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RESUMO

O virus da artrite-encefalite caprina (CAE) causa uma doenca severa e
progressiva caracterizada pelas manifestacdes clinicas de encefalomielite,
mastite, pneumonia e artrite. O diagnostico pode ser baseado na deteccao
de anticorpos contra o virus, através das técnicas de imunodifusdo em gel
de agarose (IDGA) e enzime linked immunosorbent assay (ELISA). O
objetivo deste trabalho foi utilizar células da membrana sinovial de cabras
MSC. infectadas com o virus da CAE como antigeno viral para deteccao de
anticorpos contra o virus, em um teste imunoenzimatico (ELISA). Neste
trabalho foram coletadas 100 amostras de soros de cabras clinicamente
sadias, 0os quais foram submetidos as técnicas de IDGA e ELISA. Na
padronizacio do ELISA foi determinado o “cutoff’ ou valor de corte para
determinar a soropositividade sendo a mesma de 0,252, Os resultados
deste trabalho mostram que a técnica de IDGA detectou 24% de amostras
positivas, enquanto que a técnica de ELISA detectou 43%, mostrando pelo
indice kappa uma concordéncia moderada (0,464} entre essas técnicas.
Este trabalho mostra que ¢ ELISA foi mais sensivel para detectar anticorpos
contra o virus da CAE comparado com a IDGA. Este estudo precisa ainda
de um processamento de um maior nimerc de amostras para mostrar a
sensibilidade deste teste na detecgdo de animais positivos.

Palavras chaves: Virus, CAE, diagnostico, antigeno viral, ELISA.
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1. INTRODUCAO

O virus da artrite-encefalite caprina (CAE) pertence a familia Retroviridae,
género Lentivirus { PHELPS, SMITH, 1993). E um patégeno que causa uma doenca
severa e progressiva em caprinos determinando importantes perdas econdmicas
decorrehtes da morte de animais jovens, diminuigdo da producao lactea e perda de
peso devido a dificuldade de locomogdo. As manifestagbes clinicas desta doenca
s&o encf;efalomielite, artrite, pneumonia intersticial € mastite ( CALLADO et al., 2001,

PHELPS, SMITH, 1993).

A CAE é uma doenga infecciosa especifica dos caprinos, caracterizando-se
por um longo periodo de incubagdo com uma evolugio clinica lenta e progressiva
(FRANKE, 1998; HUSO et af., 1988). A via mais comum de transmissdo do virus é a
ingestéo do colostro ou leite de fémeas infectadas. O virus tambem pode ser
transmitido por via materno — fetal ou durante o parto (EAST et al.,, 1993), fomites,
saliva, urina, fezes efou secrecies respiratdrias (EAST ef al,, 1993; GUEDES et al.,

2001).

Programas para o controle e erradicacdo do virus para serem desenvolvidos
precisam de testes diagndsticos sensiveis e especificos. A prova utilizada como
referéncia no diagnoéstico da infecgdo € a imunodifusdo em gel de agarose (IDGA).
Este teste sorolégico é pouco sensivel para detectar animais com baixos titulos de
anticorpos, facilitando a permanéncia de animais falso-negativos no rebanho. Alem

disso, certo nimero de animais pode apresentar soroconverséo tardia ou ainda,
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reagfes intermitentes de soropositividade e soronegatividade (EAST ef al., 1993,
HANSON et al., 1996; PHELPS, SMITH, 1993). Entretanto, a IDGA até o0 momento
& o teste de referéncia nacional para detecgdo de animais infectados pela CAE

(OIE, 1997),

Visando avaliar uma outra técnica soroldgica para diagnéstico da CAE, o
presente trabalho tem como objetivoe avaliar um teste soroidgico de ftipo

imunoenzimatico (ELISA).



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 ASPECTOS GERAIS DA ARTRITE - ENCEFALITE CAPRINA

O virus da CAE pertence a familia Refroviridae e ao género Lentivirus.
Estés se caracterizam por causar doengas degenerativas crénicas, com periodos
de ihcubagéo relativamente longos, persisténcia e replicagio viral na presenca de
imunidade especifica. Neste género, encontramos outros virus de importancia
para animais domésticos, entre eles o virus da doenca maedi-visna de ovinos e o
virus da anemia infecciosa equina, e em seres humanos, encontramos os virus
relacionados & sindrome de imunodeficiéncia adquirida (virus da linfadenopatia/

HIV 1 e HIV 2) (COFFIN, 2001; NARAYAN et a/., 1980).

A CAE é um grande problema para producdo de cabras leiteiras. A
pre\}aléncia de animais infectados em paises que praticam a caprinocultura

intehsiva e igual ou superior a 74% (FRANKE, 1998; HANSON et al.,1996).

Estudos filogeneéticos realizados com amostras de Lentivirus de pequenos
ruminantes (LVPR) tém indicado que esses virus devem ser considerados como
quasispécies virais e que tem a capacidade de infectar tanto ovinos gquanto
caprjnos (LIMA et al., 2004). Pyper et al. (1986), demonstraram que existe uma
rela§é0 genética entre o virus da Maedi-Visna, virus da CAE, e o virus
linfot_répico tipo 3 célula T humana — HTLV 3 (agente etioldgico que causa
sfndfome de deficiéncia imune), existindo uma correlagdo nas propriedades

biologicas destas viroses humanas e de animais.



14

| Os LVPR apresentam-se como virions envelopados de 80 a 100 nm de
diérﬁetm contendo duas moléculas idénticas de acido ribonucléico (RNA), um
capsideo de simetria icosaédrica recoberto por um envelope viral, no qual se
projetam as glicoproteinas. Apresentam uma grande quantidade de acido sidlico
na superficie do virus e os carboidratos presentes nessa superficie s&o
impdrtantes porgue protegem a proteina viral da digestdo das proteases e de
uma rapida neutralizacdo viral por anticorpos (COOFIN, 2001; HUSO et al,

1988).

- O genoma dos Refrovirus apresenta alguns aspectos caracteristicos, como:
RNA dipldide, contendo associado ao material genetico um RNA transportador
especifico, cuja fungdo € de iniciador da replicagdo, alem da capacidade de
sintétizar uma enzima exclusiva dos Refrovirus, a transcriptase reversa {TR) que
atua como &cido desoxiribonucléico (DNA) polimerase RNA dependente. Os gens
que :compﬁem 0 genoma dos Refrovirus sao basicamente trés: o gene gag gue
codiﬁca uma poliproteina que é subsequentemente clivada em proteina da
matriz, proteina do capsideo e proteina ligada ao acido nucléico; gene pol que
codifica a2 TR e a Integrase (IN); e o gene env que codifica duas glicaproteinas do

envelope viral (COFFIN, 2001; MURPHY et af., 1999).

O virus se replica em células de membrana sinovial caprina (MSC) sendo
que Rolland ef al. (2004} mostra que essas células imortalizadas da membrana
sinovial de cabras se mostraram susceptiveis a infecg@o ao virus da CAE e o

Maedi-Visna virus (MVV), e foram capazes de propagar o virus. Assim, células
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dessa linha se mostram Uteis para os estudos de replicagdo e multiplicacdo “in

vitro”,

FIGURA 1. Rebanho caprino acometido pela CAE com manifestagéo clinica de artrite(Jornal
A TARDE — Rural — 26/04/1999).

