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Produ¢ao de antigeno nucleoprotéico do virus da artrite-
encefalite caprina e comparagao com o do virus Maedi-Visna
para utilizagdo em teste de imunodifusdo em agar gel'
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proteic antigen production and comparison with Maedi-Visna antigen in the immunodif-
fusion test.] Producdo de antigeno nucleoprotéico do virus da artrite-encefalite caprina e
comparacao com o do virus Maedi-Visna para utilizacao em teste de imunodifusao em agar
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A comparison of Maedi-Visna virus (MVV) and Caprine Arthritis-encephalitis virus (CAEV)
antigens for detection of antibodies to CAEV was performed using sera from 120 goats. The
sensitivity and specificity of the immunodiffusion test using MVV antigen compared to that of
CAEV antigen was 77.3% and 100%, respectively (X?, p < 0.01). These results suggested that

only CAEV antigen should be used in immunodiffusion tests for CAEV diagnosis.

INDEX TERMS: Caprine arthritis-encephalitis, Maedi/Visna, antigen, immunodiffusion.

RESUMO - Foi feita uma comparac¢io entre os antigenos (Ag),
preparados a partir dos virus Maedi-Visna (MVV) e Artrite-
encefalite Caprina (CAEV) para deteccdo de anticorpos contra
o CAEV em 120 amostras de soro caprino. A sensibilidade e
especificidade relativa da imunodifusdo em agar gel (IDAG)
usando-se Ag MVV em rela¢do ao Ag CAEV, foi 77,3% e 100%,
respectivamente (X2, p<0,01). Assim, para diagnéstico de in-
feccdo pelo CAEV recomenda-se apenas o uso de Ag prepara-
do a partir do CAEV.

TERMOS DE lNDEXACAO: Artrite-encefalite caprina, Maedi/Visna,
antigeno, imunodifusao.

INTRODUGAO

A Artrite-Encefalite Caprina (CAE) é uma enfermidade de
caprinos causada por um lentivirus (CAEV),
antigenicamente reacionado com o virus Maedi-Visna
(MVV) ou Pneumonia Progressiva dos ovinos (OPP)
(Gogolewski et al. 1985), que se encontra disseminada
principalmente nos paises onde a caprinocultura leiteira
é fortemente tecnificada (Adams et al. 1984, Peretz et al.
1993). A infeccao pelo CAEV é caracterizada por alta
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prevaléncia de soropositividade e, geralmente, baixa
morbidadade. Os animais infectados, mesmo aparente-
mente saudaveis ou soronegativos, podem disseminar o
virus continuamente (Rimstad et al. 1993).

Por essas caracteristicas da doenga e por nao existirem
sinais clinicos patognomonicos torna-se necessario o auxilio
de testes laboratoriais que permitam seu diagnoéstico. O tes-
te laboratorial para diagnéstico de infeccao pelo CAEV mais
difundido é o de imunodifusao em agar gel (IDAG), que tem
grande aceitacao na execucao de testes de rotina em reba-
nhos, devido ao custo relativamente baixo, a boa sensibilida-
de e especificidade, além da praticidade de execucao e leitu-
ra (Harkiss & Watt, 1990).

No Brasil os testes soroldgicos (utilizando-se Ag MVV ou
do virus OPP, importados) tém revelado a ocorréncia dessa
enfermidade nos Estados do Rio Grande do Sul (Moojen et al.
1986), Bahia (Fiterman 1988, Assis & Gouveia 1994), Ceara
(Pinheiro et al. 1989, Assis & Gouveia 1994), Pernambuco (Cas-
tro et al. 1994, Saraiva Neto et al. 1995) e Rio de Janeiro
(Cunha & Nascimento 1995).

A escolha do tipo de Ag para pesquisa de anticorpos para
CAEV tem sido motivo de controvérsia, pois, embora haja
recomendacao do emprego do MVV, recentemente tem sido
demonstrado que a IDAG com glicoproteinas do CAEV é mais
sensivel que a com Ag do virus OPP (Knowles et al. 1994). E
sabido que a regiao mais conservada do genoma do CAEV, e
que mostra maior homologia com lentivirus ovino, é a codifi-
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cada pelo gene gag, que é expresso na forma de
nucleoproteina (Pyper et al. 1986, Saltarelli et al. 1990), e
que pode ocorrer resposta imunoldgica seletiva para
-glicoproteinas ou nucleoproteinas do CAEV, dependendo da
fase de infec¢do (Johnson et al. 1983, Rimstad et al. 1994).
Este trabalho foi elaborado com o objetivo de comparar
antigenos nucleoproteicos do MVV e do CAEV para pesquisa
de anticorpos para CAEV em soros caprinos.

