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RESUMO

No Brasil, o Ministério da Agricultura, PecuaridAbastecimento (MAPA) lancou um Programa
de Sanidade Caprina e Ovina (PNSCO) que contemplaPiano Nacional de Vigilancia e
Controle das Lentiviroses de Pequenos Ruminantd¥ CRVPR) onde esta preconizado o uso
da imunodifusdo em gel de agar (IDGA) como testeotiea no diagnostico das lentiviroses,
sendo empregado, como prova confirmatoria e pasade certificacdo, avestern blot(WB),
embora este Ultimo ndo esteja disponivel no pagsteNtrabalho foi padronizado um WB para
diagnostico de lentivirus de pequenos ruminantddPR) em caprinos, utilizando antigeno
através de um sistema simplificado de purificagdigjado com a concentracdo por diélise do
sobrenadante de culturas celulares de cérneaadfeste seguido de centrifugacdo em gradiente
continuo de sacarose. No WB, cinco proteinas vifaiam reconhecidas pelo soro padrdo
positivo e apresentavam pesos moleculares de 125,640, 50 e 70 kDa. Ao se utilizarem
amostras de campo de soro caprino positivasnnaunoblot pelo menos uma proteina viral foi
reconhecida por todas as amostras. Todos 0s gueseatavam anticorpos contra a proteina de
25 kDa. Reacédo positiva a gp40 foi observada entr@uaimais, com intensidade de reacao
discreta em trés deles. Dois animais apresentagag@o positiva a pl16, e dois a gp50, embora
pouco intensas. Foi ainda padronizado um ELISAizatido proteina-G como conjugado,
(ELISA-G), a partir de um ELISA indireto (ELISA-iOs valores da relacdo positivo/negativo
(P/N) obtidos para os soros padrao foi signifiGatiente superior (P < 0,05) no ELISA-G (10,9)
do que no ELISA-i (4,8). Ao testar um grupo de 8osqoositivos e 10 negativos, observou-se,
basicamente, 0 mesmo comportamento, com valor@Meno ELISA-G de 4,68 e no ELISA-i
de 3,33, demonstrando maior capacidade de disa@gam no caso do ELISA-G, o que é
altamente desejavel em padronizacdo de ensaioso@nmmaticos (EIE). Estes testes estdo
padronizados, porém o WB necessita ser mais amptanagaliado e o ELISA requer validacéo
(estimativa da sensibilidade e especificidade), base no teste de um nlimero significativo de
amostras da populacdo de caprinos e ovinos, repadisas das diferentes condicdes
epidemioldgicas existentes no Brasil, para seizatb nos programas de controle de LVPR.
Utilizando o WB, em adicao a IDGA, foi realizadaaisorologia em animais nascidos por parto
induzido, separados imediatamente ap0s o nascimdersaas maes, e alimentados com colostro
artificial ou tratado termicamente. Estas medigasyavelmente, dificultariam a transmissao de

LVPR das cabras positivas a seus descendentesijacs apresentariam titulo baixo ou nulo de
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anticorpos, porém os resultados dos dois testesaram que, embora sem alteracdes clinicas
compativeis com infec¢cdo por LVPR, 27,27% (12/4d% d@nimais anticorpos contra LVPR,

concluindo-se que as medidas de manejo empregaddsnam suficientes para evitar a infeccéo
pelos lentivirus; possivelmente, ocorreu infecgéoauterina, e/ou falha na inativacdo do virus

no colostro e leite, além da transmisséao horizontal

Palavras-Chave:CAEV, Maedi-Visna, diagnosticavestern blgtIDGA, ELISA, controle.
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ABSTRACT

In Brazil, the Agriculture Animal Husbandry and $lp Ministry (MAPA) has launched a
Caprine and Ovine Health Program (PNSCO) which empasses a National Plan of Control and
Vigilance of Small Ruminants Lentiviruses (PNVCLVPiRat the usage of the agar gel immune-
diffusion (AGID) is recommended as a routine testhe diagnosis of lentiviruses being used
anda thewestern blofWB) as confirmatory test and for certificationrposes, though the last is
not available in the country. In this work a WB wstaindardized for the diagnosis of small
ruminants lentiviruses (SRLV) in caprines, usingigen through a simplified purification
system, initiated with the concentration by diadysf the floating of infected corneas cell cultures
and followed by centrifugation in continuous sueragadient. In the WB, five viral proteins
were recognized by the standard positive serumshoded molecular weights of 14-16, 25, 40,
50 and 70 kDa. When using filed samples of capser@m, also positive in thexmunoblot at
least one viral protein was recognized by all tmles. All serums displayed antibodies against
the 25 kDa protein. Positive reaction to gp40 waseoved in four animals, with discreet reaction
intensity in three of them. Two animals displayeskipve reaction to p16, and two to gp50,
although not intense ones. It was also standarcare&LISA using G protein as a conjugate,
ELISA-G, from an indirect ELISA (ELISA-i). The vaés of the positive/negative relation (P/N)
obtained for the standard serum was significantfesior (P < 0,05) in the ELISA-G (10.9) than
in the ELISA-i (4.8). When testing a group of 8 gmositive and 10 seronegative, it was
observed, basically, the same behavior, with P/Nieg in the ELISA-G of 4.68 and in the
ELISA-i of 3.33, showing greater discrimination eafy regarding the ELISA-G, which is
highly desirable in immune-enzymatic assays stahzation (EEA). These tests are
standardized, however the WB needs to be more widehluated and the ELISA requires
validation (sensibility and specificity estimatdjased on the test of a significant humber of
samples of the caprine and ovine population, remtasive of different existent epidemiological
conditions in Brazil, so that it can be used in seeological diagnosis of lentiviruses in SRLV
control programs. Using the WB, in addition to AGEDserology was performed in animals born
through induced labor, separated immediately dfieth from their mothers and fed with
artificial or treated termally colostrum, these sw@as, probably, would difficult the transmission
of LVSR from the infected goats to their descenslethat would show low or null title of

antibodies, however the results of both tests ledethat, although without clinical alterations
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compatible with infection by SRLV, 27.27% (12/44)) animals, showed antibodies against
SRLV, concluding that the handling measures apphede not sufficient to avoid the infection
by the SRLV, given that, possibly, an intrauteriniction, and/or failure to inactivate the virus

in the colostrum and milk have occurred, besidegbntal transmission.

Keywords: CAEV, Maedi-Visna, diagnosisyestern blgtIDGA, ELISA, control.
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INTRODUCAO

A caprinocultura é uma atividade econd6mica explrath todos os continentes, com
expressdo econdmica em alguns paises, sendo, waiandds casos, desenvolvida de forma
empirica e extensiva, com baixa produtividade azield rentabilidade.

No Brasil, o rebanho caprino representa 2,1% dtivefenundial, estando a maior parte
dos rebanhos na regido Nordeste, com 8,9 milhdesalEcas. Os Estados da Bahia (3,5 milhdes
de cabecas), Pernambuco (1,5 milhdo de cabecasuie(P,4 milhdo de cabecas) se destacam
pela criagdo de caprinos (IBGE, 2003). A andlisecadeia produtiva da caprinocultura tem
apontado para um grande potencial de expanséaavittade, dependente de acbes que permitam
a disponibilidade de produtos de melhor qualidaen maior valor agregado. Entretanto, a
medida que se aumenta o incentivo para ampliacéta deividade, através do melhoramento
genético de caprinos sem raca definida (SRD), atamese o risco de transmissdo de
enfermidades, sobretudo as lentiviroses de pequantaantes. Nestas espécies é fundamental o
controle sanitario dos animais envolvidos nos @o@s de melhoramento genético (CASTRO e
MELO, 2001). Em Pernambuco a prevaléncia de LVP&ta& em rebanhos caprinos leiteiros
(17,6%) (SARAIVA NETO et al., 1995), e baixa (3,72&u nula em caprinos mesticos ou SRD
(OLIVEIRA et al., 2006).

Os Lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR) sdaupagios em cinco grupos
filogenético, dos quais os dois principais estwasentados pelos protétipos virus da artrite-
encefalite caprina (CAEV) e o virus de Maedi-Vigh/V) (SHAH et al., 2004). Estes virus
causam grandes prejuizos econdmicos por aumentgroidemas reprodutivos em fémeas
multiparas, diminuir a producéo leiteira e o pevidd lactacdo e diminuir o peso dos cabritos ao
nascimento até o desmame, principalmente em ceaglicadas a producdo leiteira
(GREENWOOD, 1995a), sendo necessério controlaMiR_através da eliminacdo dos animais
soropositivos.

Uma das caracteristicas da infeccdo por LVPR éléeig a existéncia de animais
soropositivos sem apresentacao de sinais clingmysisso, a sorologia € o meio mais adequado
para identificacdo destes animais. Varios testasl@pcos podem ser aplicados para o
diagnostico de LVPR, tais como a imunodifusdo ehdgeagar (IDGA), ELISA, aot-blot(DB)

e owestern blo{WB) (ANDRES et al., 2005).
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A Organizagdo Mundial da Saude Animal (OIE) prezanpara o diagnéstico das
lentiviroses de pequenos ruminantes o uso da iniwsdd em gel de agar (IDGA) e do ELISA.
No Brasil, o Plano Nacional de Vigilancia e Cordrdle Lentiviroses de Pequenos Ruminantes
(PNVCLVPR), que integra o Programa Nacional de &me Caprina e Ovina (PNSCO),
Ministério da Agricultura, Pecuaria e AbastecimefMAPA) (BRASIL, 2004a; BRASIL 2004
b), preconiza o uso da imunodifusdo em gel de @B&A) como teste diagnostico para LVPR,

e owestern blot(WB) como prova confirmatéria e para fins de fiedcdo de propriedades
livres, que devera ser realizada em laboratéricadfiem casos duvidosos. Embora preconizado
pelo MAPA, este teste ainda ndo esta disponivelais.

A IDGA é um teste especifico, facil e barato deesexcutado, ndo necessitando de uma
estrutura laboratorial sofisticada, tendo como gipial desvantagem, a baixa sensibilidade. O
ELISA indireto (ELISA-) € mais sensivel do que B®GA, porém apresentam outras
desvantagens, como o risco de ocorréncia de rdesltfalso-positivos e a necessidade da
utilizagdo de antigenos mais puros do que os eragosgna IDGA. As reacoes falso-positivas
podem ser reduzidas pelo uso de conjugado proétipais se sabe que esta proteina se liga com
elevada afinidade a IgG de ovinos e caprinos (AKBRSM et al., 1985). O WB tem sido
utilizado comumente como padréao ougolfl standardlem padronizagdes e validacdes de testes
de ELISA para diagnéstico de LVPR em ovinos (ZANO&tl al., 1989) e também como
ferramenta na andlise da resposta imunoldgica mh®®watural e experimentalmente infectados
com Maedi-Visna (HOUWERS e NAUTA, 1989; KAJIKAWA at., 1990); porém relatos sobre
sua aplicacdo em amostras caprina sdo escassoA{REI., 1995).

Quanto ao antigeno, muitos protocolos para suaupémd e purificagdo com fins
diagndsticos tém sido estabelecidos. Estes empredanforma simples ou combinada, as
seguintes técnicas: centrifugacdo simples, cegafdo e ultracentifugacdo em gradiente
continuo ou descontinuo de sacarose, filtracacpreada, cromatografias de troca-idnica e de
afinidade, concentracao e precipitagdo com paddigjlicol 8.000 (PEG 8.000) (SIMARD et al.,
2001; ZANONI et al., 1994; SIMARD e BRISCOE, 199@IMARD e BRISCOE, 1990b;
ARCHAMBAULT et al., 1988; HOUWERS et al.,, 1982). Aaioria destes protocolos €&
laboriosa e demorada, pois contempla varias e@p@socessamento, requerendo uma estrutura

laboratorial sofisticada.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e padronizar wvestern bloe um ELISA-G para diagnoéstico de Lentivirus
de Pequenos Ruminantes (LVPR) em caprinos, e awal&ficiéncia das medidas de manejo
empregadas a animais submetidos a um programanttelegpara LVPR por meio da sorologia.

2.2 Objetivos Especificos

* Avaliar a eficiéncia das células de cérnea na caplio do virus da artrite-encefalite
caprina (CAEV)

» Desenvolover umwestern blotpara diagndstico de LVPR em caprinos a partir da
obtencdo de antigeno produzido em cultura celydéel@l de cérnea, infectadas com o
virus da artrite-encefalite caprina (CAEV), pugiio utilizando precipitacdo com
polietilenoglicol (PEG) 8.000 e centrifugacao eradijente continuo de sacarose;

» Padronizar ELISA utilizando como conjugado a priet (ELISA-G) para diagnéstico
de Lentivirus de Pequenos Ruminantes (LVPR) emiruagyr

« Avaliar a eficiencia das medidas de manejo empiegad animais submetidos a um

programa de controle para LVPR por meio da soralogi
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 LENTIVIRUS DE PEQUENOS RUMINANTES (LVPR)

3.1.1 Classificacéo, estrutura e replicacao

Os LVPR sao agrupados em cinco grupos filogenétios quais os dois principais estao
representados pelos protétipos virus da artritefafite caprina (CAEV) e o virus de Maedi-
Visna (MVV) (SHAH et al, 2004).

As particulas virais sao esféricas, envelopadasresentam diametro variando entre 80-
100nm. Seu envelope externo é fosfolipidico cordetanbém as glicoproteinas de superficie
(SU) e transmembranar (TM). As principais proteingsrnas sao a da matriz (MA), do capsideo
(CA) e a nucleoproteina (NP), que esta associad®lNs®o gendmico. Existem ainda as proteinas
com propriedades enzimaticas, como a transcripeaggsa (RT), a protease (PR) e a integrase
(IN) (Figura 1) (COFFIN, 1996).

O envelope viral apresenta em sua composi¢cédo so@boidratos, a exemplo do acido
sialico, que sdo importantes para a sobrevivénica. \Estes protegem as proteinas virais da
digestdo por proteases, como exemplo das enzimésofiticas do trato gastrointestinal, o que
facilita a infecgdo das células intestinais, e tamipromovem uma resisténcia do virus a uma
rapida neutralizac@o por anticorpos, o que facilda escape do controle humoral aumentando a
persisténcia do virus (HUSO et al., 1988). Seu genoonsiste de duas moléculas idénticas de
RNA dependente da transcriptase reversa que paregué dependente de magnésio WgEm
suas extremidades 3’'e 5’ estdo presentes duass geatpiéncias idénticas denominackgseat
(R), com a mesma orientagdo, e uma sequéncia erega@midade, denominadaique5 (U5)

e unique (U3), que apresentam elementos promotores da trg@isado RNA viral. Depois da
retrotranscricdo, o DNA proviral resultante aprésetuas regides terminais nao codificantes
(long terminal repeat LTR). Estas LTR seriam as responsaveis pelognopidos LVPR para
alguns tipos celulares (AGNARDOTTIR et al., 200@8ntre essas regifes extremas estdo
localizados os genes que codificam proteinas esaigt gag e eny) e enzimas viraisppl), e
reguladoras da expressao vital,(rev evif) (Figura 2) (CLEMENTS e PAYNE, 1994).
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Figura 1 — Estrutura das particulas virais, apresentandaait@acao das principais proteinas:
transcriptase reversa (RT), capsideo (CA), trandmmamar (TM), proteina de
superficie (SU) e nucleoproteina (adaptado de COFE96).
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O genegag codifica um precursor de 50-57 kDa que é clivade tiés proteinas mais
abundantes do virus e que estimulam uma forte séspomoral durante a infeccdo: as proteinas
de matriz com 15-17 kDa (MA), as proteinas de cmmsicom 24-28 kDa (CA) e a
nucleoproteina de capsideo com 14 kDa (NP). Trabakm demonstrado que um precursor de
gag de 55 kDa (Prg&) é o responsavel pela montagem e brotamento dieyas virais em
estruturas membranares (HAZIZA et al., 2001). Oegeul codifica as proteinas de atividade
enzimatica: transcripitase reversa (RT), proteddR),(integrase (IN), e a dUTPase. €dv
codifica o precursor das glicoproteinas do envelaalicoproteina de superficie de 135
kDa(SU) e a glicoproteina transmembranar de 44E (@ M). Os genetat e rev codificam as
proteinas reguladoras da expressado viral Tat e Repgectivamente, o genef é classificado
como gene acessorio e codifica a proteina Vif (JGAGI., 1996). A funcdo dos geta e vif
vem sendo investigada e algumas hipoteses foramntiedas sobre a participacdo de gahea
ativacdo de macroéfagos infectados, o que levaia aumento da expresséo viral, e aumentaria a
reatividade dos anticorpos e dos linfécitos nogdtecinfectados (HARMACHE et al., 1995a;
HARMACHE et al., 1998). Em relacédo ao getike este é requerido para uma eficiente replicacao
viral “in vitro” e “in vivd’ sendo importante também para sua patogeniciddd®RMACHE et
al., 1995b, HARMACHE et al., 1996a; HARMACHE et,dl996b).

