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RESUMO

Aartrite encefalite caprina (CAE) doenga viricacomumem cabras leiteiras. A introducdo de
animaisinfectados norebanho é umadasformasde disseminagédo maisimportantes, especial-
mente, pela dificuldade de diagnoéstico nos estagios iniciais. Objetivou-se verificar o risco de
disseminacdo da CAE através da comercializacdo de animais jovens soronegativos. Foram
utilizados 46 animais da raca Saanen de aproximadamente 1 ano de idade, sendo todos filhos
ou netos de animais soropositivos para CAE. Estes animais foram acompanhados clinicamente
por 1 ano, sendo submetidos a 2 testes de imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA), para a
deteccdo de anticorpos anti-caev, feitos com intervalo de 6 meses. Ao final deste periodo os
mesmos foram submetidos ao teste de Reacdo em Cadeiade Polimerase-Nested (PCR-Nested)
para a deteccdo do DNA proviral em mondcitos. Nos testes soroldgicos apenas um animal
apresentou resultado positivo no segundo exame, enquanto que no PCR-nested 35 mostraram-se
positivos (76,08 %). Pode-se concluir que a aquisicdo de animais jovens, oriundos de proprie-
dades com historico de CAE, representa um alto risco na disseminacao desta enfermidade,
especialmente, quando se utiliza o teste de IDGA como Unico método de diagnostico dainfeccao
no momento da aquisicao destes animais.
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ABSTRACT

CAPRINE ARTHRITIS ENCEPHALITIS IN KIDS GOATS OF FLOCKS WITH CONTROL
PROGRAM IN THE STATE OF CEARA, BRAZIL. Caprine arthritis encephalitis is a rather
commom viral disease affecting dairy goats. The introduction of infected animals in the herd
is an important form of dissemination, especially due to difficulties in getting an infection
diagnosis in its early stages. The objective this study was to evaluate the risks of CAE
dissemination through sales of young animals soronegative to the infection. Forty-six animals
of the Saanen breed, approximately one year old, were used in the test, all of them either sons
or grandsons of the CAE soropositiveanimals. Theanimalswereclinically monitored foral-
years period,and submitted to 2 agarose gel immunodifusion (IDGA) tests for detection of anti-
CAEV antibodies, performed at 6-month intervals. Atthe end of that period, the animals were
submitted to the nested polymerase chain reaction (PCR-nested) test for detection of proviral
DNA in monocitys. Inthe serological tests, only1animal showed a positive resultin the second
exam, while in the PCR-nested 35 animals (76.08%) were positive. The present results support
the suspicionthatthe acquisition of young animals from property with a history of CAE poses
ahighrisk for dissemination of the disease, particularly whenthe AGID testis the only method
used to diagno< the infection when animals are purchased.
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INTRODUGAO

A artrite encefalite caprina (CAE) doenca viral
causada por RNA virus da familia Retroviridae e do
género Lentivirus (Crawrorp et al., 1980; Abawms et al.,
1980). Os virus deste grupo se caracterizam por
produzir doencas degenerativas, cronicas e progres-
siva, com longo periodo de incubagdo SIGURDSSON,
1954).

A CAE manifesta-se, clinicamente, por umasevera
artrite em animais adultos e leucoencefalomielite em
animais jovens (Corketal., 1974). Mamite e pneumonia
intersticial também podem ocorrer em caprinos
infectados pelo virus (Zink et al., 1987). Entretanto,
muitos animais infectados ndo desenvolvem sinais
clinicos, mas permanecem soropositivos por toda
vida (Cutuip et al., 1992).

A principal forma de transmissao do virus é pela
via digestivaatravés daingestdo de colostro e leite de
animais infectados (MseLLi-LakHAL et al., 1999; ELuis et
al., 1986). Também pode ocorrer pelo contato direto
prolongadoeatravésdeoutrasfontes decontaminagdo
como sangue, fezes, saliva e secre¢des urogenitais
(Rowe et al., 1992). O virus também ja foi identificado
no sémen de animais infectados, representando as-
sim uma possibilidade de transmissdo pela monta
natural ou inseminacao artificial (Anpriouietal., 1999;
Travassos et al., 1999). A comercializacdo de animais
é também um fator agravante, uma vez que com a
introducdo de animais infectados no plantel a dis-
seminacdodaenfermidade é praticamente inevitavel.

