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ABSTRACT

Background: Caprine Arthritis Encephalitis (CAE) is a disease that causes productive losses in dairy goat flocks due to the
reduction in milk production, followed by lesions in joints and mammary glands. An early diagnosis is essential, considering
that there is frequent occurrence of asymptomatic animals. Hence, this study aimed to perform a comparison of immuno-
logical and molecular based diagnostic tests, represented by Agar Gel Immunodiffusion (AGID), Western Blot (WB) and
nested Polymerase Chain Reaction (nPCR). In addition, the mammary glands (MG) of dairy goats were clinically evaluated.
Materials, Methods & Results: Blood collection and clinical examination were performed in 1191 dairy goats of 12 farms located
in Northeastern and Southeastern regions of Brazil. Serological (AGID, WB) and molecular (nPCR) test results were compared
and the data, along with MG alterations, were analyzed using Epi-info 7 and WinEpiscope 2.0. Seroprevalence in AGID test was
41.14% (490/1191). In WB, 51.47% (613/1191) of animals were seropositive and nPCR detected 69.44% (827/1191) positive
animals. Hence, WB was more sensitive (P < 0.001) than AGID. However, nPCR detected more positive animals than AGID (P
<0.001) and WB (P < 0.001). The analysis of mammary glands revealed that 105 out of 1096 nanny goats presented alterations,
of which 101 presented altered consistency, 16 presented elevated temperatures and 60 had enlarged retromammary lymph nodes.
There was significant statistic difference (P < 0.05) only when comparing the results of serological tests with MG alterations.

Discussion: In general, AGID technique is most frequently used when screening flocks for the disease due to the practicality
and low cost this test presents. However, the results demonstrated that AGID detected the lowest number of positive animals.
This low sensitivity that the test presented may be attributed to its antigen-antibody interaction mechanism, considering that agar
gel precipitation requires multiple interactions. In addition, WB was more effective than AGID in detecting antibodies. On the
other hand, nPCR was important for the detection of infected animals that serological tests failed to detect. The intermittence of
immunological response observed in the serological tests may be explained by the variation of antibodies levels that may occur
during life. Likewise, viral compartmentalization would justify the intermittent detection of proviral DNA. Hence, the results can
be influenced by the viral intermittence, test sensitivity, late seroconversion and statistic values that can be calculated (sensitivity,
specificity, positive predictive value, negative predictive level and kappa). Crossing the results of the diagnostic tests with the dif-
ferent mammary gland alterations, it was shown that there was a statistically significant difference (P <0.05) only in the comparison
of the results of the serological tests with GM alterations. Everything indicates that the humoral or cellular immune system being on
stimulus is more propitious to find these changes. In conclusion, WB was more sensitive than AGID and, considering that nPCR
can detect a larger number of animals infected with the goat lentivirus, it must be associated with a sensible serological test, such as
Western Blot. In addition, infected animals have alterations in MG, which is more frequent in cases with positive serological results.
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INTRODUCAO

A Artrite Encefalite Caprina (CAE) ocasiona
perdas econdmicas, em geral, relacionadas a sinais cli-
nicos e reducdo da produgdo leiteira dos animais [17].
Dentre as formas clinicas dessa enfermidade a mamadria
tem maior relevancia por ocasionar danos na producao
leiteira, e predispor infeccdes secunddrias na mama.
Dessa forma, torna-se de grande valia a detec¢@o precoce
da enfermidade devido a inexisténcia de uma vacina e/
ou tratamento eficaz contra o lentivirus caprino, e ocor-
réncia de animais infectados, porém assintomaticos [19].