Os LVPR séo genética e antigenicamente relacianpela homologia que existe entre 0s
genesgag e pol (Figura 2), porém sdo biologicamente distintos: gmmpo apresenta elevado
poder citoliticohigh-litic (MVV) e o outro possui replicacdo lenta causandedcao persistente
slow/low (CAEV) (JOLLY e NARAYAN, 1989). As mutacfes que corem estdo mais
relacionadas ao genenv e as ORF's das proteinas regulatérias e estas padtenar as
propriedades biolédgicas e de reconhecimento saoaldps virus (LEROUX et al., 1996).

Em relacdo ao seu ciclo de replicacdo, os lensvipndem exibir dois padrbes de
montagem de suas particulas. No primeiro padraegrdmado tipo B/D, as particulas virais
imaturas sdo montadas no citoplasma, recebendone e particulas intracitoplasmaticas do
tipo A (ICAP), seu envelope surge pelo brotamendontembrana plasmatica; neste grupo
encontram-se os lentivirus que acometem camundanguacacos. O outro padréo, denominado
tipo C, a montagem e o brotamento das particulassvse ddo na membrana plasmatica; neste
grupo sao enquadrados os LVPR (HAZIZA et al., 2001)
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O ciclo de replicacao do virus (Figura 3) iniciapsda adsorcao da particula a superficie
celular. Nas células de membrana sinovial capfh@Q) e nas de plexo coréide ovino (PCO)
foram identificados como receptores para Maedi-¥jistrtés proteinas expressas em suas
superficies (15, 30 e 50 kDa) (LEROUX et al., 199®atambém polipeptideos do complexo
maior de histocompatibilidade da classe Il (MHC(DALZIEL et al., 1991).

Ap6s fusdo com a membrana celular e destruicdoighado capsideo ocorre a
retrotranscricdo, sob acdo da RT, que sintetiza ecopa de DNA bicatenario a partir do RNA
viral, iniciada por tRNA celular (SONIGO et al.,8%). Durante as etapas de sintese do DNA as
sequéncias U3 e U5 sao duplicadas e orientadaseamandirecdo (U3-R-U5) para formar as
LTR, que sao utilizadas para integragdo do DNAIvi@a DNA gendmico do hospedeiro, sob
acao da IN, e formar o provirus. A integracao, gc@re com apenas poucas moléculas de DNA
sintetizadas, ndo € essencial a replicacao dasiteist mas é fundamental para persisténcia da
infeccdo (HAASE, 1986).

A transcricdo do DNA proviral em RNA gendmico ou NS subgendmicos pela agéo
da enzima celular RNA polimerase Il ocorre em uma@a precoce caracterizada pela presenca,
principalmente no citoplasma, de pequenos mRNAaisyirresponsaveipela producdo das
proteinas regulatérias (Tat e Rev), e outra tardimante a qual ocorre intensa transcricao,
resultando no surgimento de pequenos e de grand®s¥As) com sintese das proteinas
estruturais (Gag e Env), e das enzimas virais (Balla Ultima proteina de regulacdo (Vif)
(VIGNE et al., 1987; SARGAN et al., 1994).

As etapas finais do ciclo de replicacdo dos LVPR s&b bem estudadas. De forma geral,
a traducdo dos mRNAs dos lentivirus é feita poranistnos celulares e resultam na producao de
polipetideos precursores, que sao clivados pom&wproteoliticas dando origem as proteinas
virais. Os mRNAs codificantes para env sao tradwidos polirribossomos associados ao
reticulo endoplasmatico rugoso e o produto ficaoemn na membrana celular, enquanto que os
RNA completos sao traduzidos em precurs@&g ou gag-pol nos polirribossomos livres. Em
seguida a sintese dos componentes virais ocorreordagem, fenbmeno controlado pelo
precursorgag, com encapsidacdo de duas moléculas de RNA genpeniENAprimer e a RT,
processamento proteolitico dos polipeptideos pseces e 0 brotamento das particulas virais,
que adquirem componentes lipidicos da membrandacgdara composicdo do envelope viral
(CLEMENTS e PAYNE, 1994; COFFIN, 1996).
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Figura 2 — Estrutura do DNA-proviral do virus da artrite-eradiéé caprina (CAEV) e do virus
Maedi-Visna (MVV) (CLEMENTES e PAYNE, 1994).
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FIGURA 3 - Ciclo de replicacdo dos retrovirus demonstrandetapas desde a adsorcdo da
particula viral a célula hospedeira até o remoriioeamento de novas particulas

virais (adaptado de COFFIN, 1996).
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3.1.2 Infecc&an vivo ein vitro

A infeccdo viral classica consiste em trés fasesntiracdo entre o virus e as células
hospedeiras (JOAG et al., 1996):

1. Disseminacéo do agente para as células alvo sedaindeccdo do hospedeiro;

2. Replicacao viral nas células alvo;

3. Eliminag&o do virus, onde ocorre um declinio natd® replicagcdo viral associado
com a mobilizacdo dos mecanismos de defesa espesci inespecificos do
hospedeiro.

Os LVPR ‘in vivg' apresentam tropismo pelas células da linhagemogitmfagocitarias
(NARAYAN et al., 1982; NARAYAN et al., 1983), priigalmente os macrofagos, tanto em
animais sintomaticos quanto nos assintomaticos FE&HEX et al., 1997). Porém o virus ja foi
isolado de outras células e orgdos como: as celldgasnembrana sinovial caprina (MSC)
(CHUNG e O'SULLIVAN, 1981) e dos pulmdes (CUTLIPLAIRD, 1976). Neste 6rgédo, as
células que podem ser reservatorios para os LVBRSanacréfagos alveolares e intersticiais,
pneumacitos do tipo | e Il, células epiteliais,ut@ endoteliais e fibroblastos (CARROZA et al.,
2003). Sua presenca também tem sido relatadagargepalpebra (CARPUCCHIO et al., 2003),
células epiteliais das criptas intestinais, dosilag renais, da tiredide (ZINK et al., 1990), do
trato genital feminino (Utero e oviductos) e enutad epiteliais mamarias, o que sugere gue estas
células sejam um potencial reservatorio e fontenfdecdo para a transmisséo vertical de LVPR
para embrides e fetos (FIENI et al., 2003; BOLEAIet2006). Mondcitos contendo LVPR estédo
presentes intermitentemente na circulacdo de asimiafectados, porém nas fémeas,
provavelmente por influéncia hormonal, ocorremquiwé alternados de expressao viral reduzida
e um grande numero de mondcitos infectados cirgaprincipalmente no final da gestacao e
inicio da lactacdo (MILHAU et al., 2005).

A soroconversdo dos animais infectados pode ocemeunm intervalo de semanas, meses
ou até mesmo anos, podendo ocorrer periodos deegersdo (HANSON et al., 1996). A
primeira resposta imune é detectada em torno d=eitar semana apos a infec¢do, sendo
principalmente dirigida contra a proteina do capsi(p25 ou p28) e estes anticorpos persistem
(HOUWERS e NAUTA, 1989); por volta da quinta semaéa produzidos anticorpos contra as
demais proteinas: nucleoproteina (NP), da matfZ)(pransmembranar (gp44) e de superficie
(gp135) (DE LA CONCHA-BERMEJILLO et al., 1995). FEEREIRO et al. (1999) afirmam que
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0S anticorpos contra as proteinas de envelope-dph85) estdo presentes em titulos mais
elevados do que os contra proteinas nuclearesp@bitbu anti-p28), e que todos os animais que
apresentam anticorpos contra p25 apresentam grdgoanti-gp-135, porém aqueles que
apresentam anticorpos anti-gp135 nem sempre posEuepR25.

Os animais infectados desenvolvem imunoglobulirmsldsse G (IgG) do tipo 1 e 2.
TRUJILLO et al. (2004) demonstraram que animaiedt#dos cronicamente e que desenvolvem
artrite tém predominantemente IgG do tipo 1 digiccontra as glicoproteinas de envelope
(gp135), enquanto que as IgG do tipo 2 estédo piesere forma predominante, nos animais com
auséncia de alteracGes patoldgicas nas articulacoes

Os LVPR apresentam algumas caracteristicas ingeress como a persisténcia da
infeccdo, mesmo na presenca de uma resposta ingicegldevido a restricdo da replicacéo viral
(GENDELMAN et al., 1986) e da capacidade de mutsgcGesultando na formacdo de
subpopulacdes virais heterogéneas denomingaEsspeci€PASICK, 1998a).

“In vitro”, os LVPR podem se replicar em varios tipos cetdgTabela 1), tais como as
células musculares lisas (LEROUX et al., 1995dulag epiteliais de oviducto (LAMARA et al.,
2002a), células endoteliais (LECHAT et al., 200&Julas epiteliais da glandula mamaria
(MILHAU et al., 2005), células epiteliais de cornda feto caprino (HECKERT et al., 1992;
SIMARD et al., 2001). No entento, a principal caluitiizada fn vitro” para replicacdo destes
virus sdo as de membrana sinovial (MS) (CRAWFORRIet1980); segundo ABREU et al.
(1998) estas células replicam CAEV satisfatoriametainto em células de baixa passagena (52
73 como de alta (X7&a 183, produzindo efeito citopatico (ECP) tipico caemado por
vacuolizagdo e formacdo de sincicios, seguido deenuelular. A formagéo destes sincicios
parece ser resultado da ligacdo do virus a célulgue ocorre gracas a interacbes das
glicoproteinas de envelope (SU) virais e receptesgeecificos das células. Na superficie das
células de membrana sinovial caprina (MSC) e pExoide ovino sdo expressas trés proteinas
(15, 30 e 50 kDa) que foram identificadas como ptres para Maedi-Visna (LEROUX et al.,
1995a).

Células de linhagem também vém sendo usadas pareagdio dos LVPR. As células
fibroblasticas de embrido caprino imortalizadasITGEF) e as de MS imortalizadas com

telomerase humana apresentam boa permissividadmb@salVPR, suportando um ciclo
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completo de replicacao viral, sobretudo entre ae6@202passagem (TEIXEIRA et al., 1997,
ROLLAND et al., 2004).
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Tabela 1 -Células envolvidas na replicagéim Vitro” dos Lentivirus de Pequenos Ruminantes

(LVPR)

Tipos celulares

Referéncias

Células fibroblasticas do plexo TERPSTRA e DE BOER (1973); WINWARD

cordide

Células epiteliais do leite

Células epiteliais mamarias

Células epiteliais do oviducto
Células da granulosa
Células endoteliais ovinas
Células daumullus oophurus

Células de cornea

Células de traguéia

Células pulmonares

et al. (1979); DAWSON et al. (1979);
DAWSON et al. (1982); HOUWERS et al.
(1982); HOUWERS e NAUTA (1989);
JOLLY e NARAYAN (1989); TORFASON et
al. (1992); ROSATI et al. (1994); KEEN et al.
(1995); CHEBLOUNE et al. (1996);
FEVEREIRO et al. (1999); SKRABAN et al.
(1999); CELER et al. (1998); CELER et al.
(2000); CELER e CELER (2001); SIMARD e
BRISCOE (1990a); SIMARD e BRISCOE
(1990b); KRISTBJORNSDOTTIR et al.
(2004); ELTHAIR et al. (2006)

LERONDELLE et al. (1999MSELLI-
LAKHAL et al. (1999)

ZANONI et al. (1994ERONDELLE et al.
(1999)

LAMARA et al. (2692

LAMARA et al. (2001)

LE JAN et al. (2000)
CORTEZ ROMERO et al. (2006)

HECKERT et al. (1992): SIMARD at
(2001)
DAWSON et al. (1982)

CUTLIP e LAIRD (1976); WINWARD a.
(1979); KONISHI et al. (2004)




Tabela 1(cont.) -Células envolvidas na replicacéa Vitro” dos Lentivirus de Pequenos
Ruminantes (LVPR)

Tipos celularer

Referéncias

Células musculares lisas

Condrécitos

Embrides sem zona pellacida
(ZP)

Fibroblastos caprinos

imortalizados

Fibroblastos ovinos

Macréfagos

Membrana sinovial

LEUROX et al. (1995a); HET et al. (2005)

SAMAN et al. (1999)

LAMARA et al. (2002b); ALl AL AHMAD et
al. (2006)

TEIXEIRA et al. (1997); MSELLI-LAKHAL et
al. (1998); MSELLI-LAKHAL et al. (2000)

LEROUX et al. (1995b); SAMANat (1999)

JOLLY e NARAYAN (1989); LUJAN et al.
(1994); ZHANG et al. (2000)

NARAYAN et al. (1980); CRAWFORD e
ADAMS (1981); KLEVJER-ANDERSON e

CHEEVERS (1981); QUERAT et al. (1984);
SCHROEDER et al. (1985); ADAMS e
GORHAM (1986); BLONDIN et al. (1989);

JOLLY e NARAYAN (1989); KNOWLES et al.

(1994); DAVIES et al. (1997); MSELLI-

LAKHAL et al. (1998); SIMARD e BRISCOE

(1990a); SIMARD e BRISCOE (1990b);
SIMARD et al. (2001); HAZIZA et al. (2001);

CHEEVERS et al. (2003); ROLLAND et al.
(2004); KRISTBJORNSDOTTIR et al. (2004);
ALI AL AHMAD et al. (2006)

31
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3.2 LENTIVIROSES DE PEQUENOS RUMINANTES
3.2.1 Aspectos clinicos e anatomohistopatoldgicos

Aproximadamente 25% dos caprinos e ovinos infegtadon LVPR podem desenvolver
artrite, sobretudo da articulagdo carpo-metacaapiancefalomielites, emagrecimento, mastite e
complicagBes respiratorias, como pneumonia (NARAYAN al., 1980; CRAWFORD e
ADAMS, 1981).

As lesfes inflamatdrias encontradas nas articutag@e resultantes das interagdes entre a
resposta imune do hospedeiro, que é dirigida pahciente a gpl35, e o antigeno viral
(CHEEVERS et al., 1988; BRODIE et al., 1992; TRUIILet al., 2004; RAVAZZOLO et al.,
2006). CHEEVERS et al. (2003) afirmam que os arsmaectados ndo desenvolvem artrite de
maneira uniforme e que statusda doenca esta associado com o tipo da respostze iaio
hospedeiro as proteinas virais. Animais que aptaserinfeccdo persistente ndo progressiva
apresentam baixos titulos virais e de anticorpdsama os linfocitos Thelperl, que sé&o
responsaveis pela restricdo da replicacdo virgsemvolvimento da doencga clinica. Nos animais
com artrite, a carga viral € maior, o titulo dei@rpos € alto tanto no soro quanto no fluido
sinovial e os linfécitos ativos sdo Thelper2, qé@® ®s responsaveis em promover artrite
progressiva imunomediada (TRUJILLO et al., 2004).

A artrite acomete, na maioria das vezes, animaiiag] de um a dois anos de idade, e é
caracterizada pelo aparecimento de higromas eailes giariados de claudicacao, principalmente
na articulacdo céarpica. Microscopicamente, esss®e$esdo caracterizadas por hipertrofia das
vilosidades das membranas, seguindo-se de alteralgigenerativas com necrose e perda de
vascularizacdo, com infiltracdo de células monararels (ADAMS et al., 1980). MCGUIRE et
al. (1992) citam que animais com artrite progres$dm altos titulos de anticorpos para proteinas
oligoméricas (gp90) e monomeéricas (gp38).