O controle dessa enfermidade é complexo e labo-
rioso, devido a ocorréncia de portadores assintoma-
ticos, lentaproducéo deanticorpos, indisponibilidade
devacinaseampladisseminagdo, principalmenteem
rebanhos leiteiros (Joac, 1996). Sendo fundamental a
identificacdo precoce de animais portadores.

A principal forma de deteccdo de animais
infectados é o0 uso de testes sorolégicos como a
imunodifusdoem gel de agarose (IDGA), que devido
sua alta especificidade e praticidade, é o teste indi-
cado pela Organizagéo Internacional de Epizootias
para o diagnéstico da CAE (OIE, 1996). Entretanto,
possui um valor limitado na identificacdo de ani-
mais em fase inicial da infec¢cdo (BropiE et al., 1998),
constituindo um grande problema quando na aqui-
sicdo de animais. Para o diagndstico precoce, técni-
cas moleculares de detec¢do viral vém sendo aplica-
das dentre elas a Reacdo em Cadeia pelaPolimerase
(PCR), que detecta a presenga do material genético
do agente causador dadoenca, ndo necessitando de
nenhuma resposta do organismo, como a producéo
de anticorpos. A PCR tem se mostrado uma técnica
dealtasensibilidade e especificidade nodiagndstico
de vérios agentes etiologicos, inclusive o CAEV
(BArRLOUGH et al., 1994).

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo
pesquisar a presencadoCAEV emanimaisjovens, de
alto padrao genético negativos pelo IDGA, pertencen-
tesarebanhos com programa de controle da enfermi-
dade, verificando o possivel papel dacomercializacao
destes animais na disseminacdo do agente.

MATERIAL E METODOS
Animais

Os animais utilizados neste trabalho provinham
de2rebanhoscomerciais situados naregido metropo-
litana de Fortaleza, que adotavam um programa de
controle da CAE, um haviainiciado o programahéa 4
anoseooutroseencontravanoiniciodaimplantacéo.
Emambos, o controle consistianasorologiasemestral
de todos animais com eliminagéo dos soropositivos,
alémdaseparacao dos cabritoslogo ap6s o nascimento,
com o fornecimento de colostro artificial aos filhos de
maes infectadas.

Duranteumano, 46 animaisdaracaSaanencom
alto padrao zootécnico de aproximadamente 1 ano
de idade foram acompanhados clinicamente. To-
dos animais amostrados eram filhos ou netos de
animais positivos, sendo criados separados dos
demais.

Amostras

Além do acompanhamento clinico os animais
foramsubmetidosadoistestesde IDGAcomintervalo
de seis meses. Na ocasidao do segundo exame foi
realizado também o teste da Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR).

A coleta das amostras sanguineas foi feita por
venopuncao jugular, sendo que parao IDGA acoleta
de sangue foi feita em recipiente sem anticoagulante
para a posterior obtencdo do soro. Para a PCR foi
coletado sangue total para posterior obtencdo da
papa leucocitéria.

Sorologia

Asamostrasdesoroforamsubmetidasaoidgade
acordo com o descrito por Cutui et al., (1982), utili-
zando um "kit" do Institut Pourquier, Franga, que
tem como antigeno a proteina do capsideo p28 do
CAEV. Apos adisposi¢do dos soros teste, controle e
antigeno no gel de agarose estes foram incubadosa
temperatura ambiente em camara umida por 72h,
quando foi realizada a leitura das placas, sendo
considerados positivos aqueles soros que tinham
formacdo de uma linha identidade especifica entre
ele e o antigeno.
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Extracdo do DNA leucocitario

ODNA leucocitério foi extraido mediante o usodo
DNAzol (Gibco). Os leucécitos foram lisados e
centrifugados a 14.000 rpm por 10min utilizando 1
mL de TE (10 mM trise 1 mM EDTA) para 200 mL da
camada de leucdcitos. Apo6s a centrifugagdo o Pellet
formado foi solubilizado em 300 mL de DNAzol. O
sedimento de DNA obtido foi lavado com 1 mL de
etanol 95% por duasvezes, sendo centrifugadoacada
lavagem e ressuspenso em 8 mM NaOH e estocado a
-4° C, posteriormente utilizado na PCR.