Assim, técnicas como a Imunodifusdo em Gel
de Agarose (IDGA), juntamente como a imunoadsor-
¢ao enzimdtica (ELISA) indireto sdo os testes reco-
mendados pela Organizacdo Mundial de Satide Animal
(OIE) [20]. Mas, em virtude da alta especificidade e
sensibilidade o Western Blot (WB) tem-se destacado
na detecgdo de anticorpos contra o lentivirus [22,32].
Enquanto isso, na detec¢ao direta opta-se pela reagao
em cadeia da polimerase (PCR) e suas variacdes, a qual
se baseia na amplificacdo in vitro de uma sequéncia
especifica de dcido desoxirribonucleico (DNA). Por-
tanto, objetivou-se comparar os testes de diagnéstico
imunolégicos e molecular baseados no IDGA, WB
e nPCR, bem como avaliar clinicamente a glandula
mamaria (GM) de matrizes de rebanhos leiteiros.

MATERIAIS E METODOS

Localizacdo

A pesquisa foi realizada em 12 propriedades
com representatividade na producdo de leite caprino em
estados de duas regides do Brasil, as quais representam
cerca de 94,54% do rebanho caprino brasileiro [15].

Animais

Utilizou-se um total de 1096 fémeas, 12 ma-
chos jovens e 83 reprodutores, totalizando 1191 ani-
mais de raca de aptiddo leiteira submetidos a sistema
intensivo de produc¢ao, e com idade a partir de 12 meses

Procedimento experimental

Para os testes de diagnéstico utilizou-se o
plasma sanguineo e os leucécitos obtido pela coleta de
sangue por venipuntura da jugular de todos os animais,
por sistema a vdcuo, com dois tubos! de 10 mL com
anticoagulante. Durante as coletas de sangue também
realizou-se exame clinico da glindula mamaria nas fé-
meas através da inspecao e palpacdo, a fim de verificar

alteracdes na consisténcia, na temperatura e alteragao
do linfonodo retromdmario. Apds a coleta, os tubos fo-
ram centrifugados em centrifuga (Excelsa® 11 206 BL)?
ndo refrigerada a 1.500 g por 15 min, com o plasmae a
camada de leucdcitos transferidos separadamente para
microtubos®, sendo a camada de leucdcitos colocada
juntamente com 600 uL de cloreto de amdnia*, apés
todos os microtubos eram acondicionados em gelo
em embalagem isotérmica (isopor), e encaminhados
a Embrapa Caprinos e Ovinos em Sobral, Ceara, onde
foram estocados a -20°C.

Na detecgdo de anticorpos contra o virus da
CAE no plasma sanguineo utilizou-se a microtécnica
de imunodifusdo em gel de 4gar (MIDGA) [12], e a
técnica de Western Blot (WB) [32]. O antigeno para
o IDGA foi produzido experimentalmente pelo Labo-
ratério de Virologia da Embrapa Caprinos e Ovinos
segundo metodologia de Pinheiro et al. [25] com cepa
padrao CAEV-Cork (Amostra viral gentilmente cedida
pela UFRPE)’. No preparo do antigeno utilizado no
WB utilizou-se o método de ultracentrifugacdo em
gradiente de sacarose* [11].

A extracdo de DNA ocorreu a partir dos leuco-
citos conforme Grimberg et al. [13]. Posteriormente as
amostras de DNA foram submetidas a nPCR [2]. Duas
etapas de PCR foram realizadas a fim de amplificar um
fragmento, do gene gag de 185 bp de DNA pré-viral
do lentivirus. Todos os iniciadores foram determinados
a partir da regido do gene estrutural gag da amostra
padrao CAEV-Cork [33] (Tabela 1).

As reagdes de PCR foram realizadas em ter-
mociclador (Mastercycler ep Gradient 5341)* com um
volume final de 50 pL, contendo tampdo Tris-HCl
(pH:8,3)* - 10 mM; KCI - 50 mM*; MgCI? - 1,5 mM?*;
100 uM de cada dNTP4; 20 pmol de cada iniciador
2UI de Taq DNA polimerase*. Na primeira rodada 3
uL de DNA da amostra foi adicionado e na segunda
rodada 1 pL do produto amplificado da primeira ro-
dada. Foi utilizado um controle negativo (sem DNA)
e um controle positivo obtido a partir de células de
membrana sinovial caprina (MSC) infectadas com
cepa CAEV-Cork.

