deste artigo foi definido como ma@G&A o teste realizado com 20pl ou mais do antigedo
soro controle positivo, e como micro-IDGA aquelalimdo com menos de 20 pul.

2 Biovetech - Recife, PE, Brasil.
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MATERIAL E METODOS

Micro IDGA
Producéo de Antigeno (AQ)

Foi utilizada a amostra viral padrdo CAEV Cork (CGAE0), multiplicada em
células de cultivo primario, obtidas por explantag@& membrana sinovial de feto caprino
(MSC). As culturas celulares foram inoculadas, com 3,0ankdspenséo viral por garrafa
roller, adicionando-se 200ml de Meio Essencial Mimide Eagle (MEM) suplementado
com 2% de soro caprino (SC), e incubadas em estuB3°C.No 5° e 10° dia pos-
inoculacéo (PI), procedeu-se a avaliacdo da carcelddar quanto a formacdo de efeito
citopatico (ECP). A partir do 10° dia PI, a cadsstdias, colhia-se o sobrenadante de cada
garrafa, acrescentando-se 200ml de MEM com 2% deeSI€ sobrenadante era estocado a
-20 °C, até o momento dos passos de purificacao.

Apés descongelamento dos sobrenadantes, procedegesgrifugacdo a 3.300g
por 30 minutos e dialise em membracantra Polietilenoglicol (PEG 8.000) a 10% em
PBS (pH 7,6) a 4°C, durante 48 a 72 horas, atéheeotracdo de aproximadamente 50 -
100 vezes, quando foi coletado e estocado a —20BRKU et al., 1998). O antigeno foi
titulado, em diluicdes duplas, frente ao soro padrésitivo e usado como 2 unidades
precipitantes (UP).

Producéo do soro padrao positivo (SP)

O Soro Padrao positivo foi preparado a partir d@smpla de um animal naturalmente

infectado com LVPR, com resultado positivo na mdB@A. O plasma foi centrifugado a

3.300g por 30 minutos, a 4°C e diluido, 1:2 (v solucdo tampdo acetato de sédio

¥ THOMAS SCIENTIFIC Swedesboro, NJ, USA (3787-d1@B3x21mm)
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60mM, pH 4,6. Em seguida para cada 2 ml desta &o)upi adicionado 38 de &cido
caprilico resfriado. Esta mistura foi lentamentembgeneizada por 30 minutos a
temperatura de 25°C. Posteriormente, foi centrdaga 3.300g por 30 minutos, a 4°C. Ao
sobrenadante foi adicionado PBS 10 vezes concentradproporcdo de 1:10 (v/v), o pH
foi ajustado para 7,6 com hidréxido de sodio (Na@M) e submetido ao fracionamento,
utilizando-se solugédo saturada de sulfato de am@weGE e THORPE, 1998). Apés
adicdo do sal, a mistura foi incubada sob agitagmstante a 4°C, por 1 hora, e
posteriormente centrifugada a 5.000g por 30 minukod°C. O sobrenadante foi entédo
descartado e o precipitado ressuspenso em atéolydldme inicial em PBS pH 7,6, e
submetido a dialise por 48 horas, a 4°C, contra pBS,6, sendo esta solucdo trocada a
cada 4 horas (BRACHT e ISHII-IWAMOTO, 2002). Em g&ts 0 soro padrao positivo foi
titulado, em dilui¢des duplas, frente ao antigensado como 2 UP.

Para avaliar a estabilidade dos antigenos e saitoob® positivo, aliquotas de 1j0i0
foram descongeladas mensalmente, durante doze,mdsstadas conforme descrito para a
micro-IDGA.
Realizacdo dos Testes

A macro-IDGA foi realizada conforme instrucdes dbricanté. A micro-IDGA foi
realizada em placas de Pemiescartaveis, de 90 mm de diametro. Cada placénban
16ml de Agarose1% (p/v) em solucdo tampéo borato de sédio (108 iVl 8,6). No
momento dos testes, o gel foi perfurado com o melddorma hexagonal (Figura 1.1), de

maneira a formar sete pocos, sendo um central, fondeicionado o Ag, e seis periféricos

* Biovetech, Recife-PE, Brasil.
® Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro — RJ, iBras
® Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, German.
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equidistantes, onde foram adicionados, de formarreltla, o SP e 0s soros a serem
testados. Os pocos destinados ao soro padraovpositao antigeno tinham 3mm de
didametro, com capacidade para 10ul de cada reageni® destinados aos soros a serem
testados, 5mm (30ul). Todos os pogos eram 2mm istantes. Terminada a adicdo dos
reagentes, as placas foram incubadas em camara ant@mperatura em torno de’@5e
realizadas leitura apos 24h, 48h e 72h de incub&sisoros foram considerados positivos
guando ocorria a formacdo de linha de precipitagdtoe o poco central (Ag) e 0 soro

testado, apresentando identidade com a linha fareatte o SP e 0 Ag.