A encefalite é observada, geralmente, em caprimy$n®s jovens, com idade variando de
dois a quatro meses, sendo caracterizada por ajarigpode progredir a paresia ou paralisia,
tremores, opistétono e torcicolo com movimentopedalagem (CORK et al., 1974). As lesdes
necroscopicas observadas sdo meningo-encefal@mnigéismielinizacdo (CORK e NARAYAN,
1980), mielite (BENAVIDES et al., 2006) e presertdm infiltrado mononuclear perivascular
(CONSTABLE et al., 1996).
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A severidade da pneumonia causada por LVPR, mg®riante para os ovinos, esta
correlacionada com a carga viral presente nos rfeag® alveolares (ZINK et al., 1990; ZHANG
et al., 2000). Os sintomas séo tosse, dispnéiajpiagja e a ausculta ouve-se creptacdes. Ao
exame anatomo-histopatolégico podem ser obsenaéas de linfoproliferacdo nos pulmdes e
linfonodos (CUTLIP et al., 1979). A carga viral é@ior em macrofagos alveolares do que em
monaocitos sanguineos, e que estes macrofagos t@el fundamental na patogénese da
pneumonia intersticial (ZHANG et al., 2000).

A mastite nos caprinos € caracterizada macrosaogicte pelo endurecimento do Ubere e
agalaxia, provocando uma reducdo média na prodei@oa de 88kg de leite/lactacdo, embora
0 aspecto do leite ndo seja alterada, ficando dildintambém, em 21 dias, o periodo de lactacéo
(SMITH e CUTLIP, 1988; GREENWOOD, 1995a). Micros@mamente, as lesfes consistem em
hiperplasia linfoide folicular ao redor dos ductestiferos, infiltracdo intersticial de células
mononucleares e fibrose (LERONDELLE et al., 1999).

Em casos de mastite subclinica os animais posipaos LVPR possuem 3,4 vezes mais
chances de apresentarem um quadro com maior sadergb que animais nao infectados. Esta
associacdo entre mastite subclinica, cronica e stipdade para LVPR pode ter duas
explicagBes biologicas: o proprio LVPR causa magtitnica fibrosante e/ou este aumento no
caso das mastites subclinicas pode ser explicadospsceptibilidade do hospedeiro a outros
agentes patogénos mamarios como as bactériauagssf(KEEN et al., 1996). Existem relatos
de associacao de positividade de animais para L& B€brréncia de mastite pStaphylococcus
sp variedade nao hemolitica (SMITH e CUTLIP, 1988).

A infeccdo por LVPR pode acarretar muitos prejuizmondémicos tais como: a
diminuicdo em até 0,3kg de peso da cria ao nasderGkg no peso das crias até 120 dias, além
do aumento em 25% nos disturbios reprodutivos beasamultiparas (SMITH e CUTLIP, 1988;
GREENWOOD, 1995a; KEEN et al., 1996).

3.2.2 Formas de transmissao
O reservatorio e a fonte de infeccdo de LVPR s&mosais infectados que transmitem o
agente por meio de secrecdes ou excrecdes ricadlelas contaminadas (ADAMS et al., 1983).
A transmissdo vertical, que é favorecida pela pehiiidade intestinal dos animais
recém-nascidos (HOUWERS e VAN DER MOLEN, 1987) oequela ingestdo do colostro e
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leite contaminados (ADAMS et al., 1983; ELLIS et., all986; WATT et al., 1994,
GREENWOOD, 1995b; de la CONCHA-BERMEJILLO, 1997; WAREZ et al., 2006).
BOLEA et al. (2006) demonstraram a infeccdn Vivd’” de células epiteliais mamarias em
fémeas infectadas com MVV, reforcando o papel de dmo uma importante fonte de infeccéo
para animais recém-nascidos.

Quanto a transmissao intrauterina, BRODIE et a®94) afirmam que este tipo de
transmissao pode ocorrer em aproximadamente 10%rdosis nascidos de fémeas infectadas;
esta hipotese vem sendo reforcada por FIENI ¢2@03), LAMARA et al. (2002a) e LAMARA
et al. (2001) que demonstraram a presenca de séhfctadas por LVPR no trato genital das
fémeas (Utero e oviducto) como uma importante fdeteontaminacéo para embrides e fetos, e
por ALVAREZ et al. (2006), que detectaram com d@oxie um PCR-LTR infec¢do em cordeiros
recém-nascidos de maes positivas.

A transmisséo horizontal ocorre de animal a anis@hdo necesséario contato intimo e
prolongado entre os mesmos. Nestes casos a akaldée populacional é um fator favoravel a
transmissdo que pode ocorrer através das fezesm, ssdcrecado respiratéria, alimentos e agua
contaminados, por objetos contaminados (agulhasgss, instrumento cirdrgico, tatuador,
ferramentas em geral e ordenhadeiras mecanicag$ mesmo pelas pessoas que 0s manejam
(ADAMS et al., 1983; DeMAAR et al., 1995; GREENWOQIN95b; ALVAREZ et al., 2005;
PISONI et al., 2005).

Embora o DNA pro-viral de lentivirus caprino e jpautas virais livres infecciosas foram
detectadas no sémen de machos naturalmente irdeatath CAEV (TRAVASSOS et al., 1998;
ANDRIOLI et al., 1999; TRAVASSOS et al. 1999), arismissao venérea precisa ser melhor
estudada (PETERHANS et al., 2004).

3.2.3 Controle e profilaxia

N&o existe tratamento para LVPR e a imunoprofilasda € praticada por ndo existirem
vacinas eficazes. Vacinas vivas recombinantes taseaa glicoproteina de superficie (gp135)
(KEMP et al., 2000), vacinas de DNA expressandoegamv sozinhos ou somados a gpl35
(GONZALEZ et al., 2005; CHEEVERS et al., 2003) €inas vivas atenuadas com delec¢do do
genevif ou gendat (HARMACHE et al., 1996b) vem sendo produzidasstaigas. Os resultados

obtidos em estudos de campo utilizando estas \&@eipantam sua utilizacdo como auxiliar na
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restricdo da replicagao viral, e da progressdoagh, mas ndo um efeito protetor contra a
infeccao.

Muitas estratégias para controle dos LVPR tém debxritas, e a maioria esta baseada no
teste e descarte dos animais positivos. PETERHANS&I.e(2004) sugerem que uma boa
estratégia seria determinar inicialmente a prewiéte LVPR no rebanho, em seguida reduzir o
status de rebanho com alta prevaléncia para baixa pnesialé depois ostatus de baixa
prevaléncia passaria pastatussorologicamente negativo erradicando a doenca pest® e ,
por ultimo consolidar statusde rebanho sorologicamente negativo e desta femaalicar o
virus no rebanho. Para se alcancar sttRisalgumas medidas de manejo devem ser adotadas,
tais como:

1. Realizacdo de testes sorologicos de triagem em asmimom mais de 12 meses
(SIHVONEN et al., 2000; PETERHANS et al., 2004). £/RO et al. (2002) sugere que
em casos de programa de controle seja dada érdassta das fémeas no inicio de sua
vida reprodutiva;

2. Separacao dos animais de suas maes ao nascer (EL&IS 1986; NORD et al., 1998;
TURIN et al., 2005);

3. Alimentacado dos recém-nascidos inicialmente cornstnd de vaca ou colostro de cabras
negativas ou colostro de cabra pasteurizado; dejoois leite de cabra pasteurizado ou
leite de vaca (GREENWOOD et al., 1995b; HANSONIgt1®96; NORD et al., 1998);

4. Isolamento e/ou abate de animais infectados; a®atmimais com sintomatologia clinica
(GREENWOOD et al., 1995b; TURIN et al., 2005);

5. Manutencdo do rebanho fechado, com aquisicdo deasiapenas de criagbes com
certificacao negativa.

O descarte de animais € um ponto limitante natégieade controle para LVPR, pois os
produtores ndo querem arcar com 0 prejuizo de perdmimal, que algumas vezes apresenta
elevado padrdo zootécnico. E necessario lembragnmajue os animais infectados mantidos em
um rebanho favorecem a manutencdo da infeccdo emerdo no surgimento de alteracdes
clinicas (CASTRO et al., 2002).

No Brasil, o Ministério da Agricultura, PecuariaAdastecimento (MAPA) criou um
Programa de Sanidade Caprina e Ovina (PNSCO) (BRAZI04a) que contempla um Plano
Nacional de Vigilancia e Controle de Lentiviroses Bequenos Ruminantes (PNVCLVPR)
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(BRASIL, 2004b) onde sao apresentadas propostasisae diminuir o impacto dos principais

fatores de risco para disseminacdo das lentivirasssrebanhos caprino e ovino. Este plano
engloba a adocdo de medidas de biossegurancacaimis as medidas de manejo descritas
anteriormente e o diagndstico das lentiviroses,ccé@mramentas para o controle das LVPR. O
diagndstico de rotina preconizado é a imunodifuséo gel de agar (IDGA), devendo ser

realizado avestern blo{\WB) em casos duvidosos ou para certificacao.

3.2.4 Diagnostico
Para o controle de LVPR, o diagndstico € uma fegrdende suma importancia, uma vez
que as decisdes em relacdo ao rebanho serdo toswddsase em seus resultados. Por isso, é
necessario que se tenha um teste de alta sereilailiel especificidade. O diagndstico pode ser
realizado por muitos testes, tanto diretos quarmdoetos (sorolégicos), que podem ser divididos
em duas categorias (ANDRES et al., 2005):
1. Testes de triagem:
a. Imunodifusdo em gel de agar (IDGA);
b. ELISA.
2. Testes complementares:
a. Radioimunoprecipitacdo (RIPA) ou imunoprecipitacao;
b. Radioimunoensaio (RIA);
c. Western blofWB);
d. Reacdo em cadeia de polimerase (PCR), sendo esteétodo direto.
A Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) prezand uso dos testes soroldgicos
IDGA e ELISA para diagnéstico de LVPR (OIE, 2006).

3.2.4.1 Métodos Indiretos

No Barsil, o PNVCLVPR preconiza como diagnosticordgna a IDGA, devendo ser
realizado o WB e a PCR, em casos duvidosos oucpatificacao.

O teste de IDGA ¢ eficiente para CAEV e Maedi-Vjsthevido a semelhanca antigénica
que estes possuem (CRAWFORD et al., 1980). E ute tesfacil execucdo e leitura, exigindo
poucos equipamentos; apresenta alta especificielagmsibilidade variada, dependendo do tipo

de antigeno usado.
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Quando se utiliza como antigeno a glicoproteinaugerficie gp135, a sensibilidade do
teste € maior do que quando se trabalha com aimaobeterna p28 ou p25 de CAEV ou de
MVV. Esta sensibilidade pode ser melhorada quarelaitsiza simultaneamente a proteina
p28/p25 e gpl35 de CAEV (ADAMS e GORHAM, 1986). Patro lado, tem sido observado
que a utilizagdo da p28 de CAEV torna o teste maisivel do que quando se utiliza a proteina
p25 do virus MVV (ABREU et al., 1998). KNOWLES dt €1994) realizaram teste utilizando o
kit comercial para Pneumonia Progressiva dos OvinB®J@ antigeno CAEV, e concluiram que
o teste utilizando antigeno CAEV foi, consideravatte, mais sensivel do que o utilizando
antigeno OPP (91%ersus56%). Esta diferenca pode ser explicada pela gévaia que ocorre
entre as sequéncias dos geg@ge enventre as duas linhagens virais, visto que sde@seas do
genoma viral sujeitas a mais variacoes.

O outro teste preconizado pela OIE é o teste dS&ALfue é especifico, sensivel, rapido
e passivel de ser automatizado, 0 que permite ggac&m namero maior de amostras quando
comparado com a IDGA (MOTHA e RALSTON, 1994), semao isso indicado em programas
de controle para LVPR (SAMAN et al., 1999). A séilgiade deste teste depende do tipo de
antigeno empregado e do sistema de amplificac&mndé (conjugado). Existem muitos ELISA
utilizados para diagnéstico de LVPR (Tabela 2)jratds, competitivos, cinéticos, empregando
como antigenos virus completos ou proteinas rec@ntes e peptideos sintéticos, e como
conjugado anticorpos policlonais ou monoclonais cadms com peroxidase, proteina G, ou
sistema biotina-avidina.

Os ELISA que utilizam como antigeno o virus conplapresentam a desvantagem de
revelar muitas reacdes falso-positivas devido a;bgs inespecificas entre o soro e as proteinas
celulares co-purificadas na preparacédo do antigR@SATI et al., 1994). LAMBERT et al.
(1998), em um ELISA paraMycoplasma agalactigeobservaram um numero elevado de
resultados falso-positivos, os quais foram redwipela utilizacdo de conjugados empregando
anticorpos monoclonais ou a proteina-G. A prot@8naapresenta alta afinidade para
imunoglobulinas de ruminantes (ZANONI et al., 1989)

Nos testes onde sdo empregados como antigenonateicombinantes ou peptideos
sintéticos apresenta especificidade superior, agas glantagens importantes:

1. Seu uso elimina a necessidade de se trabalhar glbunacde tecidos convencionais

para produzir antigenos virais;
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2. A pureza das proteinas recombinantes reduz a ineggiée resultados falso-positivos
(KWANG et al., 1995).

Atualmente, tém sido desenvolvidos ELISA compeattiv (ELISA-c), utilizando
anticorpos monoclonais anti-p28, que apresentam ailtaaespecificidade; quando anticorpos
monoclonais anti-p90 foram utilizados o teste agmemu alta especificidade e sensibilidade,
reprodutibilidade e baixa variabilidade (FEVEREIRDal., 1999). HOUWERS e SCHAAKE
(1987) afirmaram que o ELISA-c € menos sensivelqde a IDGA e o ELISA indireto, e
apontam como Unica vantagem do teste a praticidadprocesso de producdo do antigeno.
Entretanto, HERMANN et al. (2003a) e HERMANN et &003b) afirmam que este teste
apresenta outra vantagem: a utilizacdo de soralit@iolo, o que permite a deteccdo de baixos
titulos de anticorpos, minimizando a ocorrénciareiltados falso-negativos. Estes resultados
sugerem a superioridade dos ELISA-c em relacado@AlDporque no primeiro sdo mensurados
anticorpos anti-gp135 sem avaliagdo subjetiva,nebé&mn a possibilidade do uso de leite e

colostro como amostra.

Tabela 2 —Lista de testes de ELISA utilizados para diageostie Lentivirus de Pequenos
Ruminantes (LVPR)

Antigeno Referéncia
ELISA-c" MVV- Z2ZV1050 HOUWERS e SCHAAKE (1987)
WLC-1 FEVEREIRO et al. (1999);

HERMANN et al. (2003b)

CAEV-63 OZYORUK et al.  (2001);
CHEEVERS et al. (2003);
HERMANN et al (2003a);
TRUJILLO et al. (2004)

ELISA-K? CAEV VANDER SCHALIE et al. (1994)

! Elisa competitivo
2 Elisa cinético
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Tabela 2 (cont.) —Lista de testes de ELISA utilizados para diageostie Lentivirus de

Pequenos Ruminantes (LVPR)

Antigeno

Referéncia

ELISA-i° com virus
completo

ELISA-i® com
proteina
recombinante ou
peptideo sintético

CAEV

MVV- ZZV1050

MVV

WLC-1

rpl7; rp28

rmM

rCA+rTM

rp28+rgp40
rp28+rgps0

rple; rp25;
rgp46

rgag

Peptideos
sintéticos

SCHROEDER et al. (1985);
ARCHAMBAULT et al. (1988);
HECKERT et al. (1992); MOTHA e
RALSTON (1994); ZANONI et al.
(1994); CASTRO et al. (1999a);
SIMARD et al. (2001)

HOUWERS et al. (1982); DAWSON
et al. (1982)

SIMARD e BRISCOE (1990a);
SIMARD e BRISCOE (1990b);
ROSATI et al. (1994); KEEN et al.
(1995)

BRODIE et al. (1992)

RIMSTAD et al. (1994); NORD et al.
(1998)

ROSATI et al. (1995); KEEN et al.
(1995); KEEN et al. (1996)

KWANG et al. (1995);PASICK
(1998b); DE MARTINI et al. (1999);
VAREA et al. (2001); GREGO et al.
(2002)

CLAVIJO e THORSEN (1995);
POWER et al. (1995)

KEEN et al. (1995); CELER et al.
(1998); SAMAN et al. (1999);
TURIN et al. (2005)

ZANNONI et al. (1991)

KWANG e TORRES (1994)

ELISA indireto
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O western blof{WB) é classificado como teste complementar, sendis sensivel que o
ELISA, pois minimiza a ocorréncia de reacdes inedjgas, reduzindo, consequentemente, 0s
resultados falso-positivos, sendo comumente utitizaomo gold standardna validacdo de
ELISA para diagnostico de LVPR (ZANONI et al., 1989

De acordo com KURIEN e SCOWELD (2006) o WB apresealgumas vantagens
especificas:

1. As membranas séo faceis de manusear;

2. As proteinas imobilizadas na membrana sdo acess\aialquer tipo de ligante e
facilmente visualizadas;

3. Uma pequena quantidade de reagentes é requerida;

4. E possivel estocar as membranas antes do usonpoo ferolongado.

Muitos WB vém sendo desenvolvidos para diagnédied VPR, utilizando antigenos
produzidos e purificados com protocolos diferenfEsbela 3a e 3b). Em animais natural e
experimentalmente infectados, as proteinas detestémtam a gpl35, gp70, p25, pl4, pl6
(HOUWERS e NAUTA, 1989). Aléem dessas surgiram @utraroteinas nos animais
experimentalmente infectados a k35, k50, k20, sendtiima talvez o produto da clivagem da
gpl35 ou um contaminante glicosilado. Os autoréaemam que o WB n&o apresenta
sensibilidade para detectar anticorpos contra jraseglicosiladas, como a gp135, isto pode ser
explicado pelo processo de purificacdo de antiggm® foi empregado. Quando se utiliza
gradiente descontinuo sacarose para purificarearigs particulas virais podem romper e perder
0 antigeno de envelope durante as etapas de pgatiq KAJIKAWA et al., 1990). Uma proteina
de 105 kDa (gpl05) resultante da degradacdo dabgpd@e aparecer naot (KAJIKAWA et
al., 1990).