As etapas foram constituidas por uma desna-
turacdo inicial 94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos:
desnaturacdo 94°C por 1 min., anelamento 56°C por 1
min, extensdo 72°C por 45 s, seguidos de uma extensao
final de 72°C por 7 min. Por conseguinte os produtos
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose*a
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2%, corado com brometo de etidio* e visualizado em
transiluminador ultravioleta (BenchtopTM UV)® e foto
documentadas. Os tamanhos dos fragmentos amplifi-
cados foram comparados ao padrio de peso molecular
100pb DNA ladder (TrackltTM) e ao controle positivo.

Andlise estatistica

Realizou-se um estudo comparativo dos resul-
tados obtidos nos testes de IDGA, WB e PCR. Foram
avaliados sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo e negativo, e eficiéncia (habilidade do um teste
identificar corretamente todos os individuos positivos
e negativos). Os resultados dos testes foram compara-
dos através do teste de Qui-quadrado com corre¢do de
Yates (%?) [37]. Calculou-se, também, o indice Kappa
entre os resultados dos testes. Os dados foram analisa-
dos estatisticamente utilizando os programas Epi-info
7.08 e WinEpiscope 2.0°. As alteracdes na glandula
mamadria foram confrontadas com os resultados dos trés
testes de diagndstico e comparadas através do teste de
Qui-quadrado com correcé@o de Yates ()).

RESULTADOS

Analisando os dados desse estudo (Figura 1)
observou-se que 41,14% (490/1191) dos animais foram
soropositivos para a CAE pela IDGA, e no WB esse
percentual elevou-se para 51,47% (613/1191). Enquan-
to isso no nPCR em 69,44% (827/1191) dos animais
experimentais foi detectado DNA pré-viral. Vale res-
saltar que todos os animais positivos na IDGA, foram
positivos no WB, o qual detectou ainda 123 amostras
positivas que a IDGA nao conseguiu detectar, e por-
tanto o WB foi mais sensivel (P < 0,001) que a IDGA.

Quanto ao nPCR, este detectou uma maior
quantidade de animais com a doenga quando compa-
rado com a IDGA (P < 0,001) e o WB (P < 0,001),
sendo que das 827 amostras positivas para este, 52,36%
(433/827) e 41,60% (344/827) foram negativas na
IDGA e WB, respectivamente. Neste estudo aliando
o resultado de animais positivos no WB e/ou no nPCR
verificou uma positividade de 80,35% (957/1191),
indice este bem superior (P < 0,001) ao encontrado no
caso dos testes realizados isoladamente (WB: 51,47
%; nPCR: 69,44%).

Na Tabela 2 observa-se que 0 WB em relacdo
ao IDGA apresentou indice Kappa de 0,795 valor
que demonstra a concordancia dos resultados de WB.
Considerando a relacdo entre nPCR com IDGA e WB
os valores de Kappa 0,169 e 0,195, respectivamente,

foram baixos pois considerou-se a relagdo entre os
testes soroldgicos e molecular, métodos os quais utili-
zam meios diferentes para a detectar a infec¢do. Além
disso pode existir a possibilidade, ainda que remota, do
nPCR apresentar falso positivo. Os niimeros de sensi-
bilidade (Sens), especificidade (Espec), concordancia
(Conc), valor predito positivo (VPP) e negativo (VPN)
foram satisfatdrios.

Com relacdo a andlise da glandula mama-
ria, das 1096 fémeas, 101 obtiveram alteracdes na
consisténcia, 16 tinham aumento na temperatura da
glandula e 60 animais tiveram aumento do linfonodo
retromamadrio. Cruzando os resultados dos testes de
diagndstico com as diferentes alteracdes na glandula
mamdria (Tabelas 3 e 4) demonstrou-se que houve
diferenca estatistica significativa (P < 0,05) apenas
na comparacio dos resultados dos testes sorolégicos
com as alteragdes da GM. Neste estudo animais com
resultado positivo para CAE apresentaram mais alte-
racdes na GM do que animais negativos (P < 0,05).
Nao foi observada diferenca estatistica significativa
quando comparado os resultados de nPCR com as
alteracdes na GM. Ja os resultados sorolégicos foram
estatisticamente significativos demonstrando que ¢
mais provavel encontrar alteracdes na GM em animais
com resultado sorolégico positivo.