Figura 1.1 - Esquema de molde utilizado para perfuracéo do @@ micro-IDGA. Pocos
1, 3 e 5 (10ul de soro padrao positivo); 2, 4 80u( dos soros a serem testados) e 7 (10ul
de antigeno).
Comparacao da micro e macro-IDGA

A micro-IDGA foi comparada com a macro-IDGA, atravélo indicador de
concordancia ajustadfappa (K), sensibilidade e especificidade relativas (PEREIR
1999), calculados com base no teste de 262 amadrasoros caprinos, colhidos em

animais leiteiros de quatro propriedades, localzado Rio Grande do Norte (1),

Pernambuco (2) e Paraiba (1). Além disso, foram pewatas, qualitativamente, a



55

intensidade e nitidez das linhas de precipitacdandieos os testes, apds 24, 48 e 72 horas

de incubacéo das placas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 262 soros caprinos testados atraves da ma@Ga-¥®da micro-IDGA, 9,54%
(25/262) apresentaram resultados positivos e 90,d8%/262) resultados negativos em
ambos os testes (Tabela 1.1). Quando comparadesutados da micro-IDGA em relacao
aos da macro-IDGA observa-se uma perfeita concor@&justadakappa entre os dois
testesl= 1,00), além de especificidade e sensibilidadsivgs de 100%.

Ao avaliar as caracteristicas qualitativas, comoingensidade da linha de
precipitacdo, nitidez e o tempo para determinagicedultados, observou-se que a micro-
IDGA apresentou reagBes mais nitidas que a madBA|a leitura dos soros positivos
feita apds 24 horas de incubacdo. Entretanto, néweehdiferenca na leitura realizada apos
48 horas de incubag&o. Recomenda-se, assim emitgsaltados positivos a partir das 24h
de incubacao e dos negativos a partir de 48h. iCéasente, o tempo de leitura definitiva
das placas de IDGA é feita 48 a 72 horas (ADAMS@RBAM, 1986; ABREU et al.,
1998). Neste trabalho pode se observar que utilzémnto a micro quanto a macro-IDGA
este tempo pode ser reduzido para 24 a 48 horass@®prometer os resultados, inclusive
os de animais que apresentam baixo titulo de aptisanti-LVPR (fracos positivos).

Em testes de imunodifusdo ocorre a migracdo duplartigeno e anticorpos,
através do gel de 4gar. Muitas varidveis podemestrdadas e modificadas quando se
pretende aprimorar este teste, dentre elas podessaltar: a concentracao dos reagentes, 0s
constituintes do agar e da solucdo tampao utilizadaolde para perfuracdo do gel, desde
o formato, até o tamanho e distancia entre pog@s, tomo seu arranjo no molde. O
encontro dos reagentes em propor¢cdes Otimas ldeanecdo de complexos antigeno-

anticorpo, insoluveis que precipitam, tornando-sgveis sob a forma de uma linha ou



57

banda de precipitacdo. Variagdo extrema na coraggurde antigeno e anticorpo pode
alterar a localizagédo ou até inibir a formacéo @snmma, por isto foram feitas as titulagbes
do antigeno e do soro padréo positivo, ajustandmacs 2 UP. Essa reacdo pode ainda ser
influenciada por condic¢des fisico-quimicas, comooacentracao eletrolitica, a solucéo
tampao empregada na preparacao do gel, o pH epi@iura e/ou pela presenca de altos
niveis de lipideos nos soros testes. Na realizdedmbas as provas de IDGA foi utilizada
agarose com alto grau de pureza, que apresentaixm fionto de fusédo, o que pode ter
sido um fator importante para obtencdo de linhapmeipitacdo nitidas, facilitando a
leitura das reacfes. Além disso, € consideradooporitico para o teste de IDGA para
LVPR o uso do tampé&o borato de pH alcalino (WINWARLl., 1979).

Na micro-IDGA utilizou-se um molde em forma hexaglorcom 0s pocos
destinados ao antigeno e soro padréo positivo epacidade para 10ul, e os para os soros
a serem testados com capacidade para 30ul. Estie rrewvh sido recomendado pela OIE
(2005), sem especificagdo dos volumes dos reagesmit@mra ndo seja feita referéncia a
sua avaliacdo. O maior volume do soro teste podmitdea deteccdo de animais que
apresentam baixos titulos de anticorpos, insufiegepara reagir em quantidade suficiente
para formar uma linha de precipitacdo perceptivel.