MATERIAL E METODOS

As células de membrana sinovial caprina (MSC), utilizadas para
replicagio viral, foram obtidas a partir de cabrito soronegativo,
oriundo de cabra também soronegativa para o CAEV pelo teste de
IDAG. As culturas foram estabelecidas a partir de explantes. Apos
remogao dos tecidos peri-articulares, as cavidades articulares foram
abertas, as membranas sinoviais delicadamente dissecadas,
umedecidas com meio essencial minimo (MEM-Eagle, contendo
penicilina, estreptomicina e anfotericina B), seccionadas em
fragmentos de aproximadamente 1,0 mm, que foram

cuidadosamente distribuidos na superficie de cultivo de garrafas de -

25 cm?, incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. Depois de,
aproximadamente, 30 minutos foram colocados 2,0 ml de MEM
suplementado com 15% de soro fetal bovino (SFB), suficientes para
cobrir os explantes. Passados quatro dias em estufa de CO, a 37°C,
foram acrescidos mais 3,0 ml de MEM com 15% de SFB. No décimo
segundo dia de cultivo os explantes foram removidos, as mono-
camadas tripsinizadas e subcultivadas na propor¢ao de 1:1, para a
obtenc¢ao de monocamadas. Finalmente, as células foram mantidas
por passagens seriadas, na propor¢ao de 1:3, bem como por
criopreservagao em N, liquido.

Para a producao do Ag foi utilizada a amostra de CAEV? isolada
nos Estados Unidos da América (Crawford et al. 1980) replicada em
células de MSC. Para isto, 1ml de suspensao viral estocada em N,
liquido foi diluida 1:10 e inoculada (2ml por garrafa de 75cm? de
area de cultivo) em monocamadas subconfluentes. Apos 2 horas a
379C o inéculo foi removido e substituido por 15ml de MEM contendo
2% de SFB. O sobrenadante foi colhido semanalmente e estocado -
20°C.

O Ag foi preparado pela concentragao por diélise (modificada de
Cutlip et al. 1977), apds descongelamento e centrifugacao dos
sobrenadantes a 3000 r.p.m. durante 20 minutos. O clarificado foi
removido e dialisado (tubo de dialise de 33 X 21mm,; INLAB) contra
PEG 8000 a 10% em salina fosfatada, até a concentracao de cerca de
50 vezes, quando foi colhido e estocado a -20°C. Apés desconge-
lamento, o concentrado foi submetido a tratamento com éter etilico,
em partes iguais, e homogeneizado durante 10 minutos, para
liberagao das proteinas internas do virion. Em seguida, este material
foi centrifugado a 2000 r.p.m. por 10 minutos para a separacao e
remogdo do éter.

0 Ag de MVV utlizado na comparagao com o CAEV foi o produzido
pelo Institut Pourquier (Montpellier, Fran¢a) constituido da
nucleoproteina p26 do virus MVV, conforme indicado pelo fabricante.

As amostras de soro foram obtidas no banco de soro caprino
do Laboratério de Doengas Infecto-Contagiosas do Departamento
de Medicina Veterinaria da UFRPE, onde estavam estocadas a -20°C,
colhidas de animais das racas Saanen, Toggenburg e Parda Alema,
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de rebanhos leiteiros, no total de 100 amostras; assim como de
animais sem raca definida oriundos do Sertao de Pernambuco e da
Paraiba, no total de 20 amostras.

