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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi analisar amostras de soro e de céulas sangliineas de caprinos para deteccdo
de anticorpos e DNA provira do virus da artrite-encefalite caprina (CAEV), respectivamente. Utilizou-se
a técnica de imunodifusdo em agar (AGID) e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com “primers’
degenerados. Foram analisadas amostras de diferentes procedéncias. 39 de Mato Grosso do Sul (MS), 19
de S&o Paulo (SP) e 22 do Ceara (CE), dessas Ultimas, 12 oriundas de animais importados do Canada. Os
resultados de AGID e PCR foram discordantes, pois o primeiro permitiu a deteccdo de 25 animais
soropositivos, enquanto a PCR detectou DNA proviral de CAEV em 16 amostras. Pela PCR foi possivel
identificar animais infectados cujos testes sorol 6gicos foram negativos pelo AGID: oito amostras do MS
e um do CE. S&o discutidos diferentes aspectos que poderiam estar envolvidos na discordancia dos
resultados.
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ABSTRACT

The purpose of this work was to analyse serum and blood cells from caprine origin to detect antibody and
proviral DNA of caprine arthritis encephalitis virus (CAEV), respectively. Agar gel immunodiffusion
(AGID) and polymerase chain reaction (PCR) with degenerated primers were used. Samples of different
geographical regions were analysed.: 39 from Mato Grosso do Sul (MS), 19 from Sdo Paulo (SP), 22 from
Ceara (CE) including 10 from Canada (imported animals), providing a total of 80 samples. The results
obtained by AGID and PCR were discordants, as 25 samples were detected as seropositive, while 16
infected animals were detected by PCR. On the other hand, PCR allowed the identification of infected
animals that did not have detectable antibodies by AGID: eight samples from MS and one from CE.
Different aspects related to these discordant results are discussed.
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INTRODUCAO

O virus da artrite-encefalite caprina (CAEV) € um lentivirus pertencente a familia Retroviridae. Foi
inicialmente descrito por Cork et a. (1974) como agente causa de encefalite em caprinos jovens, sendo
identificado como um retrovirus por Crawford et a. (1980) em animais adultos com artrite crénica. Além
de manifestacfes clinicas, a infeccdo esta associada a mastite (Kennedy-Stoskopf et al., 1985) e a
pneumoniaintersticial (Narayan et a., 1997). As quatro formas de apresentacéo da doenca sdo igual mente
observadas em ovinos infectados pelo lentivirus Maedi-Visna (MVV) (Narayan et a., 1997). Devido as
semellhancas observadas entre os dois virus, e a possibilidade de infeccdo cruzada entre ovinos e
caprinos, foram denominados lentivirus de pequenos ruminantes (SRLV) (Dickson & Ellis, 1989; Joag et
al., 1996). A infeccdo por SRLV foi detectada em diversos paises da Europa e das Américas (Adams et
al., 1984; Narayan & Clemens, 1989), inclusive no Brasil (Moojen et ., 1986; Hotzel et ., 1993; Castro
et al., 1999).

Os lentivirus sdo assm denominados por ocasionarem doencas de evolugdo lenta e progressiva, com
longo periodo de incubagdo. As células avo sdo 0s mondcitos e macréfagos e a expressdo viral esta
associada a maturacdo delas (Gendelman et al., 1986). Ha infiltracdo de leucdcitos mononucleares nos
Orgaos e tecidos alvo atingidos (Joag €t a., 1996) e a secrecdo de citocinas pode estar envolvida na
patogenia (Lechner et a., 1997; Legastelois et al., 1997).

O CAEV apresenta semelhangas gendmicas e antigénicas com o lentivirus ovino, o que possibilita a
utilizacdo de antigenos oriundos de MVV para o diagnostico sorolégico da infeccdo pelo lentivirus
caprino (Gogolewski et al., 1985). Da mesma forma, é possivel selecionar “primers’ com a capacidade de
deteccdo de ambos os virus (Zanoni et al., 1992).