2.2  CICLO DE REPLICACAO VIRAL

O ciclo de replicagéo das lentiviroses comega ligando as glicoproteinas de
superficie (gp 135) do envelope viral as células receptoras susceptiveis. Ligado
ao receptor da célula hospedeira, o complexo virus-receptor é internalizado por
fus&o resultando na penetracéo do virus dentro do citoplasma celular. Em alguns
casos foi mostrado que a entrada do virus pode ser também por endocitose
celular ( HULLINGER et al. 1993; HARKISS, WATT, 1990; COOFIN, 2001;

MURPHY,et al., 1999). A disseminagdo da infeccdo celular “in vitro” pode
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também ocorrer via contato célula-célula, através da fusdo celular induzida pelo
virus. Embora ambos os mecanismos ocorram, a transmissdo do virus através
da fusdo célula — celula fem indicativo de ser mais importante “in vivo”

(HARKISS, WATT, 1990; COOFIN, 2001; MURPHY et a/., 1999).

Apds entrada do virus no citoplasma da célula, a enzima TR copia o RNA
viral sintetizando um DNA de fita dupla. O capsideo é removido e o DNA viral €
transportado  ao nucleo, onde, enzimas especializadas, inserem,
randomicamente, este DNA viral no genoma da célula hospedeira, compondo o
“prqw’rus”. Este, uma vez integrado ao DNA celular & estivel, e durante a
replicagdo celular € transmitido & progénie como parte do genoma celular
(COOFIN, 2001). Na forma provirus, o virus pade permanecer latente por meses

ou anos (HARKISS, WATT, 1990).

Em condigbes adequadas a replicacdo, o DNA proviral é transcrito em RNA
gendmico viral e RNA mensageiro, este dltimo é traduzido nos ribossomos para
a sintese de proteinas virais. O RNA gendmico viral e as proteinas estruturais
s&o montadas dentro do virion maduro e a particula viral recém formada “brota”
atraves da membrana celutar. O virus liberado no fluido extracelular é capaz de
infectar outras células para iniciar um novo ciclo viral (HARKISS, WATT, 1990;

COOFIN, 2001; MURPHY ef al., 1999).

Existem diversos mecanismos possiveis pelo qual a infecgdo com
Retrovirus pode levar & destruigdo celular: (1) morte celular mediada pelo

sistema imune; (2) toxicidade direta por produtos dos genes virais; (3) replicacéo
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intensiva do virus levando a uma opressdo das fungbes necessarias &
sobrevivéncia celular e (4) os efeitos indiretos dos produtos dos genes virais nas
interacOes celulares necessarias as suas fungbes e sobrevivéncia. Enfretanto,
existem certas condicbes em que a replicacéo viral pode acontecer sem uma

significativa destruicdo de células infectadas (MURPHY et a/., 1999).
2.2.1 Células hospedeiras do virus

As celulas da linhagem mondcito/macrofago sdo as principais células
hospedeiras do virus da CAE "in vivo’, e é nestas células que o virus persiste por
toda vida do animal. A replicacdo viral é dependente do nivel de
maturacdo/diiferenciacdo da célula monocitica (MURPHY et al., 1899; PHELPS,

SMITH, 1993),

Os monocitos suportam os estagios iniciais de replicag&o viral, entretanto,
a replicagéo somente se completa quando as células maturam para macréfagos.
Este fendmeno, conhecido como restricdo da replicagdo, permite ao virus
permanecer nos mondcitos por periodos prolongados e indetectéavel para o
sistema imune (GENDELMAN et al,, 1986; MURPHY et al,, 1999; ZINK ef &/,
(1987). Os macrofagos s&o a principal fonte do virus em animais experimental ou
naturalmente infectados e enquanto a montagem do virion acontece
intracelularmente em vactolos citoplasméticos, ndo é visivel nenhuma alteracgo

celular (NARAYAN et a/,. 1982).
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O virus da CAE apresenta um grande tropismo, sendo a susceptibilidade
de células epiteliais de diferentes orgdos demonstrada tanto “in vifro”, como “in
vivq” (LAMARA ef af., 2001). O RNA viral do virus da CAE foi detectado em
células semelhantes a macréfagos no pulmdo, figado, baco, linfonodos, nas
células de revestimento das veias do cérebro e sinoviais, células epiteliais das
crip{as intestinais, tabulos renais e foliculos tireoidianos (ZINK et al, 1990).
Tarhbém se demonstrou que as células epiteliais da glandula mamaria, células
da granulosa derivadas dos ovarios e células epiteliais do oviduio sdo
susceptiveis a infecgao “in vitro” (FIENI et al, 2003; LAMARA et al,
20051 JLAMARA ef al, 2002, PHELPS, SMITH, 1993 ) Essas células da granulosa
podem servir como reservatorio durante a fase sub-clinica da infecgio (LAMARA
et al., 2001). Assim, para Zink, et al. (1990), o tropismo celular do virus da CAE

pode se estender além do estreito limite dos monécitos e macréfagos.
2.2.2 Restrico a replicagéo

O genoma do virus & transcrito apenas quando os mondcitos, células alvo,
maturam a macrofagos. Porém existem outros tipos de restricdo que a replicacéo
viral esta sujeita, como as evidéncias que nfo somente a infeccao foi circunscrita
aos macréfagos, mas também num pequeno numero destas células
(GENDELMAN et al., 1986). Outro fator de restrigio ocorre porque os mondcitos

tém uma reduzida habilidade de suportar a replicago viral (ZINK et af, 1987).

Em um estudo realizado por Zink e Narayan (1989), foi demonstrado que

os Lentivirus induzem o interferon (LV - IFN) inibindo a proliferagéo de mondcitos



19

e macrofagos. Sendo que o ciclo completo do virus depende da maturagéo e
proijiferagéo de mondcitos e macrofagos, LV-IFN indiretamente inibe a replicacao
do virus da CAE em mondcitos e macréfagos nos animais. Em adig&o, LV — IFN
inibé a replicagéo do ciclo do virus da CAE e prontamente macrofages em
estagio de maturag&o na transcricgo para RNA viral em cabras. Além disso, LV—
IFN. causa uma dramatica redugio na fungio de fusdo para o virus, reduzindo a

eficiéncia da disseminagéo do virus.
23 PATOGENIA

Os virus da familia Retroviridae caracterizam-se por um longo periodo de
incubacdo, por isso a denominacac de sfow virus (COOFIN, 2001).Varios meses
podem passar entre a infecgcéo e a deteccéo de anticorpos para o virus. Essa
variagio para expressar anticorpos em cabras naturalmente infectadas ainda néo

esta bem estudado (HANSON ef af., 1996).