Recentemente um WB empregando proteinas recombmanp25 e rTM, foi
desenvolvido e o WB rTM demonstrou ser mais sehsiveque rp25 (96,09%ersus84,82%),
ambos os testes apresentaram 100% de especifi{dad&R e CELER, 2001).

Em um estudo comparativo entre WB e a imunopregipi (RIPA) observou-se que o
WB foi 12 vezes mais sensivel para detectar amisoanti-capsideo (p28) do que a RIPA, além

desta deteccao ter sido precoce em animais pasitugerindo que o WB é um teste soroldgico
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confirmatdorio melhor do que a RIPA para determimatatusde infecgdo para OPPV (MYERS-

EVERT e HERMANN-HOESING, 2006).

Tabela 3a —Western blotpara diagnostico de Lentivirus de Pequenos RurtéeafiVPR)

utilizando antigeno recombinante

Antigeno Proteina (kDa)

Referéncia

MVV-K1514 e rp25-rTM 40kDa; 25kDa

CAEV rgp38; rgp90 90kDa; 38kDa

CAEV p28-p17 28kDa; 17kDa

CELER e CELER (2001)

MCGUIRE et al. (1992)

NORD et al. (1998)

'Antigeno MVV recombinante
2 Antigeno CAEV recombinante



Tabela 3b —~Western blotliagnéstico de Lentivirus de Pequenos Ruminahi¢BR)

Antigeno

Proteina (kDa)

Referéncia

MVV-ZZV1050

MVV-ZZV1050

wLC-1*

CAEV

WLC-1

MVV-K1514

CAEV

CAEV 75-G63

CAEV-63

MVV-EV1
CAEV?

CAEV

WLC-1

WLC-1

CAEV-63

MVV-EV1

135kDa; 70kDa; 25kDa;
16kDa; 15kDa

130kDa; 40kDa; 28kDa;
15kDa

105kDa; 28kDa;
14kDa

135kDa; 70kDa; 28kDa

16kDa;

105kDa; 55kDa; 25kDa;
16kDa; 14kDa

135kDa; 44kDa; 35kDa;
25kDa; 16kDa; 14kDa

42kDa; 27kDa

40kDa; 28kDa; 17kDa

135kDa

46kDa ; 25kDa ; 17kDa;
14kDa

55kDa; 28kDa

25kDa; 18kDa; 15kDa

135kDa; 25kDa; 16kDa;
14kDa

135kDa; 90kDa; 28kDa

135kDa

46kDa;
14kDa

25kDa; 17kDa;

HOUWERS e NAUTA (1989)

ZANONI et al. (1989)

KAJIKAWA et al. (1990)

HECKERT et al. (1992)

BRODIE et al. (1992)

TORFASON et al. (1992)

LERONDELLE et al. (1995)
STORSET et al. (1997)

OZYORUK et al.
CHEEVERS et al.
TRUJILLO et al. (2004)
VAREA et al. (2001)

(2001);
(2003);

HAZIZA et al. (2001)

TURIN et al. (2005)

CELER et al. (1998)

MYERS-EVERT e
HERMANN-HOESING (2006)

OZYORUK et al. (2001);

CHEEVERS et al. (2003);
TRUJILLO et al. (2004)

VAREA et al. (2001)

! Linhagem de OPP

2 Blot utilizando anticorpos monoclonais (Mabs) qrit7/p28 e anti-gp135

42
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3.2.4.2 Métodos Diretos

Outro diagndstico complementar € a reacdo em caeeplimerase (PCR), considerado
um metodo de diagnostico direto, sensivel e especfiois amplifica fragmentos de RNA ou do
DNA-proviral, mesmo em pequenas quantidades (ZAN@MNdl., 1992; REDDY et al., 1993),
conseguindo identificar animais positivos em estggirecoces de infec¢cdo (WAGTER et al.,
1998). A especificidade da amplificacdo dependeekenho doprimers sendo um problema,
também, a contaminacdo que ocorre durante a exedsfprova, podendo revelar resultados
falso-positivos (PFEFFER et al., 1995). Uma fallaaamplificacdo pode estar correlacionada a
baixa carga viral (REDDY et al., 1993; ELTAHIR ét 2006, RAVAZZOLO et al., 2006), uma
vez que a sensibilidade do PCR de animais com pwa{fdo clinica foi maior do que nos
animais sem sintomas (EXTRAMIANA et al., 2002). ufator que pode ser citado como
responsavel pela diminuicdo da sensibilidade da @@Rliversidade de sequéncias virais devido
as mutacdes sofridas pelos LVPR, que influenciarefitégncia dogrimers (ELTAHIR et al.,
2006).

Devido a baixa carga viral na fase pés-soroconuered testes de PCR sdo menos
sensiveis do que os testes soroldgicos porém, datssroconversdo, o PCR € mais sensivel em
detectar animais infectados, por isso, para quterstga um diagndstico preciso dtatusda
infeccdo por LVPR, o ideal é associar os resultadias técnicas sorologicas aos da PCR
(ELTHAIR et al., 2006).

Muitos PCR tém sido desenvolvidos para diagnosteca VPR (Tabela 4) utilizando uma
grande variedade de amostras de células e tecmlasextracdo de RNA ou de DNA como
sangue total, leucdcitos, leite e sémen. Quandwabalha com PCR utilizando sangue, dois
fatores sdo importantes para assegurar a senad#lido teste: o primeiro é a origem e 0 método
escolhido para extracdo de DNA ou RNA e o outstadusclinico do animal (EXTRAMIANA
et al., 2002; RAVAZZOLO et al., 2006); esta seiisibde pode ser incrementada aumentando-
se 0 numero de mondcitos usados para extracdo Ae(WNRGTER et al., 1998).

A partir dos produtos de um PCRBnfplicon$, outra prova de PCR pode ser realizada, o
nestedPCR, que geralmente é utilizado quando o PCR, amminico par derimers nao foi
capaz de detectar o numero de copias provirai®digpis. Utiliza-se entdo um segundo par de
primers que ira amplificar regides mais internas de umegCHEEVERS et al., 2003). Séo
confiaveis, sensiveis e especificos, capazes damtdetmuitas linhagens de LVPR de sangue
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total, leucdcitos e de outras células infectaddS HAIR et al., 2006). Segundo CHEBLOUNE
et al. (1996), omnestedPCR sdo capazes de detectar até 10 células indscem amostras

contendo 10ou 10 células.

Tabela 4 —-PCR desenvolvidos para diagnéstico de LentiviiBelquenos Ruminantes (LVPR)

Gene amplificado Referéncia
RT-PCR
pol LEROUX et al. (1995b)
env LEROUX et al. (1997)
pol, tat, vif CASTRO et al. (1999b)
gag, pol SHAH et al. (2004)
gag CORTEZ ROMERO et al. (2006)
env, rev RAVAZZOLO et al. (2006)
Q-PCR
pol ZHANG et al. (2000)
PCRIin situ
pol SANNA et al. (1999)
CARPUCCHIO et al. (2003)
CARROZA et al. (2003)
PCRreal time env, rev RAVAZZOLO et al. (2006)

1PCR realizado com RNA
2 PCR competitivo
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Tabela 4 (cont.) -PCR desenvolvidos para diagnostico de Lentiviei$dquenos Ruminantes

(LVPR)

Gene amplificado

Referéncia

PCR LTR, gage pol

pol

gag

pol, LTR

LTR

pol, env

gag,pol

env
NestedPCR

env

gag

pol

ZANONI et al. (1992)

RUSSO et al. (1997); ZHANG et
al. (2000)

REDDY et al. (1993); WAGTER et
al. (1998); CELER et al. (2000);
LAMARA et al. (2001); LAMARA
et al. (2002b); FIENI et al. (2003)

BRODIE et al. (1992); ALVAREZ
et al. (2006)

EXTRAMIANA et al. (2002);
BENAVIDES et al. (2006)

TRAVASSOS et al. (1999)
GREGO et al. (2002)

LEROUX et al. (1997);
GONZALEZ et al. (2005)

LEROUX et al. (1997);
CHEEVERS et al. (2003)

KONISHI et al. (2004); LECHAT
et al. (2005); CORTEZ ROMERO
et al. (2006): ALI AL AHMAD et

al. (2006)

RUSSO et al.  (1997);
CARPUCCHIO et al. (2003);
ELTHAIR et al. (2006)

'PCR utilizando DNA-proviral
2 PCR utilizando segundo par pemers
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3.3 PURIFICACAO DE ANTIGENO

A purificacdo de proteinas pode ser dividida emtrquatapas genéricas: separagdo de
células e seus fragmentos do meio de cultura fickgfo); concentracdo e/ou purificacdo de
baixa resolucéo; purificacdo de alta resolucdojnalmente, operacbes para acondicionar o
produto final. A clarificacdo pode ser realizadapesgando-se filtragdo, centrifugacdo ou
floculacdo; para purificagdo de baixa resolucdcepoder utilizadas a precipitagéo, ultrafiltracdo
e a extracdo em sistemas de duas fases liquidaspuNficacdo de alta resolucdo, as
cromatografias (troca-ibnica, afinidade, imunoafade, interacdo hidrofobica, de excluséo
molecular) e as membranas adsortivas podem seregagas; como tratamento final pode ser
realizado a cristalizacao, liofilizacdo e secagelBISOA JR e KILIKIAN, 2005)

Os processos empregados na producao e purificacantijenos para testes diagnosticos
podem influenciar em sua sensibilidade e espet#t® (CELER e CELER, 2001). Muitos
protocolos de producdo e purificacdo de antigerawa giagnostico vém sendo desenvolvidos
(Tabela 5). HOUWERS et al. (1982) produziram amiigpara teste de ELISA a partir de cultura
de células de plexo coréide ovino infectadas comedWdisna (ZZV-1050) utilizando
centrifugacdo a 8.500gvernight seguida de uma centrifugacdo em gradiente cantdeu
sacarose (25%) e tratamento com éter. ARCHAMBAUL @le(1988) descrevem um protocolo
para producdo de antigeno CAEV, onde este antifnooncentradol00 vezes por filtracdo
pressurizada, e, em seguida, submetido a centtiogam gradiente descontinuo de sacarose
(17-55%).

ZANONI et al. (1994) produziram antigeno completerivado de lentivirus ovino, por
centrifugacdo a 55.000g, seguido de centrifugac@®.800g, em gradiente descontinuo de
sacarose de 20-40%, por 16 horas, e novamentafggatio a 90.000g, desta vez em gradiente
descontinuo de sacarose de 15-50%. SIMARD e BRIS(O#0a) descrevem protocolo onde o
antigeno de Maedi-Visna é centrifugado a 106.0@gobrenadante desta centrifugacédo é
submetido a uma cromatografia coBepharose as fracdes da cromatografia contendo as
proteinas virais sdo somadas, submetidas a umaatografia de troca ibnica utilizando
Sephadexz-200; as fracdes sdo somadas e tratadas com dediato de sodio (SDS). Em
outro estudo SIMARD e BRISCOE (1990b) utilizaranasletapas com centrifugacdo a 106.000g

e tratamento com SDS para producdo de antigencARIMet al. (2001) produziram antigeno
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CAEV pela extracdo, concentragédo e precipitacédo poletilenoglicol (PEG) 8.00@vernight
seguida de centrifugacao 2.000rpm e tratamentoSD&

Alguns protocolos séo laboriosos e demorados, d® @lelvado, pois contempla varias
etapas de centrifugacéo, requerendo uma estrighoaaltorial sofisticada; outros sdo simples e

rapidos, porém o rendimento e a pureza do antigeuzido sdo baixos.
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Tabela 5 —Protocolos de purificacdo de antigeno para didgmosge Lentivirus de Pequenos
Ruminantes (LVPR)

Antigeno/ Protocolo de purificacédo Referéncias
Teste

MVV- Clarificagao; Centrifugacdo HOUWERS et al. (1982);

Z7ZN1050 overnight Pellet TNE"; HOUWERS e SCHAAKE

ELISA Ultracentrifugacdo + sacardse (1987); HOUWERS e
PelletPBS + éter NAUTA (1989); ROSATI et

al. (1994)

CAEV Clarificagao; Centrifugagao

ELISA overnight Pellet TNE;  SCHROEDER et al. (1985)
Clarificagao; Ultracentrifugacdo +
sacarose PelletPBS + éter

CAEV Filtracdo pressurizad&ellet TNE; ARCHAMBEULT et al

ELISA Ultracentrifugacdo + sacardse (1988); RIMSTAD et al.
Pellet TNE (1994)

MVV Clarificacdo;  Ultracentrifugacao;

ELISA Pellet tampdo B; Cromatografia SIMARD e  BRISCOE
Sepharose; Cromatografia (1990a)
SephadexPellet TN* + SDS 0,1%

MVV Clarificagdo;  Ultracentrifugacao;

ELISA Pellet tampéo B, SIMARD e BRISCOE
Ultracentrifugacdo; Pellet TN +  (1990Db)

SDS 0,1%

WLC-1 Clarificagdo;  Ultracentrifugacdo; KAJIKAWA et al. (1990);

WB Pellet TNE HECKERT et al. (1992)

WLC-1 Clarificagdo;  Ultracentrifugacao;

ELISA/WB Pellet TNE" BRODIE et al. (1992)

MVV- Sulfato de amonia;

ZZV1050 UltracentrifugacdoPellet TNE ZANONI et al. (1992)

WB

CAEV Clarificagdo;  Ultracentrifugacgéo;

ELISA Pellet tampao B; HECKERT et al. (1992)
UltracentrifugacdoPellet TN*

MVV- Clarificacdo; CentrifugacaoPellet

K1514 meio de cultura; Ultracentrifugacdo TOFARSON et al. (1992)

WB + sacarose Centrifugacéo;Pellet

TNE

Y TNE - Solucdo tampéo TRIS + NaCl + EDTA

2 Gradiente descontinuo de sacarose 15-50%

3 PBS - Solucao salina fosfatada

* TN — Solucdo tamp&o TRIS + NaCl

® SDS - Dodecil sulfato de sédio ou Lauril sulfagosdio
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Tabela 5 (cont.) —Protocolos de purificacdo de antigeno para didgmosle Lentivirus de

Pequenos Ruminantes (LVPR)

Antigeno/ Protocolo de purificacédo Referéncias
Teste
CAEV Tratamento das células com SDS VANDER SCHAILE et al.
ELISA 0,1%; Agitacédo; Centrifugacéo; (1994)
Sobrenadante (antigeno)
oLV Clarificagao; Centrifugagao ZANONI et al. (1994)
ELISA Pellet TNE; Ultracentrifugacao +
sacarose
Ultracentrifugacao
Pellet TNE
CAEV 10° células; Lavagem com PBS CLAVIJO e THORSEN
WB Lise com tampao de Laemmli (1995)
CAEV Clarificacdo; Ultracentrifugacdo + TURIN et al. (2005)
ELISA sacarost Pellet TRIS-HCI
CAEV75-G63  Clarificacdo; Ultracentrifugacdo +
WB sacarose Pellet TNE! STORSET et al. (1997)
WLC-1 Clarificacdo;  Ultracentrifugacao;
ELISA/WB Ultracentrifugac&o CELER et al. (1998)
Pellet TNE + SDS0,25%
WLC-1 Clarificacdo; PEG 8000/NaOH
ELISA 0,4M (7%); CentrifugacdoPellet ~ FEVEREIRO et al. (1999)
TNE; Ultracentrifugacao
sacarose Ultracentrifugacao;
Pellet TNE
MVV-k1514 Clarificacdo;  Ultracentrifugacao;
WB Ultracentrifugac&o CELER e CELER (2001)
Pellet TNE
CAEV Clarificacdo; PEG 8000/NaOH SIMARD et al. (2001)
ELISA 0,4M (30%); CentrifugacaoPellet

PBS

Y TNE — Solucdo tampéo TRIS + NaCl + EDTA
2 Gradiente descontinuo de sacarose 15-50%

3 PBS - Solucao salina fosfatada
* TN — Solucdo tamp&o TRIS + NaCl

® SDS - Dodecil sulfato de s6dio ou Lauril sulfagstbdio

® PEG - Polietilenoglicol
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3.4PADRONIZACAO E VALIDACAO DE TESTES DIAGNOSTICOS

O desenvolvimento e validacdo de um teste é umepsaclaborioso que consiste pelo
menos em cinco estagios: 1) Determinacdo de sueahiidade para um uso particular; 2)
Escolha, otimizacdo, e padronizacdo dos reaget@esicas e métodos; 3) Determinacdo das
caracteristicas de desempenho do teste (sensiliéda especificidade); 4) Monitoramento
continuo de seu desempenho; e 5) Manutencado e réadccritérios de validagdo durante o uso
rotineiro do teste (Figura 4) (OIE, 2006).