O diagnostico laboratorial pode ser realizado por meio da deteccdo de anticorpos (Ac) no soro,
isolamento viral ou deteccdo do DNA provira pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Os principais
testes sorol 6gicos empregados para deteccdo da infeccdo pelo lentivirus caprino sdo a imunodifuso em
agar (AGID), ELISA e “Western Blot”. No Brasil, utiliza-se principamente o AGID, gerdmente com
antigenos importados (Cunha & Nascimento, 1995). Testes mais sensiveis que o AGID, como o ELISA e
“Western Blot” sdo utilizados em paises europeus que possuem programas de erradicacdo ou de controle
dainfeccdo com o estabel ecimento de propriedades livres. Embora apresentem maior sensibilidade, esses
testes podem ndo ser definitivos na eliminacéo de todos os animais infectados. Alguns animais podem
apresentar soroconversao tardia (Rimstad et a., 1993), o que permitiria a disseminacdo do virus no
rebanho. Nesses casos, a técnica de PCR poderia ser indicada para a detecgdo do DNA proviral. A fim de
gue a PCR possa permitir a deteccdo de diferentes amostras virais, os “primers’ utilizados devem
reconhecer diferentes genomas provirais. Uma das maneiras de otimizar esse reconhecimento € a
utilizagdo de “primers’ degenerados, desenhados a partir do ainhamento de seqiiéncias nucleotidicas
virais. Cada solucdo de “primers’ utilizados na PCR é constituida por uma mistura de “primers’, cujas
segiéncias variam de acordo com as variacfes observadas nas diferentes seqiiéncias virais alinhadas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizagdo de um teste sorolégico, AGID, e um teste de deteccéo do
DNA proviral nas células sangiiineas a fim de comprovar ainfeccdo pelo CAEV.

MATERIAL E METODOS

As amostras de sangue com anticoagulante (heparina) e de soro foram obtidas no Laboratério de
Virologia Clinica da Faculdade de Veterindria da UFRGS e junto a Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da UNESP, Botucatu durante o ano de 1998. O total de 80 amostras de caprinos foi
encaminhado ao Laboratério de Virologia Clinica da Faculdade de Veterinaria da UFRGS para
diagnostico soroldgico e PCR para deteccéo da infeccdo pelo CAEV. As amostras eram provenientes de



trés Estados: 39 do Mato Grosso do Sul (MS), 19 de S&o Paulo (SP) e 22 do Ceara (CE), sendo que deste
Ultimo, 12 amostras eram de animais importados do Canada (CA). As amostras de MS eram oriundas de
uma propriedade com programa de erradicagdo de CAEV em andamento, onde animais soropositivos no
teste de AGID haviam sido detectados e eliminados anteriormente. As outras amostras foram enviadas
para simples controle (CA) ou por existirem suspeitas de infeccdo pelo CAEV (SP e CE).

O teste de AGID foi realizado com o CAPRICLEAR 300 TEST KIT (Veterinary Laboratories Agency, New Haw,
Addlestone, Surrey KT15 3NB, United Kingdom), que utiliza antigeno do virus Maedi-Visna, soro ovino positivo
para a gp135 (proteina do envelope viral) e soro caprino positivo para a p28 (proteina do capsideo). Apds
disposicao dos soros suspeitos, dos controles positivos e do antigeno nos orificios respectivos, a placa de
imunodifusdo foi incubada a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, por 48h, quando foi redizada a
leitura. A presenca de uma linha de precipitacdo com identidade frente aos controles positivos era o
indicativo da presenca de Ac nos soros em teste. A presenca de uma linha de fraca intensidade,
impossibilitando a identificacdo de uma linha similar aos controles positivos, levou a classificagdo do
soro como suspeito. As amostras foram inicialmente testadas com o controle positivo para gpl35 e, em
caso de soro suspeito ou negativo, um novo teste foi realizado com o controle positivo para p28 (Adams
& Gorham, 1986).