Para realizagio do teste foi preparado agar noble (Difco) a 1,2%
em tampao borato (2g de NaOH, 9g de H,BO,, 11 de H,0 destilada
deionizada. A solugao foi aliquotada e mantida a 4-8 °C. No momento
do uso o agar foi liquefeito e distribuido em placas de Petri de plastico
descartaveis de 90mm de didmetro (16ml por placa), permanecendo
a temperatura ambiente até sua solidificacao e, posteriormente,
mantidas a 4-8°C. No dia seguinte, o gel foi perfurado com um molde,
de maneira a formar sete pogos de 8mm de didmetro e 3mm de
distancia entre as bordas, sendo um central e os outros seis
distribuidos em torno deste, de acordo com o preconizado pelo
fabricante (Institut Pourquier, Montpellier, Franga), para teste de IDAG
para MVV.

No momento da execucdo dos testes, o soro padrao e os testes
foram distribuidos em pocgos alternados e o antigeno no pogo central.
O soro padrao utilizado para o Ag CAEV foi um soro caprino forte
positivo pelo teste de IDAG do kit comercial, que detecta anticorpos
contra a nucleoproteina p26 do virus MVV (Institut Pourquier,

Montpellier, Franca).

As leituras foram realizadas ap6s 24, 48 e 72 horas, observando-
se a formagdo de linha de precipitagao entre o soro teste e 0 Ag,
sendo considerado positivo o soro cuja linha de precipitacao
apresentou identidade com a linha formada pelo soro padrao, e
negativos aquele onde nao houve formagao de linha de precipitacido
ou a linha formada nao teve identidade com a do soro padrao (linha
inespecifica). Para efeito de célculo os soros inconclusivos foram
considerados negativos. Os soros positivos foram classificados em
fraco positivo (+), positivo (+ +) e forte positivo (++ +), de acordo
com a intensidade e a posicao da linha formada entre o soro e 0 Ag
(quanto mais intensa e mais préoxima do po¢o do Ag a linha se
formava, mais forte era considerada a reagao).

Os resultados dos 120 soros testados pelos dois Ag foram
distribuidos em uma tabela de contingéncia 2x2 e utilizados como
referéncia para o calculo da sensibilidade e da especificidade relativas
(Thiry & Pastoret 1992). Os resultados dos testes foram submetidas
a anélise estatistica pelo teste de qui-quadrado (c?) (p < 0,01) (Dean
et al. 1990).

RESULTADOS

Na obtenc¢do de células de MSC utilizando-se a regiao
metacarpiana de ambos os membros houve produ¢ao de duas
a trés garrafas de cultura celular de 25cm? de area de cultivo
que se apresentaram viaveis para a primeira sub-cultura em
cerca de 10 a 12 dias. As células sub-cultivadas com interva-
los de 3 a 7 dias mantiveram-se em niveis satisfatorios de
vitalidade e produtividade por mais de 20 sub-cultivos. O CAEV
replicou-se bem tanto em células de baixa (5% a 7%) como em
alta (17* a 18?) passagens, produzindo efeito citopatico ca-
racterizado por vacuolizacao e formagao de sincicios.

A partir de 1ml de sobrenadante de cultura de MS
infectada, obteve-se virus suficiente para inocular 5 garrafas
de MSC de 75cm? de superficie de cultivo, que forneceram
em 4 coletas, aproximadamente, 300ml de sobrenadante rico
em particulas virais que concentrados renderam cerca de 6ml
de Ag, suficientes para testar 180 soros.

Dos 120 soros testados, o Ag CAEV produzido classnﬁcou
75 como positivos e 45 como negativos. Esses soros, quando
testados frente ao Ag MVV resultaram em 58 positivos e 17
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Quadro 1. Resultados dos testes de IDAG utilizando-se os Ag

CAEV e MWV
Resultado do teste Resultado do teste Total
com o Ag MVV? com o CAEV
Positivo Negativo
Positivo 58 0 58
Negativo 17 45 62
Total 75 45 120

4 Institut Pourquier, Montpellier, Franga.
Especificidade = 100%; Sensibilidade = 77,3%; Concordancia = 86%;
X2 (corregdo de Yates) = 64,3 (p < 0,01).

negativos (Sensibilidade relativa de 77,3%). Os 45 soros clas-
sificados como negativos pelo Ag CAEV apresentaram o mes-
mo resultado frente ao Ag MVV (Especificidade relativa de
100%). Apesar da concordancia de 86% entre os testes, houve
diferenca estatisticamente significativa entre os resultados
obtidos com os antigenos CAE e MVV (p < 0,01) (Quadro 1).