O virus da CAE infecta monécitos e macréfagos, induzindo a infecgéo
persistente, apesar da produg@o de anticorpos pelo hospedeiro. A “replicacio
restrita” permite que o virus permanecga latente nos mondcitos do hospedeiro e
néo detectavel pelo sistema imune. Como mecanismos de persisténcia viral
propostos, incluem-se a presenga do provirus DNA; replicacio viral que aguarda
a diferenciac@o de mondcitos em macréfagos nos tecidos; baixa concentracéo de
anti_corpos neutralizantes e mutagdo viral de genes env que escapa ao sistema

imune (REILLY, et a/., 2004).
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Os macrofagos infectados pelo virus da CAE estimulam de forma anormal
os linfécitos, induzindo a uma hiper-proliferacdo e reatividade linfocitéria
inespecifica, o que justifica os danos imuno-mediados que caracterizam a
evofugéo das lentiviroses classicas. No caso da CAE, esses danos vdo se
localizar nas articulages nos animais adultos e no sistema nervoso central, nos

animais jovens (GARCIA, 1993).

Os tecidos de tropismo do virus da CAE incluem articulagbes, glandula
mamaria, pulmao e cérebro. Nesses locais o virus provoca inflamacéo cronica
pefq estimulo & resposta imune do hospedeiro. O virus pode sofrer mutacdes, o
que dificulta a agdo dos mecanismos de resposta imune do animal.
FreqGentemente o virus da CAE pode ser isolado do fluido sinovial e no leite de
anifnais infectados. Em geral, h& soroconversdo dos caprinos dentro de 2 a 8
semanas, porém pode haver longo periodo de laténcia clinica (REILLY, et a/,

2004).
24  ASPECTOS CLINICOS E PATOLOGICOS

A CAE e uma enfermidade que caracteriza-se por uma paralisia
ascendente afebril em cabritos, e por sinovite e artrite crénica em animais adultos
(GARCIA, 1993). A grande maioria dos animais infectados permanece

assintomatica (REILLY, et a/., 2004).
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2.4.1 Forma Artritica

Essa manifestacdo clinica geralmente acomete cabras adultas, com mais
de um ano de idade. A articulac@o do carpo esta freglientemente envolvida com
os sinais clinicos de distens@o da capsula articular com variaveis niveis de
mandueira (PHELPS, SMITH, 1993; FRANKE, 1998). No estagio inicial, a
tumefacao articular pode ser intermitente e a claudicagio minima (REILLY, ef af.,

2004).

A evolugdo da doenca € varidvel, alguns animais vo definhando apos
alguns anos e outros permanecem inalteraveis durante vérios anos. A medida
que a doenga evolui, os animais tornam-se claudicantes ou se posicionam em
dec;’;bito e se debilitam (REILLY, ef a/,2004). Um agravamento de artrite em

cabras ocorre, geralmente, a partir da terceira lactag@o (FRANKE, 1998).

Apods situacdes de prolongado estresse, a artrite pode se manifestar de
forma aguda. Os animais em fase avangada da aririte emagrecem, apesar do
apetite inalterado, e sua pelagem torna-se ressecada, podem apresentar
claudicacdo e tem a sua produgdo de leite diminuida. Os problemas de
locomogdo e a diminuigdo da produtividade geralmente levam ao abate precoce

dos animais (FRANKE, 1998).



. 2.4.2 Forma Mamitica

| Essa forma clinica caracteriza-se por: a) mamite intersticial, provocando o
endurecimento e a atrofia da glandula mamaria atingida; b} mamite difusa, que
acontece por ocasi@o do parto que leva ao rapido descarte dos animais em
propiriedades de leite pela baixa rentabilidade; e ¢) mamite nodular, que € uma
forma cronica, o leite tem aspecto normal, mas tem sua produgo
progressivamente reduzida e ha presenca de nddulos na glandula mamaria. O
leite de cabra infectada n&o apresenta alteragfes visiveis, porém podem surgir
problemas na sua industrializagdo, como a formacdo insuficiente de coalho

(FRANKE, 1598).
2.4.3 Forma Encefalica

A forma neurolégica da enfermidade acomete cabritos com 1 a 4 meses de
idade e, ocasionalmente, adultos. Os sinais clinicos incluem ataxia secundaria e
parésia que evolui para tetraplegia. A medida que a doenca evolui os cabritos
tom.am-se cegos, apresentam rotagio e desvio da cabecga, paralisia facial e

opistétono (FRANKE, 1998; PHELPS, SMITH, 1993; REILLY, ef al., 2004).

Qs cabritos conservam ¢ apetite e o estado de consciéncia até o final da
evolugdo do quadro clinico, que pode demorar de 1 a 2 semanas. Os animais
afetados devem ser sacrificados para evitar um sofrimento prolongado (FRANKE,

1998; REILLY, et al., 2004).
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2.4 4 Forma Respiratdria

O virus da CAE causa uma pneumonia intersticial em cabritos e em
caprinos adultos infectados. A doencga provoca uma pneumonia crinica, perda
de peso e dispnéia (REILLY, et al, 2004). Essa pneumonia intersticial pode
evofuir para pneumonia broncointersticial, provavelmente pela invasdo pulmonar

por agentes bacterianos secundarios (SERAKIDES ef af., 1996).

Esta forma respiratéria pode apresentar uma evolugio aguda, apés grave
situagéo de estresse efou no estagio avangado da gestag&o. Normalmente a
evolugdo clinica do quadro manifesta-se pelo emagrecimento progressivo e
pelagem ressecada (FRANKE, 1998). As lesfes se instalam principalmente no
lobo caudal ou no cranioventral. As lesGes de pneumonia intersticial por virus da
CAE se assemelham muitas aquelas da pneumonia progressiva ovina (PPO)

(REILLY, et al., 2004).
2.5 TRANSMISSAQ

A doenga causada pelo virus da CAE pode levar varios meses, as vezes anos,
para se manifestar. Os animais que estao nessa condicdo, 0s portadores s&o0s,
representam um importante elo na transmissdo da doenga, pois aparentemente

sadios, estdo eliminando virus e contaminando outros animais (GARCIA, 1993).
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A) Contato Direto

O_contato direto entre os animais, bem como toda a forma de contato indireto
com os liquidos corporais (principalmente o sangue), também s&o importantes meios
de transmisséo do virus (FRANKE, 1998). Assim, aguihas, tatuadores e aplicadores
de brinéos, entre outros, podem atuar no contagio da CAE (GARCIA, 1993). A
transmiss@o horizontal se da eficientemente em locais com alta densidade de
caprinos, através de fezes, saliva e urina (EAST ef al, 1993; PHELPS, SMITH,
1993). A via aerdgena pode ser uma provavel rota de infecgdo para o virus da CAE ja
que apresentou imunomarcacao positiva em macrofagos alveolares em inoculagio

experimental por via intranasal (GUEDES ef a/., 2001).
B) Leite

A via mais comum de fransmissdo do virus da CAE é a ingestdo de células
infectadas presentes no leite ou colostro de animais infectados {(FRANKE, 1998;
MASSELLI-LAKHAL et al., 1999; REILLY, et al,, 2004). Através de pesquisas foi
demonstrado gue somente uma exposicao oral com leite contendo 2 x 107 DICTso
resultou na infeccdo dos animais. A transmiss&o do virus através da ordenha
mecanic¢a também tem sido demonstrada sugerindo que as maquinas ulilizadas para
ordenhar os animais podem servir como reservatério de leite contaminado, e um
possive:i mecanismo de abrigar o virus na glandula mamaria. A infecgdo experimental
através_de uma infusdo mamaria de 2 x 107 DICTso do virus da CAE resultou na