Muitos modelos de molde ja foram propostos, porémue predomina é o de
formato hexagonal com pocos de igual diametro edesjéntes, sendo um poco central,
onde se distribui 0 antigeno, e seis periféricagdecse distribui alternadamente os soros de
referéncia e os soros a serem testados (CUTLIR.,e1t9%7; WINWARD et al., 1979;
ADAMS & GORHAM, 1986; ABREU et al.,, 1998; GOUVEIAtal., 2000). O molde
usado na micro-IDGA apresenta vantagens, pois tpassivel testar mais animais por

placa, ja que na macro-IDGA séo testados 21 sonose¢e conjuntos, enquanto na micro-
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IDGA séao testados 30 soros, e pode-se empregar masmtidade do soro teste. Além
disso, ha menor consumo de antigeno e soro pad<ibvp, iNSUMOS responsaveis, em
grande parte, pelo custo do teste, pois é utilizadtade desses reagentes, sem afetar

negativamente o resultado.

Tabela 1.1 — Resultado dos testes de macroimunodifusdao (MaxE#) e
microimunodifusdo (Micro-IDGA) para diagndstico deentivirus de

Peguenos Ruminantes

Macro-IDGA
Micro-IDGA Positivo Negativo Total
Positivo 25 0 25
Negativo 0 237 237
Total 25 237 262

A validade de um teste diagndstico pode ser estintath base em seus valores
intrinsecos (sensibilidade e especificidade), gqae proprios do teste e ndo sofrem
influéncia da prevaléncia da enfermidade para & spi@estina seu uso (ASTUDILLO e
KANTOR, 1981). Classicamente, a sensibilidade éindif como o percentual de
verdadeiros positivos identificados no teste, speeeificidade o dos verdadeiros negativos,
guando comparados com um teste de referéncia, @pe ger um teste consagrado como
Gold Standardu outro de uso classico. Pelas particularidadgsatbgénese dos LVPR, a
determinacdo do verdadeiro status dos animaid@l difois a restricdo da replicacéo viral

torna o isolamento incerto (HECKERT et al., 199BMMBTAD et al., 1993CHEBLOUNE
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et al., 1996) e ndo se dispbe de um teste soroldgidd Standardde ANDRES et al.,
2005). Por isso, foi adotado o critério de calaldosensibilidade e da especificidade com
base nos resultados de uma macro-IDGA, que apeessisibilidade de 79,7% e
especificidade de 100%, (relativas a um ELISA-De @ rotineiramente usada no pais.
Assim, considerando a perfeita concordancia entréceo e a macro-IDGA, esses valores
podem ser aplicados a micro-IDGA.

Nos testes de IDGA para LVPR a sensibilidade ecfsgidade sdo dependentes do
tipo de antigeno empregado. Os antigenos utilizadsge trabalho foram produzidos em
células de MS infectadas com CAEV Co, constituidagpalmente de nucleoproteina
viral, pois tem-se observado que os testes corgeaiCAEV sdo mais sensiveis do que
aqueles com MVV (KNOWLES et al. 1994; ABREU et 4B98). Por outro lado, Adams e
Gorham (1986) afirmam que o teste utilizando aoglioteina de superficie (gp135) do
virus CAEV € mais sensivel do que os que empregamcéoproteina (p28), porém
Knowles et al. (1994) observaram sensibilidade pe@8cidade de 91% e 100%,
respectivamente, quando utilizaram como antigenirus inteiro CAEV-63. A relativa
instabilidade das glicoproteinas virais (RIMSTAD at 1994) justifica a utilizacdo da
nucleoproteina na constituicdo #és, que tém se mostrado bastante estaveis. Neste
trabalho, isto ficou evidente na prova de estadiledde longa duracdo, onde apds um ano
ndo houve reducéo do titulo do antigeno.

Finalmente, em consonéncia com a preocupac¢ao dnogtica e a biosseguranca, a
tecnologia usada na micro-IDGA reduzira a quangddd soro controle positivo, que é
colhido de caprino naturalmente infectado por CAHAto implica no uso de menor
namero de animais, 0 que estd de acordo com ogifmeae bem estar animal, e na

manipulacdo menos frequente de células e aninfastados pelo virus, que, apesar de nao



60

ser considerado infectante para o homem, deve lgetoode atenc&do, pois € um virus
altamente mutavel. Aléem disso, como regra gerabivencdo a exposicdo a agentes
infecciosos, é importante destacar que agente®mlescidos podem infectar os animais
sem serem detectados, impondo algum tipo de rissogae 0s manipulam, devendo-se

assim limitar ao maximo o uso de animais.
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CONCLUSOES
1. A micro-IDGA pode substituir a macro-IDGA, no diaggtico sorologico de LVPR,
diminuindo os custos do teste.
2. O tempo de leitura dos resultados da macro e nid®A utilizadas pode ser de 24 a
48 horas, sem comprometimento da confiabilidaderelmdtados.
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1. A micro-IDGA pode substituir a macro-IDGA, no diggtico sorologico de LVPR,
diminuindo os custos do teste.
2. O tempo de leitura de resultados pode ser redupami@a 24-48 horas, sem

comprometimento da confiabilidade dos resultados.
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