Para que um ensaio ou teste seja utilizado comdéndiagnostico € necessario que este
esteja validado e padronizado. A validagcdo de usaienou teste fornece consistentemente
resultados que identificam animais como positivanegativo para uma analise ou um processo,
e por inferéncia, prediz exatamente status da infeccdo dos animais com um grau
predeterminado de certeza estatistica. Nesta d&finia sensibilidade e especificidade séo
caracteristicas de desempenho do teste. Um tede g reconhecido como validado se as
estimativas de confianca de sensibilidade e decdgpdade para uma dada populacédo alvo ja
tiverem sido estimadas, quando temos baixa presial@e uma determinada enfermidade, os
valores baixos de sensibilidade e especificidad#emoser compensados pela amostragem ou
combinando com outros testes soroldgicos (OIE, 2006

A validade de um teste diagndstico pode ser estimazmin base em seus valores
intrinsecos (sensibilidade e especificidade), @eemdprios do teste e ndo sofrem influéncia da
prevaléncia da enfermidade para a qual se desimaiso (ASTUDILLO e KANTOR, 1981).
Classicamente, a sensibilidade é definida como wmeptual de verdadeiros positivos
identificados no teste, e a especificidade o dodageiros negativos, quando comparados com
um teste de referéncia, que pode ser um teste graggacomaogold standardou outro de uso
classico. Os valores preditivos de um teste diagmosdo dependentes da sensibilidade,

especificidade do teste e da prevaléncia de unesidietada enfermidade na populacéo.
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Selecao do método

Selec¢éo dos soros
ESTAGIO 1 controle l Selecao dos soros

Aplicabilidade Estudo de padrdo
Aplicabilidade —

ESTAGIO 2 Problemas _ Andlise de sensibilidade

i requerendo Otimizacdo e . i
De;zg‘:g:]\;'zrgggto e regvaliagéo padronizacio de ——— Andlise de especificidade

reagentes e protocolos—y Estimativa preliminar de repetibilidade

|

Calculo de
. Soros de referéncia Tgste_ de amost[a d_e = Dados normalizados—> precisao €
ESTAGIO 3 de animais animais de referéncia acuracia
Caracterizagéo da sbidamente /
performance do teste infectados e néo
infectados Estabelecimento do

cut-off Calculo de sensibilidade e
especificidad

Soros padrao de
statusconhecido

S
ESTAGIO 4 Normalisar os Estimar prevaléncia
Monitoramento da ! s ! v :
resultados do teste Categorizacao na populagéo alvo

erformance do teste
S para seu uso na rotina (POS/NEG) dos soros

testados /
/ \ Célculo de valor preditivo positivo e

. . negativo para validar a interpretacédo dos
Monitorar preciséo e
) resultados do teste
acuracia

ESTAGIO 5

Manutencéo e

extensao dos
critérios de
validacac

Extender a validacao a outras
populacdes pelo teste de soros daquela
populacéo

Reavalia¢cdo dos reagentes padronizados por condgarac
com reagentes recentemente usados

Figura 4 — Etapas do processo de validacao de um testedditicp (adaptado OIE, 2006).
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WESTERN BLOT PARA DIAGNOSTICO DE LENTIVIRUS DE PEQUENOS
RUMINANTES (LVPR) EM CAPRINOS USANDO PROTOCOLO SIMP LES PARA
OBTENCAO DE ANTIGENO
Michele Moreira M. Oliveird Roberto Soares de CastrMarcia Almeida de Mefb
Paulo Paes de AndratiSheila Machado Gomesna Claudia CampdsSérgio Alves do
Nasciment8

Resuma O sorodiagnéstico das lentiviroses de caprinasvieos € realizado em geral por
imunodifusdo em gel de agar ou por ELISA. Ambosngsodos, embora relativamente simples,
ndo identificam os antigenos virais reconhecidosesposta imune do animal examinado. Por
isso, 0 western blot vem ganhando maior relevapeigicularmente na definicdo de padrbes de
reconhecimento antigénico ao longo da infeccaqparudiferentes virus e espécies hospedeiras,
podendo inclusive ser util no diagndstico propriataedito. Neste trabalho, o antigeno
empregado nwestern blo(WB), e demais ensaios auxiliares na padronizdg@obtido através

de um sistema simplificado de purificacdo, iniciadom a concentracdo por dialise do
sobrenadante de culturas celulares infectadaswedsede centrifugacdo em gradiente continuo
de sacarose. A separacgdo das proteinas foi olmrdagiroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) a 10% e a transferéncia realizada pelo s&ésteemi-umido. A revelacdo indicou a
presenca de cinco proteinas virais reconhecidasspeb padréo positivo, com pesos moleculares
(em kDa) de 14-16, 25, 40, 50 e 70. Todas as 8taasode soro caprino positivas reconheceram
pelo menos uma banda mmmunoblot variando contudo o niumero de bandas reconhecidas.
Reconhecimento de uma proteina Unica (n=3), de phadsinas (n=3), de trés proteinas (n=2) e
de quatro proteinas (n=1). Reacdo positiva a gpiOolhservada em quatro animais, com
intensidade de reacao discreta em trés deles.dboisais apresentaram reacao positiva a pl6, e
dois a gp50, embora pouco intensas. Quanto a gpéfina que reagiu com o soro padrao
positivo, ndo foi reconhecida por nenhum dos stestmdos. Estes resultados sugerem que o WB

pode ser empregado para o sorodiagnéstico rotideiartrite-encefalite caprina a virus (CAEV),
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ensejando estudos mais amplos do padrdo de redomto dos antigenos apresentados por este
novo sistema de purificacdo parcial de componeniesis. A diferenca de padrdes de
reconhecimento pode também ter relacdo com a folimaa, tempo de infeccdo, origem e sexo
dos animais e outros fatores, que poderédo serndiegmios no futuro e que tém importancia na
definicdo de padrbes epidemioldgicos e no mandjocol O antigeno purificado neste trabalho
podera também encontrar aplicacdo em outros ensaiasliagndsticos, inclusive naqueles

recomendados pela Organizacdo Mundial de Saudeah\(dHE).

Palavras-chave:Células, cérnea, purificacdo, CAEV, Maedi-Viswastern blgtdiagnostico.

Abstract: The serodiagnosis of small ruminant lentivirus ($fiRinfections in goats or sheep is
usually performed by the agar-gel immunodiffusiechinique (AGIT) and by ELISA. Therefore,
the western blot (WB) is the choice for the defamtof antigen recognition patterns during the
disease progression or in infections due to differéiruses and in different hosts, being
potentially useful for the diagnosis itself. In ghwork, the antigen used for WB and in the
supplementary assays for the standardization aagndstic protocol was obtained by a novel
simple purification procedure, starting by the y&d of the supernatant of infected cultured cells,
followed by centrifugation in sucrose gradient. tBnas in the pellet were separated by SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis at 10% densitytsansferred to nitrocellulose membranes in
a semi-dry blotting device. After development, fiveal proteins were recognized by the
standard positive serum sample, with molecular htsigf 14-16, 25, 40, 50 e 70 kDa. All 8
positive goat serum samples recognized at leastbane in the immunoblot, with different
intensities, corresponding to the 25 kDa antigdre fotal number of bands recognized by each
serum sample varied considerably, as follows: angles band (n=3), 2 bands (n=3), 3 bands
(n=2) and 4 bands (n=1). A positive reaction to@phs observed with 4 sera, although rather
weak in 3 cases. Two samples were reactive to pilétao others to gp50, although weakly.
Curiously, no serum was reactive to the 70 kDaganti recognized by the standard positive
serum sample. These results suggest that the WBbeaeffectively used for the routine
serodiagnosis of viral caprine arthritis enceplwlinfection (CAEV). It also supports further
studies on antigen recognition patterns with the aatigen provided by the novel simplified
purification system of viral components describedeh Different recognition patterns may prove



77

to be related to the clinical outcome of the inf&ct its duration, host sex and origin and other
factors, that may be of importance for the clinicahnagement and control programs. The
antigen obtained, as described here, may find aderoapplication in other diagnostic assays,
including those recommended by the World Animal IHe@rganization (OIE).

Keywords: Cells, corneal, purification, CAEV, Maedi-Visna, stern blot, diagnosis.
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INTRODUCAO

Os Lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR) sdaupagios em cinco grupos
filogenéticos, representados por dois grupos nmagitantes que contemplam os prototipos do
virus da artrite-encefalite caprina (CAEV) e o side Maedi-Visna (MVV) (SHAH et al., 2004).
Estes virus causam infeccdo, caracterizada muitegesy por animais Soropositivos
aparentemente saudaveis; aproximadamente 25% gasasae ovinos infectados com LVPR
podem desenvolver artrite, sobretudo na articulacagpo-metacarpiana, encefalomielites,
emagrecimento, mastite e pneumonia progressiva (BBIO et al., 2001). N&o existe
tratamento para as LVPR nem vacinas eficazes. $&r © diagnostico € uma ferramenta
essencial para o seu controle.

No Brasil, o Plano Nacional de Vigilancia e Cordrale Lentiviroses de Pequenos
Ruminantes (PNVCLVPR), que integra o Programa Nwdiale Sanidade Caprina e Ovina
(PNSCO) do Ministério da Agricultura, Pecuaria easiecimento (MAPA) (BRASIL, 2004),
preconiza o uso da imunodifusdo em gel de agar AD®mo teste diagnostico para LVPR, e o0
western blo{\WB), como prova confirmatoéria e com fins de dexdicdo, que devera ser realizada
em laboratorio oficial, em casos duvidosos. Emimegonizado pelo MAPA, o WB ainda néo
esta disponivel no pais.

O WB tem sido utilizado comumente como padrdo oggold standard, em
padronizacdes e validacdes de muitos testes deAEpé®a diagnostico de LVPR em ovinos
(ZANONI et al., 1989) e também como ferramentamaise da resposta imunologica de ovinos
natural e experimentalmente infectados com Maedi&/i ( HOUWERS e NAUTA, 1989;
KAJIKAWA et al., 1990), porém, relatos sobre suficaggado em amostras caprina S8o escassos,
sendo descrito apenas um WB recombinante (ROSAAIl,e1995).

Um ponto crucial no desenvolvimento de um testel8gico é o processo de producéo e
purificacdo do antigeno empregado (CELER e CELER1Y Muitos protocolos para producao
e purificacdo de antigeno com fins diagnosticosa gavPR tém sido estabelecidos. Estes
empregam, de forma simples ou combinada, as seguidicnicas: centrifugacdo simples,
centrifugacdo e ultracentifugacdo em gradienteicoatou descontinuo de sacarose, filtracdo
pressurizada, cromatografias de troca-ibnica e fihdade, concentracdo e precipitacdo com
polietilenoglicol 8.000 (PEG 8.000) (SIMARD et a2001; ZANONI et al., 1994; SIMARD e
BRISCOE, 1990a; SIMARD e BRISCOE, 1990b; ARCHAMBAUEt al., 1988; HOUWERS et
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al., 1982). A maioria destes protocolos é laboresiemorada, pois contempla varias etapas de
processamento, requerendo uma estrutura labotagofisticada.
Neste trabalho, estabeleceu-seweastern blot\WB) para diagnéstico de lentiviroses em

caprinos.
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MATERIAL E METODOS
Cultivo celular e infeccaoin vitro

Células epiteliais de cornea de feto, provenieetende soronegativa para LVPR, obtidas
por explantacdo foram cultivadas. Os explanteddeea umedecidos em meio essencial minimo
de Eagle (MEM), suplementado com antibibticos (péna e estreptomicina) e antifingicos
(fugizon ou anfotericina B), foram transferidos g@arrafas plasticas de cultivo celular de 25
cn?, incubados a 37°C por 30 minutos, e adicionadms &e MEM suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB), seguindo-se o cultivo 837em atmosfera de 5% de £@té total
confluéncia da monocamada celular. As culturasnfoe@laptadas em seguida para o sistema
roller.

As monocamadas celulares subconfluentes, cultivaelas garrafasroller, foram
infectadas com amostra viral CAEV Cork (NARAYAN &t, 1980). A partir do 10° dia poés-
inoculagédo, a cada trés dias, o sobrenadante (Ebmada garrafa era coletado e congelado,
acrescentando-se as garrafas 200ml de MEM com 2%F@e As garrafas eram substituidas

quando apresentavam mais de 80% de destruicao miacarnada celular.

Producéo e avaliagdo dos antigenos

Para producdo dos antigenos, os sbn foram congeladdescongelados trés vezes,
clarificados por centrifugacdo a 3.300g por 20 nusua 4°C e dialisados em membrada
33x21mm, contra polietilenoglicol (PEG 8.000) a 46#% PBS (pH 7,6), a 4°C durante 48 a 72
horas, até a concentracdo de aproximadamente 58 V&ALLADO, 1999), seguido de
centrifugacdo em gradiente continuo de sacaro$é)(8t TNE, a 21.460g por 2 horas e meia, a
4°C. Opelletfoi ressuspenso em dodecil sulfato de sédio a0, Zlulas ndo infectadas foram
submetidas a este mesmo protocolo e utilizadas comipole negativo do antigeno dot-blote
no WB. Para quantificar a concentracao de protinatilizada a técnica descrita por Bradford,
modificada por SEDMAK e GROSSBERG (1977), utilizantcbmo padrdo a albumina sérica
bovina (BSA).