soroconverséo de 100% das fémeas soronegativas (East ef al., 1993).
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Uma sequéncia de eventos esta envolvida na transmissdo do virus na
aiimentégéo do rebanho pelo leite @ na inducéo de mastite. Existe uma elevada
eficiénci_a na transmissao de virus da CAE pelo leite, que conduziram a larga
distribuicda desse virus pelo mundo (MASSELLI-LAKHAL ef al., 1999). O virus pode
ser facilmente isolado do tecido mamario, demonstrando que a glandula mamaria &
um c'arge"io alvo importante na infeccdo (LERONDELLE ef al., 1989; LERONDELLE ef

al., 1999).
C) Transmissao Vertical

A transmissdo vertical da CAE, ndo é completamente compreendida. A
infecgdo da fémea positiva para o embrido ou feto necessita ser investigada. Estudos
demonsfraram que cabritos, filhos de maes soropositivas nascidos através de
cesarea tornaram-se soropositivos apesar de separados, & de nao ingerir o colostro.
A cirurgia eliminou a possibilidade de transmissé&o durante a passagem do cabrito no
canal do parto e o contato com secregcdes maternas, sugerindo assim que a

transmisséo do virus pode ter sido transplacentéria (ADAMS et af., 1983).

Em um estudo realizado por Fieni ef al (2003), foi demonstrado que a
presenca de celulas infectadas pelo virus da CAE no dtero e oviduto sugerem uma
potencial forma de transmissao verticat para o embrigo ou feto. Porem sabe-se que,
a placenta cotiledonaria das fémeas caprinas ndo permite o contato do feto com o
sangue materno, mas pode existir uma transferéncia de células durante um processo

inflamatorio local, o qual pode acontecer durante a infecg@o viral. Blacklaws et al.
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(2004) afirmam que a infecgao transplacentaria pode ocorrer em torno de 5-10% e

gue tem uma contribuicdo relativa na fransmissé&o da enfermidade.
D) Transmissdo Sexual

A deteccdo do virus da CAE no sémen de células livres como em células
infectadas, sugerem a possibilidade de transmissao sexual. Essa observagdo sugere
a preocupagdo com a reproducdo natural e assistida com sémen de machos
soropositivos (PINHEIRO et al, 2001; TRAVASSOS et al, 1999). O sémen de
animais :infectados pode abrigar 0 virus, porém néo ha fransmisséo demonstrada por
essa rota. Ndo existe nenhum estudo sobre a iransmissao do virus das fémeas para

os machos (BLACKLAWS et a/l. 2004).
26  ASPECTOS IMUNOLOGICOS

O efeito da imunossupressdo que os Lenfivirus produzem no sistema
imunoldgico do hospedeiro, leva a uma predisposi¢ao a contrairem outras doengas.
Assim, 0 agravamento clinico da CAE causado pela depresséo do sistema
imunolégico, pode levar a diversos problemas secundarios como problemas de
fertilidade, problemas de parto, diminuicdo de ganho de peso didrio dos cabritos e
formas agudas de mamite e pneumonia. O emagrecimento cronico pode manifestar-
se em combinacdo com todas as formas clinicas, mas pode também aparecer sem

acornpanhar nenhum outro sintoma (FRANKE, 1938).
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Outras infeccbes podem provocar a ativagio do virus da CAE quando latente,
ativando células imunes do hospedeiro e levando a uma replicagdo viral acelerada
(HARKISS, WATT, 1990). A resposta imune humoral ndo é importante na regulacdo
de infe¢9é0 persistente de mondcitos em cabras clinicamente afetadas com o virus

da CAE (ELLIS, 1990).

Altos titulos de anticorpos para o virus da CAE sa@o direcionados para
glicoproteinas do envelope viral (Env) em cabras infectadas que desenvolvern uma
artrite progressiva (BERTONI et a/., 1984), todavia o tempo que se segue entre a
infecg:éq e 0 aparecimento de anticorpos no sangue que varia de semana a meses

reflete o grau de replicagéo viral em cada animal (HARKISS, WATT, 1990).

A resposta humoral se direciona contra proteinas de superficie, porém os
anticorpos produzidos tendemn a ser pouco neutralizantes ou ndo neutralizantes
(BERTONI et al., 2000). A diversidade antigénica pode ser a responsavel por este

padréo de anticorpos (CHEVEERS ef a/., 1993).

A infecgo inicial estimula uma resposta imune sistémica e local (articulagdo)
para os antigenos virais. A incapacidade da resposta imune de eliminar todas as
células infectadas resulta numa infecgdo viral persistente e no potencial para
expressar antigenos virais em sitios especificos, correlacionados com a patogénese
da doehc;a, como 0 s&o as articulacbes (BERTONI ef af, 2000; MC GUIRE et al,
1986). A memoria imune responsavel pela expanséo e maturagéo de células B e
produgdo de imunoglobulinas contribui para imunopatologia da artrite crénica

(WILKERSON, et al, 1995). A severidade da artrite em cabras cronicamente
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infectadas, tem sido correlacionada com o anticorpo anti-gp 135 (glicoproteina de

superficie) do virus da CAE no fluido sinovial (PHELPS, SMITH, 1993).

A imunossupresséo previne lesdes causadas pelo virus da CAE. Na maior
parte destas lesdes no liguido sinovial, encontra-se acUmulo de linfdcitos,
macrofagos e células do plasma. O aumento de anticorpos associade ao
desenvolvimento da doenga € apoiado pela observagdo que a vacinacio confra o
Lentivirus de animais podem causar efeitos clinicos adversos (BERTONI, ef af,
2000, MC GUIRE, 1887). Animais vacinados com o virus inativado da CAE
desenvolveram uma artrite mais severa (MC GUIRE ef al., 1986; RUSSO et al,

1993).
2.7 DIAGNOSTICO
2.7.1 Clinico

O:diagnéstico clinico ndo & suficiente para sustentar um diagndstico definitivo
da CAE pela variag&o do seu quadro clinico e fregliente desenvolvimento sub-clinico
da doenga. A manifestacéo clinica mais freqUente & a artrite, e esse fato incentivou a
formulagdo de um indice clinico. Seu célculo consiste na diferenciagdo entre a
medida da circunferéncia do joetho mais grosso e da canela (metacarpo) mais fina.
Quandoi 0 resultado dessa medida € igual ou superior a 7, é caracterizado como
artrite ppsitiva (FRANKE, 1998). Todavia, este indice ndo indica se o animal esta
infectad¢ com o virus da CAE, ele informa apenas de forma imprecisa que o animal

esta com artrite, sendo que esta pode ser causada por uma série de agentes
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infecciosos, como o Mycoplasma, fatores nutricionais efou fraumaticos (FRANKE,

1998; GARCIA, 1993).

2.7.2 Laboratorial

2.7.2.1 Detecgdo Soroldgica

Quando o diagndstico de infecgéo para Lentivirus é realizado pela presenca de
anticorpos, € importante considerar o periodo retardado entre a infeccdo e
sorocor;verséo, e também a possibilidade de sororeagéo intermitente {HANSON ef
al., 1996).