A extracdo de DNA foi realizada a partir do sangue com anticoagulante obtido de todos os animais
testados pelo AGID, utilizando-se DNAzal (GIBCO). Um ml de sangue foi submetido a centrifugacdo em
microtubo, a 3.000rpm (microcentrifuga Eppendorf 5415C) por seis minutos, com a finalidade de separar
leucocitos. Duzentos microlitros da interface foram aspirados e submetidos a trés lavagens com 1ml de
TE (TrisHCI 10 mM, EDTA 1mM, pH 8) por centrifugagdo a 10.000rpm por cinco minutos entre cada
lavagem. O sedimento foi entdo submetido a extracéo com 500m de DNAZzol, conforme as especificacoes
do fabricante. O DNA obtido foi diluido em 100 microlitros de NaOH 8 mM e 5m da suspensdo (400 —
500 ng) foram utilizados na PCR.

A PCR foi realizada conforme descrito anteriormente (A enzima Taqg DNA polimerase foi cedida pelo Laboratério
CENBIOT Enzimas— Centro de Biotecnologia— UFRGS) (Marchesin et a., 1998), com modificagdes. As sequéncias
dos “primers’ degenerados especificos para o gene gag, bem como sua posi¢ao na seqliéncia do provirus
CAEV-CORK (Saltarelli et al., 1990), sdo apresentados na Tab. 1. Apds a primeira PCR, utilizando-se os
“primers’ L3 e LRT3, o produto obtido foi submetido a uma segunda reagdo nas mesmas condicles da
primeira, mas utilizando-se o par de “primers’ L4 e LRT3 e com 21 do produto da primeira PCR como
fita molde (“hemi-nested PCR"). O primer L4 é complementar a uma sequéncia interna do produto
gerado na primeira PCR. Os produtos obtidos foram analisados em gel de agarose a 2%, corados com
brometo de etideo e visuaizados em transiluminador de U.V.

Tabela 1. Seqgiiéncias de nucleotideos dos “primers’ degenerados utilizados na PCR, especificos para o
gene gag dos lentivirus de pequenos ruminantes, e sua localizagdo no genoma

Denominagao Segiiéncia L ocalizagdo*
L3 5-GG(A/G)GGGAGAAG(CIT)TGGAA-3 962 -978

LRT3 5-ACATGCTTGCAT(C/T)TT(C/T)T-3 1582 — 1566
L4 5'-T(A/G)GC(C/IT)ATGATGCCTGG-3 1109 - 1125

*Segundo a seqiiéncia de nucleotideos da amostra CAEV-CORK (Sdltarelli et ., 1990).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho avaliou 0 uso de “primers’ degenerados para deteccdo de DNA provird do CAEV,
principalmente em situagdes nas quais o teste sorolégico ndo permite um diagndstico conclusivo. A
escolha de “primers’ degenerados teve como objetivo detectar 0 maior nimero possivel de amostras, uma
vez que eles foram desenhados a partir do alinhamento de cinco sequiéncias de SRLV disponiveis no
Genbank. A confirmacdo da especificidade dos “primers’ foi realizada em trabalho anterior, nho qual
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foram amplificados fragmentos a partir de isolados e clone de DNA provira (Marchesin et a., 1998). Os
fragmentos entéo obtidos foram igualmente submetidos a hibridizacdo — “ Southern blot” — com sonda
especifica (Marchesin, 1997).

Os resultados dos testes soroldgicos estdo resumidos na Tab. 2. Os soros suspeitos e negativos foram
avaliados novamente utilizando-se o soro controle positivo para p28. As 80 amostras foram igual mente
avaliadas por PCR, a partir de células sangliineas.

Tabela 2. Resultados dos testes sorol 6gicos de imunodifusdo em agar (AGID) e das reacfes em cadeia da
polimerase (PCR) para detecgdo do DNA proviral

AGID

SorosedA — gp 135 p28 .PCOS »

(reezssidain ) (positivos/suspeitos) (positivos/testados) (reel e taE )
MS/ 39 0/35 0/39 8/39
SP/19 16/3 2/3 5/19
CA/12 4/4 18 0/12
CE/10 0/1 2/10 3/10

* MS = Mato Grosso do Sul; SP = S&o Paulo; CA = Canadé; CE = Ceara

As amostras provenientes do Mato Grosso do Sul faziam parte de um programa de estabel ecimento de
propriedade livre dainfeccdo pelo CAEV, onde medidas de controle estavam sendo aplicadas. Os animais
com sorologia positiva confirmada pelo AGID haviam sido descartados anteriormente. Assim, os testes
soroldgicos, conforme o esperado, resultaram em 35 amostras suspeitas e 4 negativas das 39 analisadas.
No segundo teste, com soro controle anti-p28, todos as amostras de soro foram negativas. Todas as
amostras foram submetidas a PCR, e a partir de oito delas foram amplificados fragmentos do tamanho
esperado. Demonstrou-se, neste caso, que a PCR detectou animais infectados que ndo apresentaram
resultado conclusivo no teste de AGID.