A avaliacdo do antigeno purificado foi realizadawats do WB padronizado a partir de
um dot-blot Para tal, foram empregadas fitas de nitrocelutms®a porosidade de 0,45um de

5cmx0,5¢cm, sub-divididas em 10 quadrados de 0,Bl@stas foram distribuidos 2ul do antigeno

1 INLAB, Brasil
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em diluicdes duplas de 1/2 a 1/64, bem como o glentio antigeno, para determinar a sua
diluicdo de uso. ApOs secagem por 20 minutos as fiotram lavadas trés vezes, por cinco
minutos, sob leve agitacdo, com solucéo de lava@8T 0,1% (100mM de TRIS-HCI; pH8,0;
150mM de NacCl, 0,1% de tween 20) e bloqueadas cbug&o de bloqueio (TBST 0,1%, 1% de
leite em p6 desnatado [LPD]) (CELER et al.,, 1998)r uma hora, sob leve agitacdo, a
temperatura de 25°-27°C. Os soros padréo positigaymkit comercial, e o negativo, de um
animal com resultado negativo, em trés testes catiges de IDGA, foram diluidos (1/10 a
1/1.600) em solucéo diluente do soro (TBST 0,1%d&kPD, 10mM de EDTA e 5% de SFB) e
incubados a 37°C, por uma hora; distribuidos @asihcubadas como descrito anteriormente. O
conjugado anti-cabra peroxidase utilizado no dot-bl no WB foi produzido de acordo com
CASTRO (1998). Este foi diluido, em solucéo dilgedé conjugado (TBST 0,1%, 1% de LPD),
de 1/100 a 1/800, distribuidos e incubado a tenperambiente, sob leve agitacdo, por uma
hora; as fitas foram lavadas cinco vezes por cingautos, e o substrato 3'-3-5-5'-
Tetrametilbenzidina (TMB), na concentracdo de 240%/ml, adicionado. A reacéo foi parada
com agua destilada quando se observou reacao dpadrdo positivo e boa diferenciacdo com a
reacao do soro padréo negativo.

Para o WB foi realizada uma eletroforese em gelatiecrilamida (SDS-PAGE) a 10%, a
fim de se separar os polipeptideos virais. O antigaurificado foi diluido (1/2 a 1/256) em
tampéo de Laemmli preparado de acordo com HECKBRAI. €1992), com modificacdes nas
concentracdes de bromofenol (0,1%) e de 2-merciapiole (4%), aquecido a 100°C por 5
minutos e carregados em dois geéis descontinuosolikcyiamida, em cuba vertical. Para a
realizagdo do SDS-PAGE foram utilizados o gel deid® a 10% de acrilamida em solucéo
tampéao TRIS-HCI (1,5M; pH 8,8) e 0 gel de empacetam a 4% de acrilamida em solucao
tampéao TRIS-HCI (1,0M; pH 6,8). A solucdo tampaweapeorrida utilizada foi TRIS-Glicina
(24Mm de TRIS, 250mM de glicina, 0,1% de SDS, p8) 8SAMBROOK e RUSSELL, 2001).
As condi¢cdes de corrida dos géis foram correntel@mA e voltagem de 92mV, por
aproximadamente uma hora e meia. Para determindgdoeso molecular das proteinas do

antigeno foi utilizado o marcadBenchMark™ Protein Ladér

! Antigeno CAEV — IDGA; Biovetech®, Brasil
2 Invitrogen, USA
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Os polipeptideos, assim separados, foram tradeferdo gel para a membrana de
nitrocelulosé de 0,45um, pelo método de transferéseimi-dry(KURIEN e SCOWELD, 2006).

O tampao utilizado na transferéncia foi TRIS-glci(R4 mM de TRIS, 192mM de glicina,
metanol 20%, pH 8,6) (SAMBROOK e RUSSELL, 2001).transferéncia ocorreu por 40
minutos, a uma amperagem de 280mA e voltagem de. &inVseguida as membranas foram
embaladas em papel aluminio e conservadas a -20°C.

No momento dammunoblotas membranas foram descongeladas, cortadas endéta
0,2cm de largura, e bloqueadas, com solucédo deidlodCELER et al., 1998), por uma hora a
temperatura de 25-27°C, sob leve agitacao, laviaéiavezes, com solucdo de lavagem, durante
cinco minutos. Os soros foram diluidos 1/400, elcém diluente de soro, incubados a 37°C,
por uma hora, distribuidos, nas fitas e incubad2&’&€7°C, por uma hora sob leve agitacdo. Em
seguida, trés lavagens, por cinco minutos, foraet@adas, e 0 conjugado anti-cabra peroxidase,
diluido a 1/100, em solucao diluente de conjugddkiribuido e as fitas incubadas nas condi¢cfes
anteriormente descritas. Apés uma hora, as fit@srfdavadas cinco vezes, por cinco minutos, e
o substrato TMB adicionado. A reacéo foi acompaatagarada com agua destilada, quando o
soro padrdo positivo reagiu e apresentou boa diéeaedo com a reacao do soro padréo negativo.
Todos os diluentes, o conjugado e o substrato faamesmos utilizados miwt-blot

Soros padréo positivo e negativo, e amostras des szaprinos naturalmente infectados,
identificados como positivos em dois testes de IDGAnsecutivos em intervalos de quatro

meses, utilizando kit comerciat, foram empregadas na avaliacdo do WB.

! Millipore, USA
2 Antigeno CAEV — IDGA; Biovetech®, Brasil
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Cultivo celular

As células epiteliais de cérnea foram permissiaeiplicagdo da amostra viral CAEV
Cork, apresentando por volta da 2° semana poéstagiu (Pl) efeito citopatico (ECP)
caracterizado pela formagéo de sincicios, reseltdat fusdo de células infectadas e nao-
infectadas, estes foram observados em torno daa38agem; as células continuaram
permissiveis pelo menos até a 302 passagem, gsenglacerrou a avaliacdo. ABREU et al.
(1998) citam que o cultivo celular primario que eggmta melhor permissividade a amostra
viral CAEV é o de membrana sinovial caprina (MS@&hdo CAEV apresentando replicacédo
satisfatoria, tanto em células de baixa passagém % como de alta (17& 18%, produzindo
ECP tipico. A formacdo destes sincicios parece resultado da interacdo entre as
glicoproteinas do envelope viral e receptores ptesena membrana celular da célula
hospedeira (LEROUX et al., 1995).

Com base neste comportamento observado, pode-skiicajue as células epiteliais
de cdrnea apresentam os requisitos para permiadevid infeccéo pelos LVPR: presenca de
receptores especificos, responsaveis pela ads@¢hsponibilidade de fatores celulares para
transcricdo viral (HUSO et al., 1988; LEROUX et, d995). A amostra CAEV utilizada
replicou-se em células terminalmente diferenciadasativadas, independentemente do
processo de divisao celular (NARAYAN e CLEMENTES89).

Producéo e avaliagdo do antigeno

O antigeno produzido apresentou concentracao paotéédia de 0,48mg/ml. Quando
submetido ao SDS-PAGE foram visualizados polipesgdvirais de diversos tamanhos
(dados ndo apresentados). Por ser um detergeriiri@niforte, o SDS quebra as pontes
dissulfidricas e de hidrogénio das proteinas, gseraem comportamento de polimeros néo
estruturados carregados negativamente, permitindoseparacdo das subunidades
polipeptidicas durante a corrida eletroforética (Y&®N et al., 2006). SIMARD e BRISCOE
et al. (1999a) observaram que concentracdes super@n0,25% de SDS embora permitam
uma melhor visualizacdo das subunidades protgixamovem perda de reconhecimento de
epitopos pelos anticorpos, ndo sendo recomendatibzacdo de concentracdes superiores a
0,25% na preparacgdo de antigenos.

O dot-blottem sido considerado um teste atrativo para @agdo no diagnostico de
rotina de lentiviroses de pequenos ruminantes (L virtude dos procedimentos

permitirem a realizagdo de dezenas de ensaios enbraea de nitrocelulose para deteccao
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de anticorpos com alta sensibilidade e especifi@d®INHEIRO et al., 2001). Além disso,
tem se mostrado (til como auxiliar na padronizat@wvB (OZYORUK et al., 2001).

No processo de padronizagéo, a escolha dos dikienteestabelecimento da diluicdo
dos reagentes € um ponto crucial. Mamunoblot a deteccdo dos anticorpos pode ser
influenciada tanto pela qualidade quanto pela dqdadé¢ do antigeno utilizado. Com a
realizacdo dalot-blot foi possivel estabelecer a diluicdo de uso dogand (1/4), do soro
(1/400) e do conjugado anti-cabra peroxidase (3/X6@yura 1). Estas condicdes, apos
avaliacdo nas concentra¢cfes imediatamente supeiidgerior, também se mostraram ideais
no WB.

SORO POSITIVO

SORO NEGATIVO

Figura 1 — Resultado dalot-blot utilizando os soros padréo positivo e negativd(@) e
conjugado anti-cabra peroxidase (1/100). Em 1)rotmhegativo do antigeno; 2)
antigeno puro; 3 a 8) antigeno diluido 1/2 a 1/64.

No immunoblot,quando as fitas de nitrocelulose foram incubadas @soro padrao
positivo foram observadas nitidamente reacfes a&ociproteinas virais, com pesos
moleculares (em kDa) de 70, 50, 40, 25 e 14-1peaamente (Figura 2); nenhuma reacao
no soro padrédo negativo foi evidenciada. Estaepras tém sido descritas como reativas em
outros trabalhos (ZANONI et al., 1989; HOUWERS e WA, 1989; HECKERT et al.,
1992; BRODIE et al., 1992; ROSATI et al., 1994; VAR et al., 2001). Adicionalmente,
observou-se discreta rea¢do a uma proteina del®4k®a noimmunoblotcom o antigeno
diluido 1/2. Esta proteina tem sido descrita commde de matriz (MA), ja detectada em
outros estudos realizados utilizando soro de oViREBUWERS et al. 1989; ZANONI et al.,
1989; KAJIKAWA et al., 1990; ROSATI et al., 1994AREA et al., 2001).
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1 2
70 kDa —»
50 kba —»
40 kDa—>
A
25 kDa —— —

14-16 kba —>»

Figura 2 — Resultado davestern blotmostrando reacdo positiva a quatro proteinassvitai
pesos moleculares (em kDa) de 70, 50, 40, 25 &14)hntigeno diluido 1/2; 2)
antigeno diluido 1/4.

A reacdo do soro padrdo positivo mais intensa fmitra um polipeptideo de
aproximadamente 25 kDa, que é identificado comdsearproteina interna de capsideo (CA),
a mais abundante do virus e que estimula uma fedeosta humoral durante a infec¢éo
(HOUWERS e NAUTA, 1989; JOAG et al., 1996). Um sedp polipeptieo, de 40 kDa,
identificado como uma glicoproteina transmembraiggpd0-TM) (COFFIN et al., 1996),
apresentou reacgdo positiva também nos ensaiositdesgor ZANONI et al. (1989); esta
proteina é citada por ROSATI et al. (1995) como drtgmte marcador imunolégico nas
infeccdes por CAEV. A banda protéica de 50 kDagsiwelmente um precurssor do gesag
Pr5Qag (JOAG et al., 1996) e neste estudo apresentou usceeth reacdo frente ao soro
padrdo positivo. Foi ainda visualizada reacdo pasia uma proteina de 70 kDa descrita
como sendo uma glicoproteina de superficie (gpF@sivelmente produto da clivagem da
glicoproteina de superficie (gp135) (HOUWERS e NAJT989; HECKERT et al., 1992).
A intensidade das reacfes entre o soro padracira@sproteinas, foi variavel, observando-se
maior intensidade na reacdo com o polipeptideo BekRa, provavelmente pela sua
abundéancia (Figura 2).

Outros estudos tém demonstrado o reconhecimeniméeproteina de peso molecular
de 135 kDa (gpl135-SU) (HOUWERS e NAUTA, 1989), miiservado neste trabalho. A
auséncia de reacdo a esta proteina pode ser devieducdo na reatividade das proteinas
glicosiladas nas condi¢cdes domunoblot(HOUWERS e NAUTA, 1989), ou ainda, como



86

consequéncia dos processos de purificacdo de aatigeis as particulas virais podem perder
0 antigeno de envelope, principalmente, quandotiieaugradiente continuo de sacarose
(KAJIKAWA et al., 1990; BRODIE et al., 1992).
Ao se realizar amunoblotem oito amostras de soros de caprino, de camgajVos

na IDGA, observou-se que, todos 0s animais apr@sentreacao positiva a pelo menos uma
proteina. Dois animais apresentaram reacdo positigd6 ou pl4, e dois a gp50, estas
reacfes ocorreram com baixa intensidade. Ao pdiigep de 25 kDA todos os animais
reagiram, com intensidade variavel. Reacéo positigp40 foi observada em quatro animais,
com intensidade de reacdo discreta em trés anffffigisra 3). Os soros padréo positivo e 0s
soros de campo, neste ensaio, ndo reconheceramteinpr de 70 kDa, isto poderia ser
explicado pela falha na transferéncia desta pratgéna a membrana de nitrocelulose, porém,
como os géis foram corados por sais de prata apassferéncia, e nenhuma banda protéica

foi corada pode-se afirmar que a tranferéncia adipgptideos virais foi completa.

B s o

50 KD——>
40 KD——>

25 KD—=
14-16 KD —>

Figura 3 — Resultado dammunoblotrealizado com oito amostras de soro caprino, iposit
para lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR) nanodifusdo em gel de agar
(IDGA). Em N) Soro padréo negativo P) Soro padrdsitpyo; 1 a 8) Amostras de

soro caprino positivos na IDGA.

Pelo exposto pode-se concluir quavestern bloté uma técnica que tém potencial
emprego no diagnéstico de LVPR, precisando ser amamente avaliada, uma vez que é a
prova confirmatéria, preconizada pelo PNVCLVPR. Otpcolo empregado para purificagdo
de antigenos foi satisfatorio, rendendo uma conagdid de proteina igual a obtida em outros

estudos, porém € necessario que estudos de véalglide seu uso em outros ensaios

imunoenzimaticos, sejam realizados.
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PADRONIZAQAQ DE UM ELISA PROTEINA-G (ELISA-G) PARA DIAGNOSTICO
DE LENTIVIRUS DE PEQUENOS RUMINANTES (LVPR) EM CAPR INOS

Michele Moreira M. Oliveird, Roberto Soares de Ca§tr6heila Machado Gom3es

Ana Claudia CampdsSérgio Alves do Nascimerito

Resuma Para o diagnoéstico das lentiviroses de pequamasantes a Organizagdo Mundial
da Saude Animal (OIE) preconiza o uso da imunoddiem gel de agar (IDGA) e do ELISA.
O ELISA apresenta maior sensibilidade do que a ID@#ém existe o risco de ocorrerem
resultados falso-positivos. Com o intuito de mirzani estas reacdes falso-positivas, foi
padronizado um ELISA utilizando conjugado de preG (ELISA-G), que se liga com
grande afinidade as imunoglobulinas caprinas easvi® ELISA-G foi padronizado partindo
das condi¢Oes de reacdo estabelecidas em um EbhtBeto (ELISA-i), usando-se como
padrdo de definicdo de positividade e negatividdake soros os testes de IDGA (Antigeno
CAEV — IDGA; Bioveteclf, Brasil) e owestern blot(WB) associados em paralelo. Os
valores da relacdo positivo/negativo (P/N) parasosos padrdo foi significativamente
superior (P < 0,05) no ELISA-G (10,9) do que no &Ali (4,8). Ao testar um grupo de soros
positivos e negativos, observou-se, basicamenteegmo comportamento, com valores de
P/IN, no ELISA-G de 4,68 e no ELISA-i de 3,33, destendo maior capacidade de
discriminacdo no caso do ELISA-G, o que é altamdesejavel em padronizacdo de ensaios
imunoenzimaticos (EIE). Este teste necessita skdadwm (estimativa da sensibilidade e
especificidade) com base no teste de um numerdisadivo de amostras da populagéo de
caprinos e ovinos, representativas das diferemesligdes epidemiolégicas existentes no
Brasil, para que possa ser utilizado no diagnésmwologico de LVPR em programas de
controle de LVPR.

Palavras-chave:CAEV, ELISA-i, ELISA-G, IDGA, imunodiagnéstico, Pina G,western

blot, imunoblot.
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Abstract: The world animal health organization recommendsth bahe agar-gel
immunodiffusion technique (AGID) and the ELISA ftre serodiagnosis of small ruminant
lentivirus (SRLV) infections. The ELISA has a higlsensitivity but is prone to false-positive
results. Aiming to reduce this drawback, the stasidation of a novel g-protein ELISA (G-
ELISA) was performed, using conjugated protein Gliace of the regular second antibody,
which has a very high avidity to both sheep and go&éibodies. Sera were taken as reactive
or not if similar results were obtained in AGID (EX antigen — AGID, Biovetech, Recife,
Brazil) and western blot. The positive/negativeéoraf standard sera were significantly higher
in G-ELISA (10.9) than in standard ELISA (4.8) (®05). In a second set of serum samples,
however, the p/n ratio was similar between botlst¢4.68 vs. 3.33). These results point
toward a higher discriminative value for G-ELISAydasupports a broader evaluation with
both goat and sheep sera, taken from differentraitdareas in Brazil, in order to enable its

future use in SRLV control programs.