Na sorologia, um resuliado negativo deve ser avaliado com cautela, pois pode
ser que ocorra uma soroconversdo tardia ou baixas conceniragfes de anticorpos no
sangue (FRANKE, 1998), principalmente noc caso da IDGA que é um teste com uma
sensibilidade moderada quando comparado a outras técnicas (HANSON et al,

1996),

A) imunodifusdo em gel de agarose (IDGA)

O teste soroldgico mais empregado e oficiaimente reconhecido para o virus da
CAE em varios paises & a IDGA ((FRANKE, 1998). E um teste realizado em placas
de Petri utilizando um preparado purificado do virus e soros-teste. Baseia-se nag
difuséo_ do antigenoc e anticorpo no gel de agarose, onde a reagdo antigeno-

anticorpo forma uma linha de precipitagdo no gel visivel a olho nu.
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Para Abreu et al. (1998), na prova de diagnéstico para o virus da CAE, o
antigeno recomendavel sdo os glicoproteinas e nucleoproteinas virais. No mercado
é oferecido também, o antigeno do virus Maedi-Visna (um Lentivirus de morfologia e
bioquimica similar ao virus da CAE). Na pratica s&o utilizados os dois tipos de

antigenos (KNOWELES ef al., 1994).

FIGURA 2. Placa de petri contendo gel de agarose para imunodifuséo,

perfurada para distribuicdo dos antigenos (A), soros-testes (ST) e soros-
reagentes (SR).

B) Técnica Imunoenzimatica (ELISA)

r

E uma técnica de grande sensibilidade, especificidade, e uso de rotina, pois

permite o processamento e automagéo de um grande nimero de amostras.
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Nessa técnica, os soros testes sfo adicionados ao antigeno viral fixado em
uma pléca de poliestireno. Para detectar a presenga de anticorpos, é adicionado um
anticorpo anti-cabra ou anti-ovino peroxidase marcado (HARKISS, WATT, 1990).
Podem-se utilizar diferentes antigenos nessa técnica para pesquisa de anticorpos
para o virus da CAE, entre eles esta o p25 (nlcleo) e p40 (superficie) (CLAVIJO,
THORSEN, 1995), antigeno protéico total do virus (SIMARD et al., 2001); proteinas

recombinantes internas e de transmembrana como p17 e p18 (BABA et al., 2000).

Segundo Ellis ef al. (1983), cabras que foram inoculadas com o virus da CAE
produz;ram anticorpos no soro e reagiram no teste ELISA usando o virus Maedi —
Visna como antigeno. Foi relatado por Michal, Wojciech (2001), que a aplicacéo de
testes soroldgicos com o ELISA e métodos de biologia molecular ddo um resultado
seguro iao diagnoéstico da CAE, e que a eficacia do ELISA comparada aos resultados
com nested reac@o de cadeia de polimerase (PCR) com soro, revelou que o Gitimo

poderia ser menos sensivel,
C) Outras provas soroldgicas

Para a detecgéo qualitativa de anticorpos contra as principais proteinas virais,
tem-se recomendado a tecnica de Western blottihng (HARKISS, WATT, 1990). Outro
teste s_orolégico desenvolvido foi o da imunofluorescéncia indireta, que em
condicées experimentais tem apresentado potencial como teste alternativo e
compiementar ao diagnostico da CAE, além de recomendado pela OIE no

diagnostico da infecgdo (REISCHAH et af., 2002).
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2.7.2.2 Detecgéo do virus ou componentes virais
A} Isolamento viral

O isolamento do virus em cultivos celulares € uma técnica diagnéstica sensivel
e demonstra a presenca do virus. Entretanto € um diagnéstico demorado &, bastante

dispendioso.

O isolamento viral a partir de células do sangue e tecidos se torna uma
alterna’;iva para o diagnostico dos Lentivirus. Para o isolamento do virus da CAE,
abtém-se células mononucleares do sangue periférico. Os mondcitos infectados sdo
entdo co-cultivados em células susceptiveis, como as da MSC, a fim de obter a
infecg@o “in-vifro”. O virus presente nos monécitos infecta as células da MSC, que
tipicamente formam abundantes estruturas sinciciais, depois de varios dias de

infeccdo (TIGRE ef al., 2002).
B) Reac&o em cadeia de polimerase (PCR)

A deteccdo do 4cido nucléico do virus da CAE baseia-se na detecgdo do virus
como provirus (DNA proviral) integrado ao genoma celular ou como virus livre
(RNA). A metodologia utilizada € a técnica de biologia molecular baseada na PCR
que é Qma importante ferramenta para o diagnéstico de infecgdes virais (MARKISS,

WATT, 1990; TIGRE &t a/., 2002).
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A PCR é um método diagnostico que combina sensibilidade e especificidade,
capaz de identificar animais em estagios recentes da infecgdo ou que ainda néo

soroconverteram ( REILLY, ef al., 2004; TIGRE ef a/., 2002).
2.8 CONTROLE E PROFILAXIA

Infelizmente até o momento ndo existe possibilidade de tratamento para a
CAE. Algumas vacinas ja foram testadas, mas ndo conferiram proteg@o quando os
animais foram desafiados com virus infeccioso (RUSSO et al, 1993). Caprinos
vacinados desenvolvem a doenca mais grave que 0s animais ndo-vacinados

(REILLY, et al., 2004).

Atualmente, os programas de controle ou erradicagéo do virus da CAE tém
sido adotados em vérios paises, baseando-se em testes periddicos dos animais,
separagao ou eliminagdo dos positivos, e uso de certas préticas de manejo para

prevencgao da disseminagio do agente (OIE/FAQ, 1997).

Como primeira medida para o controle, deve-se fazer o levantamento da
situaga@o do rebanho, através de exame soroldgico; separar as crias imediatamente
apds 0 nascimento, evitando o contato com secregdes e isold-las dos adulios;
administrar colostro termicamente tratado em banho-maria (56°C, +/- 2°C durante 60
minutoé) de mé&es ndo infectadas ou de vaca, alimentar as crias com substitutos do
[eite; adotar linha de ordenha; controlar a monta com reprodutores positivos; e uso
de matérial estérif, como seringas e agulhas, instrumentos cirirgicos, tatuador entre

outros. Desde que possivel, ndo devem ser comprados animais que nédo estejam
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acompanhados de atestados negativos para a CAE (CALLADO et a/, 2001; ELLIS of
al., 1983; FRANKE, 1998; GARCIA, 1933; HANSON ef al, 1998; NORD &t a/., 1998;

PERETZ et af,, 1994; REILLY, et al, 2004).

No estabelecimento de programas de controle da CAE em caprinos deve-se
estar aténto para a inirodugdo de reprodutores soropositivos ou do sémen congelado,
nos casos de propriedades que utilizam a inseminagéo artificial (PINHEIRO et af.,
2001). O efeito de medidas preventivas s6 pode ser observado apds um ano de
aplicagdo, por causa do longo tempo entre a contaminacdic e a soroconversdo

(PERETZ ef al., 1994).
2.9 SITUACAO NO BRASIL

Em 1989 foi descrito o primeiro isolamento do virus no Brasil, que ocorreu no
Rio Grande do Sul {(HOTZEL el al,, 1993). Até o desenvolvimento da caprinocultura
leiteira nacional, quadros clinicos sugestivos de CAE n&o haviam sido descritos no
Brasil. Observou-se entao gue os paises exportadores apresentavam um elevado
percentual de animais sorologicamente positivos as lentiviroses. A importacdo de
caprinos por diversos estados seguidos da movimentagaoe interna entre os mesmos

podem ter servido como vias de contaminacaoe dos plantéis.