Primers e técnicada PCR

Foram utilizados primers degenerados especifi-
cos para um fragmento conservado do genegag, situ-
ado entre as posi¢Oes 962 e 1.582 do clone CAEV-
Co.(SALTareLLl et al., 1990), que codifica parte da pro-
teina p27 do capsideo. Os primers foram L3 situado
entre a posi¢ao 962 a 978 com sequiéncia 5’-GG(A/
G)GGGAGAAG(C/T)TGGAA-3’e L4 localizado en-
tre a posicdo 1109-1125 de sequéncia 5-T(A/
G)GC(C/T)ATGATGCCTGG-3’,amboscomo primers
"sense"eLRT3 situadoentreaposi¢do 1566a1582de
sequéncia 5’-ACATCCTTCCAT(C/T)TT(C/T)T-3
como primer "antisense" (Rutkosk et al., 2001).

Foi realizada a PCR nested (Barloughet al, 1994)
com o produto amplificado correspondendo a um
fragmento de 467 pb. A PCR for realizada conforme
descrito anteriormente por (MarcHEsIN et al., 1998),
modificada por Rutkosk et al. (2001).

Realizadas as reagdes de amplificagdo, as amos-
tras foram analisadas por eletroforese horizontal em

geldeagarose 1,5% comtampao TAE 1X, coradascom
brometo de etideo e visualizadas em luz ultravioleta.

Analise Estatistica

A relagdo entre as proporg¢des de positivos aos
testes de PCR e IDGA foram analisadas pela aplica-
¢do do teste de Fisher com probabilidade de 1%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Clinicamente, osanimais ndo apresentavamindi-
cios de doenga, estando todos saudéaveis e aptos para
a comercializagao.

Todos os animais estudados apresentaram-se
negativos no primeiro exame soroldgico. Comarepe-
ticdodoteste, 6 mesesdepois,umanimalsoroconverteu
e 0s demais permaneceram negativos. Entretanto, ao
serem submetidos a PCR 35 (76,08%) animais foram
positivos, indicando a presenga do virus.

No primeiro rebanho, 30741 (73,17%) animais
foram positivos por PCR, enquanto que apenas 1
animal (2,46%) foi detectado no segundo exame de
IDGA.Janosegundorebanho, todos obtiveram resul-
tados negativos nos dois exames sorolégicos e resul-
tados positivos para PCR (Tabela 1).

A amplificacdo do DNA proviral revelou clara-
mente a formacdo de um fragmento com 467 pb,
correspondente ao resultado esperado pelos primers
utilizados. O aparecimento de bandas adicionais
pode ser creditado a anelamentos inespecificos ou
extensdo de primers com seqUéncias nao
correlacionados no DNA proviral (Fig. 1).

M 36 37 38 39 40 41 42 43 4 C M

1829

1334
866
524
461
404

467pb

Fig. 1 - Resultados de PCR dos animais do primeiro rebanho. M corresponde ao marcador de peso molecular, nimeros

36 a0 44 animais positivos e C o controle negativo.
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Tabelal-Caprinosjovens positivos para Artrite Encefalite Caprinaem 2 rebanhos comerciais da regido metropolitana
de Fortaleza-CE para 2 testes de IDGA, intervalados por 6 meses, e pela técnica de PCR. (2002).

Rebanhos Animais Testes (%)

IDGA 1 IDGA2 PCR
Rebanho 1 41 0 1(2,46) 30 (73,17)
Rebanho 2 5 0 0 5 (100)
Total 46 0 1(2,17%) 35 (76,08)

Letras diferentes namesma linha indicam diferencga estatisticamente significante (P > 0,01)

Os resultados positivos pelo IDGA concordaram
com o PCR, entretanto o método soroldgico detectou
apenas 1 animal (2,17%) enquanto que o método
molecular detectou 35 (76,08%) de animais positivos,
como esperado.

Provavelmente, todos animais positivos por PCR
infectaram-se logo nos primeiros meses de vida, entre-
tanto possuiam dois exames consecutivos negativos
pelo IDGA, com exce¢do de um que soroconverteu no
segundo exame. Este fato pode ser explicado pela
lenta producéo de anticorpos, fato que pode levar a
soroconversdo tardia desses animais, podendo esta
acontecer meses ou anos apos a infec¢do (Bropieetal.,
1998). O baixo nimero de animais positivos pelo
IDGA pode ser explicado ainda pelo fato de que os
animais em questao certamente estdo numa fase ini-
cialdainfecgdo. Nestafase,aproducdo de anticorpos
é inexistente ou baixa, ndo sendo detectado pela
imunodifusdo (Apaws, 1982). O IDGA necessita de
uma quantidade de anticorpos relativamente alta (30
ug/cm3) para ser identificado (Tizarp, 1998). WAGTER
et al., (1998) afirmam que a producéo de anticorpos a
niveis detectaveis pelo IDGA é demorada, podendo
ocorrer até 18 meses ap0s a deteccdo pelo PCR ou até
mesmo n&o acontecer.