Keywords: CAEV, ELISA-i, ELISA-G, AGID, immunodiagnostic, ptein G, western blot

immunoblottting.
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INTRODUCAO

Os pequenos ruminantes podem ser infectados pajrupo de virus genericamente
denominado de Lentivirus de Pequenos RuminantesPR)V que compreende varios
isolados, distribuidos em cinco grupos filogendtjcque compartiiham similaridades
genética, de mecanismo de replicacdo, morfologrdezacado bioldgica com os hospedeiros
(SHAH et al., 2004). Os protétipos dos dois gruposcipais sdo os virus Maedi-Visna
(MVV), também denominado Pneumonia Progressiva {QRPo virus da Artrite-Encefalite
Caprina (CAEV), originalmente isolados de ovinosarinos, respectivamente. Estes virus
causam infeccdo caracterizada, muitas vezes, ponasn Soropositivos aparentemente
saudaveis, assim, a sorologia tem sido o meio rfraigientemente utilizado para o
diagnéstico da infecgéo pelos LVPR (CALLADO et abp1).

A Organizagdo Mundial da Saude Animal (OIE) prezania utilizacdo da
imunodifusdo em gel de agar (IDGA) e do ELISA nagtéstico de LVPR. A IDGA é um
teste que apresenta boa aceitacdo pelo baixo emsecificidade, além da praticidade de
execucao, porém a leitura dos resultados requeriéxgia. O ELISA é mais sensivel do que
a IDGA, facil de ser executado, passivel de aut@mag que possibilita o0 exame de grande
namero de amostras. Além disso, apresenta estadilidos reagentes e emprego destes em
quantidades minimas, porém requer um antigeno puas do que o utilizado na IDGA e

uma estrutura laboratorial mais sofisticada (OEHG).

No Plano Nacional de Vigilancia e Controle das hérises de Pequenos Ruminantes
(BRASIL, 2004a) do Programa Nacional de SanidaderiGa e Ovina (PNSCO) (BRASIL,
2004b) do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abasnento (MAPA), a IDGA é o teste de
diagnéstico rotineiro para LVPR em caprinos e osjnsendo owestern blat a prova

confirmatoria.

No Brasil, um ELISA indireto (ELISA-i) e unabeled avidin-biotinELISA (LAB-
ELISA) (CASTRO et al., 1999) foram desenvolvidom Bvaliacdo posterior, 0 LAB-ELISA
demonstrou um ndmero significativo de resultaddsofpositivos (Castfo comunicacéo
pessoal, 2007), a exemplo de outros ELISA (ZANON4&le 1989; CORTEZ-MOREIRA et
al., 2005). Em um estudo soroepidemiolégico deaagmlcontagiosa em ovinos causada por
Mycoplasma agalactigemuitos soros testados em um ELISA-i utilizandojegado anti-
ovino, apresentaram resultados falso-positivos, fguam eliminados com a utilizacdo de

conjugado proteina-G (ELISA-G) (LAMBERT et al., B)9pois sabe-se que esta proteina se

! Roberto Soares de Castro. E-mail: rscatro@dm\eusrp
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liga com elevada afinidade a IgG de ovinos e caprifKERSTROM et al., 1985). Desta
forma, disponibilizar um ELISA-G para diagnostice dVPR seria interessante para
mininizar os riscos de reacdes inespecificas, coantagem adicional em relacéo ao ELISA-
i de poder testar simultaneamente amostras de agspasies. Pelo exposto, este trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de padronizar um ELIKSAsara diagnostico de lentivirus de

pequenos ruminantes (LVPR).
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MATERIAL E METODOS

O ELISA-G foi padronizado partindo das condigOesrel;ao estabelecidas em um
ELISA-i, usando-se como padréo de definicdo detipaade e negatividade dos soros, a
IDGA e owestern blo{WB). A IDGA foi realizada utilizando-se ukit comercial (Antigeno
CAEV — IDGA,; Biovetecf, Brasil) seguindo as recomendacdes do fabricangyanto que
o WB foi realizado com fitas de nitrocelulose sbiligadas com antigeno CAEV, de acordo
com o protocolo descrito por OLIVEIRA et al. (2000om base neste critério foram
definidos os padrdes positivo (soro positivo kit B34 e negativo, bem como foram
selecionadas amostras (8 positivas e 10 negatilasdro de um rebanho caprino monitorado
para controle de LVPR.

Para produgdo de quatro partidas de antigeno eagosg nos ensaios
imunoenzimaticos (EIE), foram utilizadas célulagadjais de cérnea cultivadas e infectadas
segundo OLIVEIRA et al. (2007). Os sobrenadantdém)(slas culturas celulares, foram
coletados, congelados e descongelados trés véaeficados por centrifugagéo a 3.300g por
20 minutos a 4°C, e submetidos a protocolo de ipag@io de antigenos descrito por
HOUWERS et al. (1982) com algumas modificagbes. nfigano foi precipitado com
polietilenoglicol (PEG) 8.000 a 40% (p/v) em solcgalina fosfatada (PBS) pH 7,6. A
solucdo de PEG 8.000 foi adicionada lentamente, caticentracdo final de 10%. A
precipitacdo transcorreovernigth a 4°C sob leve agitacdo. Em seguida o material foi
centrifugado a 3.773g por 60 minutos a 4°C, o shrnidscartado e pellet ressuspenso em
solucdo tampédo TRIS-NaCI-EDTA (TNE) 10mM, pH 7.,% 8,1% do volume inicial. Este
concentrado foi centrifugado em gradiente contiteidacarose (25%) a 21.460g por 2 horas
e meia, a 4°C, e pelletressuspenso em solu¢do tampdo TNE 10mM, pH 7ahti@eno foi
tratado com dodecil sulfato de sédio (SDS) até comzentracéo final 0,1%, e com 2 XM
de PhenylmethanesulphonylfluorigMSF) e azida sédica a 1%. A concentracao paféic
estimada, utilizando soro albumina bovina (BSA) oopadréo, pela técnica descrita por
Bradford, modificada por SEDMAK e GROSSBERG (1977).

Os ELISA-G e ELISA-i foram padronizados de formaeaobter a maior diferenca
entre as densidades 6ticas (DO) dos soros positiveegativo e maior rendimento dos
reagentes. O conjugado anti-cabra peroxidase tmyzido segundo CASTRO et al. (1999),
diluido de 1/25 a 1/3.200 e titulado utilizando IJ& cabra 1/100 a 1/400, como fase sélida,
obtida pela purificagdo com &cido caprilico, despla de um animal que apresentava forte

reacao na IDGA.
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O antigeno foi diluido (1/100, 1/200 e 1/400) eléito frente & diluicdo de 1/50 de um
soro caprino positivo e um negativo para LVPR, nlaigho do conjugado anti-cabra
peroxidase (1/400). O conjugado proteiraf@ titulado frente ao antigeno nas diluicbes de
1/25.000, 1/50.000, 1/75.000, 1/90.000 e 1/100.000.

Para realizacéo dos ELISA foram utilizadas plaeapaliestirendde 96 orificios com
alta capacidade de adsorcdo. O antigeno foi dil@ddistribuido em solugdo tampé&o
carbonato/bicarbonato (0,05M, pH9,6), e adsorvakglacas a 37°C, em camara umida, por
3 horas. ApoOs este periodo de incubagéo, as pfacas bloqueadas com soroalbumina
bovina (BSA) a 2% (p/v), e incubadas em camara araid7°C, por uma hora. Em seguida os
soros a serem testados foram diluidos 1/50 e ldi$tivs, as placas novamente incubadas nas
condi¢cdes anteriormente descritas, por uma horandp o conjugado foi adicionado na
diluicéo de trabalho, e as placas incubadas pos omaa hora. O substrato (0,5ul dgOpiml
e 0,5mg de OPD/mI) foi diluido em solu¢cdo tampéwawm-fosfato (0,1M; pH 5,0) e
distribuido e as placas incubadas por 20 minutogbaigo da luz. A reacédo foi parada pela
adicdo de acido sulfarico g8Oy) 3N e a leitura das densidades 6ticas (DO) reddizaom
espectrofotdmetro a 492nm.

Cada reagente foi distribuido no volume de 100pulppgo. Entre cada etapa as placas
foram lavadas, com PBS pH 7,6ve2en20 a 0,1% (PBS-T 0,1%), trés vezes com incubagéo
por dois minutos, com excegao da lavagem entra@aedo conjugado e substrato, quando
foram realizadas cinco lavagens.

Para avaliacdo dos ELISA foram calculadas as méftias/alores absolutos das DO
de soros padrdo positivo e negativo e de amostasaohpo, positivos e negativos, assim
classificados pelos seus resultados nos testeB@A e WB. Foi realizada uma andlise de
variancia destas médias empregando-se o teteStudent, com intervalo de confianga de
95% (REIS, 2003). A repetibilidade do teste foiifigada pelo calculo do coeficiente de
variacdo (CV) de acordo com a OIE (2006). Parafatam realizados cinco testes de ELISA-

i e ELISA-G, em dias diferentes, utilizando seigatgzdes de 12 soros caprinos.

! Sigma, USA
2 COASTAFR Corning, USA
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REULTADOS E DISCUSSAO

Foram produzidas quatro partidas de antigeno,ta pgarcélulas epiteliais de cérnea,
infectadas com a amostra CAEV Cork, nas quais plia da segunda semana pos-inoculacéo
observou-se a formacéo de sincicios, caracterizagdosvacuolizacdo e células gigantes
multinucleadas (HECKERT et al., 1992; SIMARD et, &001; OLIVEIRA et al., 2007).
Estes antigenos tiveram concentracé@o protéica nédles1mg/ml, resultado que foi superior
ao encontrado por TORFASON et al. (1992), que ebdim concentracdo proteica de
0,48mg/ml, quando trabalharam com antigeno Maesi/K1514, replicados em células de
plexo coréide ovino. Por outro lado, CASTRO et(aP99) ao produzirem antigenos para
ELISA, utilizando a amostra CAEV Cork replicada eélulas de membrana sinovial (MS),
obtiveram concentragdo proteica 3,8 vezes maiddifig/ml) e titulo do antigeno (1:400)
quatro vezes maior ao obtido neste trabalho (1:[0fhela 1), correspondente a utilizagdo do
antigeno na concentracéo de 51pg, por poco. Estafiados de rendimento em massa e de
titulo do antigeno, inferiores aos obtidos antemamte podem ser explicados, em parte, pela
velocidade de centrifugacdo em gradiente de sazaogregada neste trabalho, que foi
inferior & relatada por CASTRO et al. (1999), fawando, possivelmente, a retencdo de
particulas virais sobre o colchdo de sacaroseomsequente menor concentra¢do protéica no
precipitado.

Os titulos dos conjugados anti-cabra peroxidaseoteipa-G, frente ao antigeno
diluido 1/100 foram de 1:400 e 1:90.000, respepimate (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1— Titulagdo do antigeno e do conjugado anti-cpbraxidase utilizando um ELISA
indireto (ELISA-i)

Razao P/N
Diluicdo do Diluicdo do antigeno
conjugado
1/50 1/100 1/200 1/400
1/400 1,20 4,80 2,99 2,03
1/800 1,10 3,74 2,38 1,77
1/1600 1,12 2,68 1,28 1,30
1/3200 1,06 1,95 1,17 1,36

" Razdo entre as DO dos soros padréo positivo dinega
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Tabela 2 — Titulagdo de conjugado proteina-G empregadatesies de ELISA-G para

diagnéstico de Lentivirus de Pequenos RuminantéBR)

Razio P/N

Diluicdo do Diluicdo do antigeno

antigeno
1/25.000 1/50.000 1/75.000 1/90.000  1/100.000

1/100 6,88 7,88 9,88 10,90 6,97

" Razdo entre as DO dos soros padréo positivo dinega

2 Conforme definido na titulag&o do ELISA-i.

Nestas condi¢fes o soro padréo positivo apres@fibmédia de 0,482 + 0,095 para o
ELISA-i e 0,696 + 0,117 para o ELISA-G; os negasiv® 100 + 0,095 e 0,064 + 0,002,
respectivamente. Assim, os valores da relacaoipasiegativo (P/N) para os soros padrao
foi significativamente superior (P < 0,05) no ELFK&A(10,9) do que no ELISA-i (4,8). Ao
testar um grupo de soros positivos e negativos rebsese, basicamente, o mesmo
comportamento, com valores médios de P/N, no ELESAe 4,68 e no ELISA-i de 3,33
(Figura 1), demonstrando maior capacidade de digtacdo no caso do ELISA-G, o que €
altamente desejavel em padronizacédo de ensaio®énaimaticos (EIE) (OIE, 2006). Deve-
se destacar que a maior diferenca entre os pased@sesperada, pois 0 soro padrao positivo
apresenta alto titulo, como verificado pela sutefogacdo frente ao antigeno na IDGA.

Os ELISA mostraram alta repetibilidade, com coefité de variagao (CV), interplaca
igual a 4,74% para o ELISA-G e 2,90% para o ELIS&egundo a OIE (2006) CV menores
que 20% demonstram que o teste apresenta a régetlbi necessaria para esta etapa de

padronizagéo do teste.
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Figura 1 — Valores da razdo entre soros padrdo (positivatney, e soros de campo (8
positivos/10negativos), testados no ELISA-i e ELIGA

Embora reagindo nos EIE com o soro padrdo positgoantigenos quando testados
frente a0 mesmo soro na IDGA ndo formaram linhapeipitacdo. Isto pode ter sido
determinado pelo baixo titulo do antigeno ou ptera¢fes fisico-quimicas causadas pelo
tratamento com SDS dos antigenos deste traballp@z cde interferir negativamente na
formacdo da linha de precipitacdo, pois CASTRO let(E99) ao testarem antigenos
produzidos para uso em EIE (ELISA-i e LAB-ELISAEns adicdo de SDS, frente ao soro
padrdo anti-CAEV de um kit IDGA comercial (VetemipaDiagnostic Technology, Inc.,
USA) observaram linhas fortes de precipitagédo ezlgs.

O teste de caprinos e ovinos esta preconizado awoFNacional de Vigilancia e
Controle de Lentiviroses em Pequenos Ruminante¥ (RNPR), pela realizacdo da IDGA.
Como ambas as espécies sdo susceptiveis a infeocdd/PR, seria altamente desejavel o
uso de um teste para pesquisa simultdnea de gfcanti-LVPR em ambas espécies. A
IDGA tem se mostrado Util para este fim, porémasarieressante dispor de um EIE com a

mesma aplicacéo. A utilizagdo do conjugado de prat&, apresenta a possibilidade do teste
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de ovinos e caprinos em uma mesma placa, uma \&ea quoteina-G se liga com elevada
afinidade as IgG de ruminantes (AKERSTROM et &83).