Verificou-se que as lentiviroses de pequenos ruminantes ja se encontram
disseminado nas varias regibes do Ceara (PINHEIRO, ef al., 2001). Em um inguérito
soroldgico realizado no Rio de Janeiro para a o virus da CAE, foi indicado que ele

esta presente e bem disseminado no referido estado (CUNHA, NASCIMENTO,
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1985). Na Bahia, foi relatado por Fitterman (1988) a primeira constatacéo sorologica
da CAE em um plantel caprino, e o primeiro isolamento viral do estado foi realizado
por Tigre, ef al, (2002) através do cultivo de macrdfagos e cultivos primérios de

células de membrana sinovial.

Para Saraiva Neto ef al. (1995), a freqiéncia de animais soropositivos foi
maior nos animais puros que mesticos, e que adultos também apresentam uma
prevaléncia maior da enfermidade que os jovens, em rebanhos caprinos leiteiros no
estado de Pernambuco testados pela IDGA. Castro ef a/. (2002) através de exames
sorolc’:gicos para a CAE no Brasil afirma que os animais mostraram soroconverséo
progressiva, com uma faxa maior a partir do inicio da reprodugéo até a dltima

metade da |lactacio, e foi caracterizada também uma alta variabilidade individual.
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3. OBJETIVOS

3.1OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabaltho foi utilizar células da MSC infectadas com o virus

da CAE como antigeno viral para detecgdc de anticorpos contra o virus, em um

teste imunoenzimatico (ELISA).

3.20BJETWOS ESPECIFICOS

— Comparacac com o teste sorologico IDGA.



4. MATERIAS E METODOS
4.1 CULTIVO CELULAR DA MEMBRANA SINOVIAL DE CABRA (MSC)

Os cultivos de membrana sinovial, utilizados para replicacéo viral, foram
obtidos a partir do explante das membranas sinoviais da articulagcéo intercarpial de
ambos os membros anteriores de cabritos, recém nascidos, confirmadamente

negativos pelo teste de PCR.

A técnica utilizada para obtencdo dos cultivos primérios seguiu o protocolo
anteriormente descrito por Abreu ef al. (1998). Apés a remocéo dos tecidos
periarticutares, as cavidades articulares foram abertas, e as membranas sinoviais
delicadﬁamente dissecadas, umedecidas com Meio Essencial Minimo — Glasgow
(MEM-G) e seccionadas em fragmentos de aproximadamente 1,0 mm os guais
foram &istribuidos em garrafas para o cultivo de células (25 cm®) (FALCON) e
incubadas a 37 ® C. Apds 30 minutos, foram adicionados 2,0 mi de MEM-G
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado (GIBCO BRL) 100 UI
penicifina G sodica, 100 pg/mi sulfato de estreptomicina e 0,25 ug/mi de anfotericina
B (FUNGIZONE-GIBCO BRL). Apds 15 a 20 dias de incubacdo, os explantes e as
monocamadas foram fripsinizadas (Tripsina 1:250 GIBCO) e subcuitivadas para a

obtencéo de monocamadas celulares.
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4.2 VIRUS

O virus utilizado foi a cepa DECENTE do virus da CAE (isolamento de campo).
Para a replicagdo viral foram utilizados cultivos de MSC os quais foram infectados e
mantidos com MEM-G e 2% de SFB inativado a 37°C até o aparecimento do efeito
viral (7:-15 dias). Os cultivos de MSC infectados foram congelados/descongetados e

centrifugados a 10000rpm durante 30 minutos, 4°C.

Ao sobrenadante do virus, obtido, foi adicionado polietilenogiicol 8000 (PEG,
Sigma) numa conceniracéo de 8% e cloreto de sddio a 2,3% (NaCl, Sigma), e sob
agitagio constante a 4°C durante toda a noite. Esse material foi centrifugado a
10000 g durante 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o virus
precipitado foi ressuspenso em 10% do volume inicial em NET (Tris HCI 50mM,
EDTA 1 mh;l e Cloreto de Sédio 100mM), centrifugado novamente durante 20 minutos
a 5000g e o sobrenadante foi congelado a -20°C para posterior ultracentrifugacao.

O volume viral obtido na fase de concentragéo (100X) foi submetido a uma
ultracentrifugacéo a 42 Ti (Beckman), por 2 horas e 30 minutos, a 4°C. O pellet

obtido foi ressuspenso em uma solugdo NET (10X do volume inicial) e congelado.
4.3 OBTENGAO DE SORO HIPERIMUNE DE COELHO

Para a produgdo de soro hiperimune contra o virus da CAE, imunizou-se
coethos New Zeland aduitos. O virus concentrado e ultracentrifugado foi inoculado
em quétro doses de 50ug a cada 20 dias, emulsificado com 500l de adjuvante

completo de Freund (Sigma) na primeira imunizacéc (inoculagio intramuscular) e



nas subseguentes com adjuvante incompleto de Freund (Sigma) (inoculagéo

subcutanea).

O soro hiperimune de coelho foi incubado com células de MSC a 4°C por toda a
noite e centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos. Esse procedimento foi repetido 3 vezes e

0 sobrenadante foi coletado.
4.4 PRODUCﬁ\O DE ANTIGENO VIRAL PARA O TESTE DE ELISA

Apds a infeccdo das células de MSC contidas em garrafas tipo ROUX e o
aparecimento do efeito citopatico, as garrafas foram congeladas (rompimento celular e
methor: fiberacdo do virus). Em seguida, essas gamafas contendo células da MSC
infectadas foram desconogeladas e o seu material foi centrifugado a 10000 rpm durante
30 minutos. Apds a centrifugagio, o sobrenadante foi coletado para novas infecgdes e
posterié:res- centrifugacdes e o psllet de celulas infectadas foi ressuspensa em 10 vezes

do volume original para ser utilizado como antigeno viral.
4.5 TITULACAO DO ANTIGENO VIRAL

A placa de poliestireno de 96 pogos foi sensibilizada com diluigdes seriadas do
antigeno viral em tamp&o carbonato-bicarbonato, e incubada toda a noite a 4 C. Passado
esse periodo, os pocos foram lavados 5 vezes com uma solucdo de PBS-Tween 20
0,05%,: & incubados novamente, durante 1 hora e 30 min. a 37°C, com solugéo de PBS
leite a -5016 para fazer o blogueio de sitios livres reativos. Em seguida, foram adicionado

a0s pogos soro hiperimune de coetho na diluigdo de 1:2000 em solucéo de PBS leite a
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4.7 DETECCAO SOROLOGICA POR IMUNODIFUSAQ EM GEL DE AGAROSE
(IDGA)

O teste sorolégico de IDGA foi realizado com um “kit' de uso comercial
(“Biovetech”) seguindo-se as orientagBes do fabricante. Este teste utiliza um antigeno

especifico do virus da CAE que é a proteina do capsideo ( p-28).