80 776
70 |
60
50 |
40 |
30 |
20
10
0

Maedi/Visna
EAEC

%

+ ++ +4++

Fig. 1. Distribui¢do de frequéncia dos soros positivos em fun¢ao da
intensidade de formag@o da linha de precipitacao frente aos Ag
CAEV e MVV.

Para melhor avaliagao dos resultados foi comparada a dis-
tribuicao de intensidade na formagao das linhas de precipita-
¢ao entre os soros testes e cada Ag, onde observa-se um mai-
or nimero de soros positivos (++ e + + +) para o teste com
o Ag CAEV (Fig. 1).

DISCUSSAO

A cultura de células de MSC demonstrou ser relativamente
simples quanto a sua técnica de obtencao, desde que se per-
mitisse que os explantes aderissem a garrafa durante cerca
de 30 minutos. Tempo inferior provocava o deslocamento
celular quando da colocagao do meio de cultura, e tempo
superior ressecava a base do explante de forma a nao permi-
tir a formagao da camada de células.

De acordo com os dados apresentados no Quadro 1, ob-
servou-se igual especificidade, porém menor sensibilidade
relativa do Ag MVV frente ao Ag CAEV. Os resultados discor-
dantes podem ser explicados pela diferenca antigénica entre
os dois virus, apesar da menor divergéncia no gene gag, que
codifica as nucleoproteinas (Pyper et al. 1986, Saltarelli et al.
1990), principais componentes dos Ag avaliados (Adams &

Gorhan 1986). Por outro lado, Castro et al. (dados ndo publi-
cados) tém observado que soros negativos pelo teste de IDAG
com Ag MVV deram reacao positiva frente a esse teste utili-
zando Ag glicoproteico produzido com o CAEV, assim como
quando testados por ELISA indireto com Ag CAEV.

Adicionalmente, ficou demonstrado (Fig. 1) que 0 Ag CAEV
apresentou maior niimero de reacOes mais intensas (++ e
++ +). Ressalte-se que muitos soros com rea¢ao menos in-
tensa (+) frente ao Ag MVV, apresentaram reagoes mais for-
tes frente ao CAEV. E importante salientar, apesar de nao es-
tar exposto no trabalho, que o estado de positividade e
negatividade de cada soro era previamente conhecido (com
excecao dos 20 soros do Sertao), pois haviam sido submeti-
dos, ha cerca de dois anos e meio, a IDAG (Ag nucleoprotéico
do MVWV), e congelados a -20°C. Alguns soros anteriormente
fraco positivos com o Ag MVV, passaram a nao mais reagir
com esse Ag, porém revelaram-se positivos ao Ag CAEV, dimi-
nuindo a sensibilidade relativa do Ag MVV. Nesse periodo pode
ter ocorrido diminui¢ao no titulo de Ac dos soros, o que su-
gere maior capacidade de deteccao, por parte do Ag CAEV,
de soros com baixos titulos.

No que se refere as leituras, apesar de muitos soros em
ambos os testes ja haverem formado linha de precipitacao
com 24h, somente a partir de 72h os resultados tornaram-se
estaveis, denotrando a importancia do fator tempo na leitu-
ra e registro dos resultados.

Finalmente, conclui-se que o Ag nucleoprotéico, prepara-
do a partir da técnica de concentragao por dialise e trata-
mento com éter etilico, do CAEV mostrou-se mais eficiente
do que 0 Ag MVV na detecgao de Ac contra o CAEV através da
IDAG. Considerando-se a superioridade do uso de
glicoproteinas do CAEV quando comparadas com MVV
(Knowles et al. 1994), a producao seletiva de resposta
imunolégica para glico ou nucleoproteinas do CAEV (Johnson
et al. 1983, Rimstad et al. 1994) e a consequente necessidade
do uso dessas duas principais proteinas virais na deteccao do
maior nimero de animais soropositivos para CAEV (Adams &
Gorhan 1986), recomenda-se a produgao Ag glicoprotéicos e
nucleoprotéicos a partir do CAEV (preferencialmente de amos-
tras isoladas no Brasil), ao invés do MVV, e sua utiliza¢ao para
testes de monitoramento, visando o controle ou erradica¢ao
da AEC em nossos rebanhos, assim como nos estudos
epidemiolo6gicos.
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