De acordo com a OIE (2006), o processo de padigaire validacdo de uma técnica
laboratorial de diagndstico é formado, basicamegrde,cinco etapas: 1) projeto; 2) escolha,
otimizacdo, padronizacdo dos reagentes, técnicasméodos; 3) determinagdo das
caracteristicas de desempenho do teste (sensilalidaespecificidade); 4) monitoramento
continuo de seu desempenho; e 5) manutencéo e ihadccritérios de validacdo durante o
uso rotineiro do teste. Neste trabalho foi con@uéd padronizacdo do ELISA-G. Pelos
resultados obtidos, e considerando certas vantadesskEIE, o ELISA-G necessita ser
validado (estimativa da sensibilidade e especHid&), com base no teste de um numero
significativo de amostras da populacdo de caprenosinos, representativas das diferentes
condicdes epidemioldgicas existentes no Brasila pare possa ser utilizado no diagndstico

sorolégico de LVPR em programas de controle de LVPR
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ANTICORPOS ANTI-LENTIVIRUS EM CABRITOS NASCIDOS POR
PARTO INDUZIDO ALIMENTADOS COM COLOSTRO ARTIFICIAL E
COLOSTRO TRATADO TERMICAMENTE
Michele Moreira M. Oliveira, Roberto Soares de CasirMaria Dalva Bezerra
de Alcantard, Aderaldo Alcantara FariasSheila Machado Gomgsna Claudia

Campos, Sérgio Alves do Nascimerito

Resumao A infec¢do por lentivirus de pequenos ruminantegPR) pode ocorrer
principalmente, pela ingestdo de colostro e lettietaminados, e, também, através do
contato intimo entre os animais ou indiretamente pentato com fémites contaminados.
As principais medidas de manejo empregadas no alenttesta enfermidade sdo a
separacao dos cabritos de suas maes imediatanpéste aascimento, e sua alimentacao
com colostro artificial ou colostro de cabra ouvéea pasteurizados. Este trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de avaliar se as madidamanejo (nascimento por parto
acompanhado, separacdo das maes imediatamente apdsimento, e a administracao
de colostro artificial e colostro tratado termicaute® foram eficientes para evitar a
transmissao de LVPR de cabras soropositivas agsdeseendentes. Para este fim, foram
utilizados 44 caprinos, das racas Anglo Nubianaagld Alpina, nascidos por parto
induzido, de mées soropositivas para LVPR, quenfsaparados imediatamente apés o
nascimento e alimentados com colostro artificiablstro pasteurizado. Os soros foram
testados pela imunodifusdo em gel de agar ewestern blo{WB) utilizando antigeno
CAEV. Durante o acompanhamento destes animaisumoperiodo de 14 a 18 meses,
ndo se observou alteracdes clinicas compativeis iofencdo por LVPR, porém os
resultados da IDGA e/ou do WB revelaram que 27,2(P2/44) dos animais,
apresentavam anticorpos contra LVPR. Com base sesselltados conclui-se que as

medidas de manejo empregadas neste trabalho nam feuficientes para evitar a
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infeccdo pelos LVPR, uma vez que, possivelmenterrea infeccéo intrauterina, e/ou
falha na inativacao do virus no colostro e leik&mada transmissao horizontal.

Palavras-chave: LVPR,CAEV, WB, IDGA, controle, manejo, lentiviroses, ostro.

Abstract: The infection by small ruminant lentivirus (SRLV)amoccur mainly through
the ingestion of contaminated milk and colostrumd,aalso, through intimate contact
between the animals or indirectly through the conwth contaminated particles. The
main handling measures used in this iliness’ corare the separation of kids from their
mothers immediately after birth, and their feedwith artificial colostrum or pasteurized
goat or cow colostrum. This work was developed agnmio evaluate if the handling
measures (birth through accompanied labor, separdtom the mothers immediately
after birth, and the supply of artificial colostruamd treated termally colostrum) were
efficient in avoiding the transmission of SRLV froseropositive goats to their
descendents. In order to achieve that, 44 capviiees used, from the Anglo Nubian and
Parda Alpina, born through induced labor, from SRd&fopositive mothers, that were
immediately separated after birth and fed withfiaréil colostrum and pasteurized
colostrum. The serums were testes through agaringelune-diffusion and through
western bloWB) using the CAEV antigen. During the observat@these animals, a
time period from 14 to 18 months, no clinical adtéwns compatible with LVSR infection
were observed, however the results from the AGID/@nfrom the WB showed that
27.27% (12/44) of the animals displayed antibodigsinst LVSR. Based on these
results, we draw the conclusion that the handlirepsares used in this work were not
sufficient to avoid the infection by SRLV, givenath possibly, an intrauterine infection
and/or failure to inactivate the virus in the caotom and milk occurred, besides

horizontal transmission.

Key-words: LVPR, CAEV, WB, AGID, control, handling, lentiviruses, lostrum.
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O virus da artrite-encefalite caprina (CAEV) e ausi Maedi-Visna (MVV) que
acometem caprinos e ovinos sdo genericamente deadas lentivirus de pequenos ruminantes
(LVPR), e causam infeccdo caracterizada por cuestole progressivo, onde a maioria dos
animais infectados ndo apresenta sintomatologiaicali sendo a sorologia a forma mais
adequada de diagnostico. Caprinos e ovinos refeeseas Unicas fontes de infec¢do para ambas
as espécies (CALLADO et al., 2001).

A principal forma de transmissao dos LVPR € a waltique ocorre através da ingestao
do colostro e leite contaminados, favorecida pelangabilidade intestinal dos animais recém-
nascidos (ADAMS et al.,, 1983; HOUWERS e VAN DER MEN, 1987). A infeccéo
intrauterina pode ocorrer em, aproximadamente, d6%canimais nascidos de fémeas infectadas
(BRODIE et al., 1994). Esta hipétese vem sendargafta por FIENI et al. (2003), que sugerem
que a presenca de células infectadas por CAEVato genital das fémeas (Utero e oviducto)
pode ser uma fonte potencial na transmissao vegara embrides e fetos. A transmissdo dos
LVPR pode ocorrer, ainda, pelo contato intimo dgmgado entre os animais, principalmente em
confinamento com alta densidade populacional, bemocpelo uso de fébmites contaminados,
como agulhas, tatuadores, etc (ALVAREZ et al., 30@nbora DNA pré-viral de lentivirus
caprino e particulas virais livres infecciosas tanhsido detectadas no sémen de machos
naturalmente infectados com CAEV (ANDRIOLI et 41999), a transmissdo venérea ainda nao
foi confirmada.

No Brasil, os LVPR ocorrem em altas prevaléncias reimvanhos caprinos leiteiros
especializados criados intensivamente. Nos rebardews raca definida (SRD), criados
extensivamente ou semi-intensivamente, a preval@nbiixa ou nula (CASTRO e MELO et al.,
2001). Em Pernambuco a prevaléncia de LVPR ¢ aftaedanhos caprinos leiteiros (17,6%)
(SARAIVA NETO et al.,, 1995), e baixa (3,72%) ou auém caprinos mesticos ou SRD
(OLIVEIRA et al., 2006). Como néo existe tratameatoem vacina, o controle das lentiviroses é
realizado pela adocdo de medidas de manejo quenwhmi o risco de transmissdo do virus:
separacdo das crias ap0s 0 nascimento, evitandmtat@ com secre¢des e isolamento dos
adultos; administracdo de colostro tratado terméam (56°C por uma hora), de maes nao
infectadas ou de vaca; alimentacdo das crias cdmstigtio do leite; teste dos animais a

intervalos regulares e separacdo ou eliminacdo posgivos; adocdo da linha de ordenha;
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controle reprodutivo, principalmente ao se utilizaprodutores positivos; e uso de material
estéril, para evitar a transmissao através do saogutaminado (CASTRO e MELO, 2001).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecitoe(MAPA) criou um Programa de
Sanidade Caprina e Ovina (PNSCO) (BRASIL, 2004&@ gontempla um Plano Nacional de
Vigilancia e Controle de Lentiviroses de PequenosiiRantes (PNVCLVPR) (BRASIL, 2004b).
Este Plano foi elaborado com os objetivos de ctartmu erradicar a doencga, certificar criagoes
livres, promover a educacao sanitaria e agregar \@ads produtos da ovinocaprinocultura. As
estratégias de acdo sdo baseadas na adocéo dédipeotes compulsérios de Defesa Sanitaria
Animal, complementados por medidas de adesao \@lancom acéo de vigilancia do servico
oficial, controle de transito, credenciamento dmtatorios e certificagcdo das criagdes livres. As
medidas propostas buscam salvaguardar o statuargandios rebanhos sob controle e evitar (ou
minimizar) a disseminacdo das LVPR. As medidasgaldrias visam estabelecer um equilibrio
dos interesses individuais nas relacdes entre odufmres, enquanto que as voluntérias,
oficialmente reconhecidas e certificadas pelo $erweterinario Oficial, visam premiar o
esforco do produtor em controlar ou erradicar andas, agregando assim valor a seus produtos
(CASTRO, 2006). Dentre as medidas de adesdo volanesta a adocdo de praticas de
biosseguranca para o saneamento dos rebanhosimmardef certificacdo, baseadas em certas
praticas de manejo para evitar a transmissao d&RLBRASIL, 2004b).

No PNVCLVPR é preconizado para o diagnéstico deaade LVPR a imunodifusdo em
gel de agar (IDGA), devendo ser realizadwestern blot(\WWB), em casos duvidosos ou para
certificacdo das criacdes (BRASIL, 2004b).

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo daliav se as medidas de manejo
(nascimento por parto acompanhado, separacédo idasiroediatamente apds o nascimento, e a
administracdo de colostro artificial e colostro tpaszado) foram suficientes para evitar a
transmissao de LVPR de cabras soropositivas agsdesgendentes.

O trabalho foi conduzido em uma criagdo experimedt& caprinos localizada na
Mesorregido do Agreste Paraibano, na microrreg@aCdrimatat Ocidental, onde o clima é
semi- arido quente, sendo a area mais seca dooEs@u precipitacdbes médias anuais baixas e
uma estacdo seca que pode atingir 11 meses. A aedenperatura maxima anual é de 24,5° C
e a minima de 16,5° C. A umidade relativa do anéano de 50%. A precipitacdo pluvial €, em
média, de 400 mm/anuais. A vegetacdo predominaatea@tinga hipoxerdfila, apresentando-se
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normalmente densa com porte arb6reo e com mengséimeia arbéreo-arbustiva, sendo a
utilizacdo agricola da regido bastante intensa.

Utilizou-se 44 caprinos das racas Anglo Nubianaaed® Alpina, nascidos de maes
soropositivas, de parto induzido e acompanhado. cAas foram separadas das maes
imediatamente apds o nascimento, receberam colastifacial composto por leite de cabra
tratado termicamente (a 56°C por uma hora), gemavds, agucar e carbonato de calcio, e
colostro tratado termicamente das préprias maes.tddeeiro ao 70° dia de vida foram
alimentados com leite de cabra tratado termicamédesegunda semana de vida receberam,
também, feno de manicoblldnihot glaziowi) e concentrado a base de farelo de trigai¢um
spp.), milho Zea mayp e soja Glycine mayx A partir de 90 dias de idade permaneceram
confinados recebendo concentrado (farelo de tngitho, soja), sal mineral para caprinos,
cloreto de amoénio, uréia, feno titon, palma Qpuntia ficus indicae silagem de milho e sorgo
(Sorghum bicolor Em todo periodo de acompanhamento os animaiamfoobservados
clinicamente para verificagcdo de possiveis siniamicos sugestivos da infeccdo por LVPR, tais
como: desenvolvimento de artrite, distubios nersasorespiratorios (PUGH, 2005).

Aos 14 a 18 meses de idade os animais foram sidmeet uma sorologia para verificar o
statussanitario quanto a possivel infeccdo por CAEV v&sada IDAG e do WB. Para isto, foi
coletado sangue por venopuncéao jugular utilizanto tipovaccutainersem anticoagulante. A
IDGA foi realizada utilizando &it comercial seguindo as recomendacées do fabricante, e o WB
utilizando antigeno CAEV segundo protocolo desqgoibo OLIVEIRA et al. (2007). Os animais
foram classificados como positivos quando reagagmlo menos um dos testes.

Durante o acompanhamento dos animais ndo foramrwalokses alteracdes clinicas
compativeis com a infeccdo por LVPR. Na IDGA read@ apés o nascimento nenhum dos
animais demonstrou anticorpos anti-LVPR, entretaatds 14 e 18 meses, a IDGA e o0 WB
realizados, revelaram que 27,27% (12/44) dos asimpiesentavam anticorpos contra LVPR,
contrariando o0 que se esperava com a adoc¢ao dadasel® manejo descritas: taxa de infeccéo
baixa ou nula. Diante desses resultados é eskeunia reflexdo sobre as medidas
tradicionalmente preconizadas para o controle dfRBR, em consonancia com o conhecimento
sobre as formas de transmissao e vias de infebgio,como seu papel relativo. Resultados de

outros trabalhos similares corroboram esta neadsidEm um estudo realizado com crias

! Antigeno CAEV — IDGA; Biovetech Brasil
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separadas das maes, imediatamente apds o0 nascireegte receberam colostro de fémeas
soronegativas pasteurizado e leite de cabra pastdar foi observado nos resultados da IDGA
associados aos da PCR, taxa de soroconversdo de #8% doze meses do nascimento
(MODOLO et al.,, 2007). Estudo prospectivo com nmnéiteiras até, aproximadamente, 18
meses de idade, que foram separadas das maes ap8simento e alimentadas com colostro
pasteurizado, revelou que 28,8% apresentavam gmiga@nti-LVPR, através do teste de ELISA
(CASTRO et al., 2002). Em animais recém-nascidosatieas soropositivas, foi observada uma
taxa de soroconversao em 5% dos animais com ida8esdmanas, provavelmente estes animais
foram infectados antes ou durante o parto (EASHRIet1983). Soroconversdo de 10% foi
observada por MACKENZIE et al. (1987) em animaigregados das maes e alimentados com
colostro de cabra pasteurizado e leite em pé da.\@®gundo 0s autores 0s animais que foram
alimentados com o leite em po tiveram contato coimais infectados através de uma cerca.

Os animais positivos deste estudo poderiam ter isidetados verticalmente pela via
intrauterina, conforme descrito por BRODIE et d1994) e/ou pela via digestiva através da
ingestdo do colostro ou leite contaminados devidaltzas no processo de pasteurizacdo dos
mesmos, pois € bem conhecido que uma das prindgrams de transmisséo dos LVPR se da
através da via oral pela ingestdo de leite e aolosbntaminados (ELLIS et al., 1986;
ALVAREZ et al., 2005), por ser o periodo em questximaior permeabilidade intestinal
(HOUWERS e VAN DER MOLEN, 1987). Depois de infeatadesses animais poderiam ter
passado a servir como fonte de infeccdo para osideque contrairiam a infec¢do por contato
direto, a exemplo do que foi observado por EASAl.ef1983), que registraram um acréscimo de
10% na taxa de soroconversdao em animais soronegafostos em contato intimo com
infectados.

Considerando as condi¢cOes edafo-climaticas e awmilsiidade de area nesta regido, ndo
seria recomendavel intensificar precocemente gawiaos animais de reposicado, que deveriam
ser submetidos a, pelo menos, um teste sorologites ale entrar em reproducéo, seguido de
outros em periodos criticos, como metade e fingrilaeira lactacdo, conforme preconizado por
CASTRO et al. (2002).

Em condi¢cdes de campo, nem sempre € possivel legE@sso na execucdo de um
programa de controle que envolve a adocado de nedidamanejo como as descritas neste
trabalho, uma vez que é essencial sua rigorosavi@sga durante longos periodos. Assim, o



111

programa torna-se passivel de falhas que podemroamfé-lo de forma irreversivel (CASTRO
et al., 1994).

Com base nestes resultados conclui-se que as rmedaananejo empregadas neste
trabalho ndo foram suficientes para evitar a irlecpelos LVPR de crias de cabras
soropositivas, uma vez que, possivelmente, ocanfeacao intrauterina e/ou falha na inativacéo

do virus no colostro e leite, além da transmissaizbntal
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5 CONCLUSOES FINAIS E RECOMENDACOES

1. O western bloté uma técnica que tém potencial emprego no diséigndéde LVPR,
precisando ser mais amplamente avaliada, parasgeam caprinos e padronizada para o
teste de ovinos, uma vez que é a prova confirnggtpreconizada pelo PNVCLVPR.

2. O protocolo empregado para purificacdo de antigérasatisfatorio, porém é necessario
que estudos de viabilidade de seu uso em outrogiosngmunoenzimaticos, sejam
realizados.

3. O ELISA-G foi padronizado, porém necessita serdeao (estimativa da sensibilidade e
especificidade), com base no teste de um numendfisggivo de amostras da populacéo
de caprinos e ovinos, para que possa ser empregadagnostico sorologico de LVPR
em programas de controle de LVPR.

4. A taxa de soroconversao observada no rebanho aobmba neste trabalho, que
empregou medidas de manejo que, possivelmentemimariam a transmissao de LVPR,
permite concluir que estas medidas nao foram sufies uma vez que, possivelmente,
ocorreu infecg@o intauterina e /ou falha na ingéeade particulas virais no colostro e

leite, além da transmisséo horizontal.