Inicialmente coloca-se o gel de agarose do “kit' em banho-maria para foma-lo
liquido. Distribuiu-se 15 ml de gel por placa de petri (30mm) e, apds solidificacdo do gel,
colocou-se na geladeira por 24 hs. Utilizando-se as recomendacbes do fabricante,
perfura-se o gel cuidadosamente. Foram distribuidos os soros dos animais, os soros
controle e o antigeno, nos pogos correspondentes. As placas de petri foram incubadas
em cérﬁara Umida, & temperatura de 20-25° C. A primeira leitura foi feita &4s 24 horas, e
apds 48 horas realizou-se a leitura confirmatoria. A interpretacdo dos resultados é

demontrada na figura 3:

1 SORO TERTE NFGATIVO

SN

SORO REFRRENCIA || @ @ SORO REFERENCIA I]

n SORO TRSTR msn'woJJ@ Lsono TRSTE POSFTIVO
[l SORO REFERENCTA

FIGURA 3. Figura esquemdtica das reagBes com 0s soros negativos e positivos visualizados no
teste de fmunodifusdo em Gel de Agarose
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4.8 DETECCAQ SOROLOGICA POR TESTE IMUNOENZIMATICO (ELISA)

A placa de poliestireno de 96 pocos foi sensibilizada com o antigeno viral diluido em
1.50 erﬁ tampéo carbonato-bicarbonato, e incubada toda a noite a 4° C. Passado esse
periodo, os pocos faram !avgdos 5 vezes com uma solucdo de PBS-Tween 20 0,05%.
Posteribrm_ente foi adicionado uma solucio de PBS leite g 5% para fazer o blogueio de
sitios livres reativos e incubados novamente, durante 1 hora e 30 min. a 37°C. Em
seguida, foram adicionados aos Pogos 0s soros testes dos animais na diluicdo de 1:50
em sollcao de PBS leite 2 0.5% + tween 20, e a placa foi novamente incubada por 1 hora
e 30 min. a 37°C. Passado esse periodo, os pogos foram lavados 5 VeZes com uma
solucdo de PBS-Tween 20 0,05% e incubados novamente, dyrante 1 hora a 37°C, com
ant:corpo anti-lgG de cabra marcado com peroxidase (Sigma), diluido em PBS leite a
0,5% + tween 20. Depois de lavados como mencionado anteriormente, a revelacéo da
reaco foi realizada com substrato de TMB (3,3 ,5,5’—tetramethylbenidine) em presenca
de H; O (10mlf10ul) e a leitura em espectofotdmetro com filtro de 630nm apos 10

minutos.
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FIGURA 4: ELISA de captura. Sensibilizou-se as placas com pellete de células de

MSC infectadas (1:50), adicionou-se os soros-testes (1 a 12E), soro-controle positivo
(4M), soro-controle negativo (4D), controle de soro (12F), controle de conjugado
(12G) e controle de substrato (12H) e, posterionmente, 0s conjugados anti-cabras
marcados com peroxidade. A reagéo foi revelada com uma solugdo de TMB e lida
em espectofotémetro.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

O valor do ponto de corte ou “cutoff’ foi realizado segundo Frey, ef a/.(1998). O
indice Kappa foi calculado para deteminar a correlacdo de ambas as técnicas

(THRUSFIELD, 1995).
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5. RESULTADOS

51  DETECGAO DE ANTICORPOS ANTI- VIRUS DA CAE PELO IDGA

Os resultados obtidos através da reagdo de IDGA para detecgdo de anticorpos
anti- virus da CAE podem ser observados na figura 5. Das 100 amostras analisadas
por esta técnica, 24 apresentaram soropositividade e 76 foram soronegativas. Estes
resultados foram a base para a escolha dos animais sorologicamente positivos e

negativos a serem utilizados no futuro experimento de padronizagdo do ELISA.

™ Negativo ™ Positivo

FIGURA &. Resultados obtidos através da técnica de IDGA para detecgéo
de anticorpos anti- virus da CAE em 100 soros no estado da Bahia.
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52 DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI- VIRUS DA CAE POR

ELISA

As amostras foram consideradas positivas (+) quando apresentaram cutoff
supertor a 0, 252. Segunde FREY ef al/(1998), o calculo do cutoff é feito da
seguinte maneira:

Cutoif = X + SDf, onde:

Sp = ’Z:(xi—x)2
{(n-1

X = média dos soros controles independentes
Xi = soro controle individual

n = numero de soros controles independentes

f= t1/1+—1— , que ja tem seus valores de confianga calculados de acordo
H

com O numerc de soros coniroles usados e do indice de confianga (tabela 1,
FREY et af., 1998). Neste trabalho utilizou-se o indice de confianga de 95%.
Como mostra a figura 6, do total de 100 amostras de soro, o teste
imunoenzimatico ELISA detectou a presenca de anticorpos em 43 amostras,
enquanto que as 57 restantes foram negativas.
| A tabela 1 mostra os resultados destas 100 amostras de soros analisadas
através de IDGA e ELISA. Ao analisar comparativamente os resultados obteve-se
que 21 amostras (21%) positivas para o ELISA correspondem a animais
sorologicamente positivos por IDGA e que 3 amostras (3%) ndo foram ELISA
poéitivos, apesar de se apresentarem assim no IDGA. Entretanto a técnica de

ELISA detectou anticorpos em 22 amostras que foram negativas para o IDGA.
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Na figura 4 pode-se observar uma placa de ELISA. Nas amostras positivas,
vé-se a coloragéo azul mais acentuada.
A andlise estatistica demonstrou que os testes de ELISA e IDGA tiveram

uma concordancia moderada (k= 0,464 ).

™ Negativo ™ Positivo

FIGURA 6. Resultados obtidos através da técnica de ELISA para detecgéo

de anticorpos anti — virus da CAE em 100 amosiras se soro.
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TABELA 1. Comparagdo dos resultados obtidos através da técnica do teste

imunoenzimatico — ELISA em amostras de soro e por IDGA

IDGA TOTAL
¥ -
ELISA + 21 22 43
ELISA - 3 54 57
TOTAL 24 76 100

* Indice Kappa : 0,464 —~ concordancia moderada (THRUSFIELD, 1995).
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6. DISCUSSAO

Come alguns animais podem apresentar baixos titulos de anticorpos,
soroconversao tardia, ou ainda reacgdes intermitentes de soropositividade e
soronegatividade, o diagnéstico soroldgico de animais infectados pelo virus da
CAE exige provas mais sensiveis (CLAVLIO, THORSEN, 1995; EAST, et al,
1993; HANSON, et al, 1996, PHELPS, SMITH, 1993). Apesar da sorologia por
IDGA ser uma técnica de referéncia para o diagnostico do virus da CAE, é uma
prova de baixa sensibilidade; entretanto é o teste mais amplamente utilizado no
diagndstico de infecgdes por Lenfivirus em animais (ABREU ef al, 1998;

KNOWLES ef al., 1994),

O virus da CAE tem varias vias de transmissdo & sua disseminacéo
acontece facilmente no rebanho, dessa maneira diagnosticar e separar os
animéis sorologicamente infectados contribui para erradicacdo do virus no
rebanho (CALLADO, ef af., 2001 ). Assim, a utilizacdo de provas sorolégicas mais
sensiveis aos anticorpos, como teste imunoenzimatico — ELISA tem um valor
particular na identificagdo de animais infectados com baixos tituios de anticorpos.
A est_ratégia utilizada na técnica do ELISA combina a utiizagdo de um antigeno
viral para identificacdo de anticorpos confra o virus. Na realizacio da técnica é
necessario um antigeno viral, um anticorpo anti-cabra marcado e um substrato.
Ela demonstra especificidade e sensibilidade para detectar um maior nimero de

amostras positivas por provas soroldgicas, para o virus da CAE.
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Na realizac&o desse trabalho, foi utilizada a técnica do teste ELISA como

prova sorologica mais sensivel na detecgéo de anticorpos pelo virus da CAE.