Outra provavel explicacdo parao pequeno nimero
deanimais positivospelo IDGA poderiaseratolerancia
ao virus. Neste caso o animal se infecta ainda nos
primeiros meses da gestacdo, ndo sendo capaz de
identificar o viruscomouma particulaestranha. Desta
forma, ao nascimento o animal ndo produz anticorpos
contraoagente. Eoqueacontece eminfeccdes causadas
pelo virus dadiarréiaviral bovina (BVDV), quando a
infeccdo ocorre no primeiro trimestre da prenhez
(StotT, 2003). Na anélise do primeiro rebanho, veri-
fica-se certa semelhanga com esta situa¢do. Embora
este fato nuncatenhasido relatado parao CAEV, ndo
pode ser descartado, sendo necessario um estudo
mais aprofundado para sua confirmagao.

Atécnicade PCRjatemsido utilizadacom sucesso
na identificacdo de lentivirus de pequenos ruminan-
tese possui umaaltasensibilidade, podendo detectar
in vitro 1 fg de DNA de CAEV, o que corresponde
aproximadamente a 188 moléculas do DNA do

provirus (CLaviio & THorseN, 1996). Trabalhando com
cultivos celulares Zanoni et al. (1990) também de-
monstraram que atécnicade PCR éaltamente sensivel
e especifica. Em seus estudos, o DNA proviral do
CAEV foidetectado umdiaaposainfeccio de cultivos
celulares e a técnica permitiu a deteccdo de apenas
uma célula infectadaem um cultivo que continha 10°
células.

Atécnicade PCRtambém ébastante versatil ejafoi
adaptada para varios tipos de amostras clinicas,
como sangue, leite, sémen e outros tecidos. (BarLoucH
et al., 1994; Rivstap et al., 1993; Wagcrter et al., 1998;
Travassos et al., 1998). Entretanto, em se tratando de
animais jovens em estagios iniciais da doenca, as
amostras sangiineas sdo mais eficientes para a
deteccdo de DNA proviral (WacTer et al., 1998).

Embora o IDGA possua baixa sensibilidade, ndo
detectando animais em fase inicial da infecgdo, o
mesmo possui uma especificidade de 100% (KnowLes
etal., 1994). Este fato, aliado ao baixo custo e a alta
praticidade, esse teste tem uma grande importancia
principalmente em levantamentos epidemioldgicose
natriagem de animais. No caso do comércio interna-
cional de pequenosruminantes, o IDGAérecomenda-
dopelaOrganizagdo Mundial de Satide Animal para
diagnéstico dainfeccdo pelo CAEV (OIE, 2004). Entre-
tanto, de acordo com os resultados obtidos, 0 mesmo
nao deve ser utilizado isoladamente na aquisicéo de
animais.

Resultados discordantes entre PCR e IDGA ja
foram descritos. Rimstap et al. (1993) demonstraram
gque 25% dos animais estudados, soronegativos por
ELISA, IDGA e WESRTERN- BLOT, foram positivos
por PCR. WagcTer et al. (1998) trabalhando com ani-
mais que faziam parte do programa de controle naci-
onal holandés contra CAEV/MVV observaram que
oito animais soronegativos foram positivos por PCR,
demonstrando que o teste é mais sensivel na deteccéo
de animais em estagios iniciais da infecgao.

E comum entre os caprinocultores a aquisicao e
troca de animais entre plantéis, principalmente jo-
vens de alto padréo genético, fato que de acordo com
os resultados obtidos, representa um grande risco
para disseminacado do CAEV, mesmo quando se tra-
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tam de propriedades que possuam programas de
controle da enfermidade como nestes casos. Desta
forma, ficoudemonstrado queautilizacdodetécnicas
de diagndstico mais sensiveis,comoaPCR, é impres-
cindivel para a obtencéo de rebanhos livres da infec-
cdo pelo CAEV.
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