Resultados diferentes foram observados na analise das amostras provenientes de Sdo Paulo. Em 18 das 19
amostras foi detectada a presenca de Ac utilizando-se o teste de AGID, embora o DNA provira tenha
sido detectado em apenas 5 das 19 amostras analisadas. Dessas cinco, apenas uma correspondia a uma
amostra suspeita no teste de AGID sendo as outras soropositivas. A discordancia entre os resultados
poderia ser explicada por: @ o nimero de cOpias de DNA provira integrado ao genoma das células
sanguiineas era pequeno e b) os “primers’ néo foram capazes de detectar variantes virais. Considerando-se
gue o0s animais apresentaram sorologia positiva para 0 CAEV quando avaliados pelo AGID, um teste
considerado de baixa sensibilidade, ha possibilidade de que a carga viral sgja baixa em funcéo de altos
titulos de Ac presentes. Isto explicaria um nimero pegueno de células contendo o provirus, diminuindo a
possibilidade de deteccdo na PCR. Esse fato ja foi demonstrado para outros lentivirus, como o virus da
anemiainfecciosa eqliina (EIAV) e o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Oaks et al., 1998). Além
disso, deve-se considerar que, diferente do que ocorre para os lentivirus indutores de imunodeficiéncia,
como o virus da imunodeficiéncia felina (FIV), o CAEV n&o infecta linfécitos e sim mondcitos
(Gendelman et al., 1985), que constituem apenas 10% dos leucdécitos do sangue periférico e somente
nessas células seria detectado o provirus integrado. Com relacdo a segunda hipétese (b), Turelli et al.
(1997) sugerem que o nimero de variantes virais ou “quasispécies’ em animais infectados pelo CAEV é
elevado, conforme ja demonstrado para HIV. Duas abordagens complementares poderiam esclarecer
esses resultados: 0 uso de outros “primers’ em regifes mais conservadas, como 0 gene pol por exemplo
(Leroux et a., 1995), e a utilizacgo de “ Southern blot”, 0 que aumentaria a sensibilidade de deteccéo dos
produtos de PCR que néo tivessem sido visualizados em gel corado com brometo de etideo.

Nas amostras provenientes de animais importados do Canada os resultados de PCR foram negativos, pois
os fragmentos amplificados n&o correspondiam ao esperado, embora em cinco das 12 amostras tenha sido



detectada a presenca de Ac no soro. A situacéo é similar a ocorrida com as amostras provenientes de Sdo
Paulo e asjustificativas paratais resultados também poderiam ser as mesmas citadas acima.

Das 10 amostras do Ceara , duas apresentaram Ac para CAEV e em trés foi detectada a presenca do
provirus. Das trés amostras positivas por PCR, duas tiveram resultado suspeito no AGID. Igualmente,
como observado nas amostras provenientes de MS, o nimero de animais infectados detectados foi maior
pela PCR do que pelo AGID.

Considerando-se o total de amostras avaliadas, o teste de AGID detectou maior nimero de animais
infectados pelo CAEV, 25/80, quando comparado com a PCR, 16/80. Anaisando amostras oriundas de
propriedades com programa de erradicagdo em andamento (MS), a PCR foi capaz de detectar animais
soronegativos.

Conclui-se que a utilizacdo de PCR como método de diagndstico do CAEV deve ser analisada com
cautela, em situagdes especificas. Na avaliacéo inicial de um rebanho deve-se considerar o uso de testes
soroldgicos e suas limitagdes. No desenvolvimento de um programa de estabel ecimento de propriedades
livres, a PCR podera permitir a deteccdo de animais infectados nos quais a sorologia ndo sgja conclusiva.
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