Na primeira parte deste frabalho foi realizado um levantamento sorolégico
pela técnica de IDGA, onde esta mostrou uma prevaléncia de 24% dos animais
positivos a infecgéo pelo virus da CAE. Estes animais estavam aparentemente
sadfos e néo possuiam sintomatologia evidente. Esta técnica soroldgica,
normalmente € aplicada para uma triagem do rebanho, detectando animais
portadores do virus. Entretanto, esse diagnostico sorologico pode complicar-se
devjdo. & presenca de animais com baixos titulos de anticorpos, resultando na
presenca de falso-negativos no rebanho. Considerando a necessidade de provas
mais sensiveis e identificando assim maior nimero de animais sem
sintomatologia para evitar a disseminacao do virus, utilizamos a técnica de ELISA

para detectar a presenca de anticorpas contra o virus da CAE no soro.

Para realizag&o do ELISA, foi produzido um antigeno viral. Este foi obtido
através do pellet de células da MSC infectadas, mostrando-se eficiente para se

figar aos anticorpos presentes no soro dos animais infectados.

Esse antigeno viral antes de ser utilizada na detecgio de anticorpos contra
0 vi_rus da CAE no teste imunoenzimético (ELISA), foi titulado usando soro
hiperimune de coelho na diluigdo de 1:2000 com tampdc carbonato —
bica_rbonato, e obteve-se uma densidade odtica satisfatoria a uma diluigéo de 1:50
{0, ?50) 0 que demonstra que esse pellet de células da MSC infectadas

funcionou satisfatoriamente como antigeno viral.
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Através da técnica de ELISA, detectou-se em 22% dos animais
soronegativos por IDGA, a presenga de anticorpos no soro. Estes achados
con_firmam que animais que apresentam baixos titulos de anticorpos podem nao
ser:detectados pelo IDGA permanecendo como falso-negativos no rebanho e sé&o
fonte de disseminagédo da CAE. O uso de uma técnica sorologica de baixa
sen:sibilidade como a IDGA dificulta a identificag8o desses animais (HARKISS,
WATT, 1990). Além de que, o ELISA permite processar uma grande quantidade
de soros em uma placa de poliestireno de 96 pogos, tornando-se mais pratica e
com melhor custo-beneficio, ndo esquecendo de citar que a sua maior
sensibi!idade e a identificacdo de um maior ndmero de animais portadores do

virus, permite medidas de controle mais eficazes e erradicagdo da doenca.

As provas sorologicas IDGA e ELISA tiveram concordancia moderada
(0,461) gquando comparadas através do indice KAPPA, com uma maior
sensibilidade para deteccéo de anticorpos contra o virus da CAE no ELISA, como

era esperado,

Concluinde, no presente estudo foi utilizado células da MSC infectadas com
o virus da CAE como antigeno viral para detecgio de anticorpos contra o virus,
em teste ELISA, onde foi produzido um antigeno viral a partir do pellet e células
da MSC; Foi realizado a sua titulag&o. Por outro lado compararam-se as provas
sorolégicas IDGA e ELISA, demonstrando nesta a maior eficiéncia na deteccao
de anticorpos contra o virus da CAE. Os resultados obtidos demonstram que o
ELISA pode representar uma importante ferramenta diagndstica para a CAE, ja

que permite o processamento de um grande numero de amostras ¢ disponibiliza
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técnicas mais sensiveis, imprescindiveis & caprinocultura baiana. Contudo, s3o
necessarios estudos complementares, com um valor amostral maior, comparagéo
com oufras tecnicas diagndsticas, elevando assim a sensibilidade da técnica e

favorecendo o bem-estar animal.
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CONCLUSOES

Animais sadios soronegativos em testes soroldgicos podem ser portadores do

virus e fonte de infec¢do de doengas infecciosas em um rebanho;

Animais sorologicamente positivos pela IDGA, podem ser considerados

infectados sem a necessidade da confirmacdo da presenca viral;

O uso de pellet de células da MSC infectadas como antfgeno viral pode ser

utilizado na deteccéo de anticorpos contra o virus da CAE.

O teste imunoenzimaético — ELISA, € uma prova soroldgica que mostrou nos
testes realizados uma avaliagéo soroldgica de maior positividade ou superior

que os demonstrados no IDGA.

O ELISA é prético, representa uma importante ferramenta no diagnoéstico da

CAE, se disponibilizando com técnica de sensibilidade satisfatéria.

A preocupagdo com o rebanho de caprinos no Nordeste, incentiva as
pesquisas relacionadas a sanidade animal, demonstrando a necessidade de
adog@o de medidas sanitérias eficientes e que se baseiem em diagnosticos
léboratoriais para o controle e a prevengéo desta enfermidade que provoca

impacto econdémico nos rebanhos.
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ANEXO

ARTICULACAO CARPO-METACARPIANA DE
CAE (Jornal A TARDE - Rural - 26/04/1999).

UM CAPRINO ACOMETIDO PELO VIRUS DA



APENDICE

VALORES DAS LEITURAS OPTICAS DOS SOROS-TESTES EM ESPECTOFOTOMETRO A
630NM.

SOROS Leitura do SOROS Leitura do SOROS Leitura do
TESTE ELISA TESTE ELISA TESTE ELISA
1. 0,526 48 0,624 93 0,092
2 0.281 49 0,148 96 0.266
3 0,531 50 0,099 97 0,288
4 0,229 51 0,007 98 0,178
5 0,151 52 0,510 99 0.173
6 0,238 53 0,287 100 0,165
T 0.116 34 0,285
8 0,384 33 0.119
9 (.243 56 0,139
10 0,157 57 0,284
11 0,113 58 0,314
12 0217 59 0.127
13 0,215 60 0,442
14 0,481 6] 0,115
15 0.210 62 0,454
16 0,347 63 0,348
17 0,194 64 0,126
18 0,176 63 0114
19 0,138 66 0,351
20 0,391 67 0,507
21 0.213 68 0,132
22 0,305 69 0,144
23 0,222 70 0,106
24 0,121 71 0,251
25 0,163 72 0,179
26 0,217 73 0,342
27 0.350 74 (1,158
28 0,199 75 0.228
29 0,463 76 0.340
30 0,338 77 0,321
31 0,200 78 0,332
32 0,306 79 0,279
3 0,258 80 0.406
34 0,342 81 0,149
35 0,367 82 0.268
36 0,204 83 0.277
37 0,221 84 0,148
38 0,249 85 0,252
39 0,189 86 0,399
40 0,144 87 0,270
4] 0,099 38 0,308
42 0,163 89 0,233
43 0,001 a0 0,229
44 0,081 91 0,276
43 0,206 o2 0,113
46 0,149 93 0,179

47 0,102 94 0,426