DISCUSSAO

No presente estudo a IDGA entre os testes
utilizados foi o que detectou um menor nimero de
animais positivos, podendo-se atribuir essa ocorréncia
a baixa sensibilidade do mesmo, a qual ja foi eviden-
ciada em outras pesquisas [1, 22]. Segundo Pinheiro
et al. [26] ao analisarem a sensibilidade dos testes de
diagnéstico IDGA, ELISA e WB constataram que o
WB tem a capacidade de detectar anticorpos em uma
diluicdo de até 128 vezes maior que o IDGA e 16 vezes
maior que o ELISA, o que justifica a diferenca entre
o nivel de deteccio de anticorpos entre esses testes. A
menor sensibilidade da IDGA pode ser explicada em
parte pelo mecanismo de interag¢@o antigeno-anticorpo.
Embora os testes imunoenzimaticos requeiram a li-
gacdo de somente um simples epitopo para obter um
resultado positivo, a precipitacdo em gel de dgar requer
interacdes multiplas antigeno-anticorpo [10].

Diferentemente dos testes soroldgicos a PCR
detecta diretamente o virus pela amplificacdo de uma
parte do DNA pré-viral, assim um teste molecular
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Figura 1. Associagio dos resultados do diagndstico sorolégico entre Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA) com Western Blot (WB) e de ambos com
a Reac@o em Cadeia da Polimerase Nested (nPCR) para o virus da artrite encefalite caprina (CAEV) em rebanhos de caprinos leiteiros em propriedades
da regido nordeste e sudeste do Brasil.

Tabela 1. Sequencias dos iniciadores usados na Reacdo em Cadeia da Polimerase Nested. (nPCR) com o tamanho dos fragmentos
amplificados.

Gene Gag  Primers Sequéncias 5° =2 3’ Fragmentos (pb)
Gag 1 CAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTG
1° round 297
Gag 2 TCCTACCCCCATAATTTGATCCAC
5o J Gag 3 GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATG 185
roun Gag 4 ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC

Tabela 2. Valores estimados de sensibilidade (Sens), especificidade (Espec), valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN), concordancia
(Conc), indice Kappa e Qui-quadrado (y?) para Western Blot (WB) e Rea¢do em Cadeia da Polimerase Nested (nPCR) em relagdo a Imunodifusdo em

Gel de Agarose (IDGA) no diagnéstico da Artrite Encefalite Caprina.

Teste Sens (%) Espec (%) VPP VPN Conc Kappa 2 *
WB 100 79,90 82,40 100 89,70 0,795 781,67 (P < 0,001)
nPCR 80,40 38,20 47,60 73,60 55,60 0,169 43,34 (P < 0,001)

*Qui-quadrado com corre¢do de Yates.

como a nPCR ¢ relevante na identificacdo de animais
infectados e ndo detectados em testes sorolégicos, o
que pode ocorrer no caso de soroconversao tardia ou
na fase inicial da infec¢do, situagdes nas quais essa
técnica apresenta maior sensibilidade [34,36].
Adicionalmente, a intermiténcia da resposta
imunolégica observada no presente estudo, possivelmen-
te, deve-se ao fato que animais sabidamente positivos
apresentarem niveis varidveis de anticorpos ao longo de
semanas, meses e até anos [28]. Além disso, a auséncia
de soroconversao ou soroconversao tardia de um animal

infectado com o lentivirus caprino pode estar relacionada
com a patogenicidade da doenca, que envolve a restricio
dareplicagdo e a laténcia viral na forma de DNA pré-viral
integrado ao genoma celular de mondcitos ou em suas
células progenitoras na medula dssea [6]. Com isso, 0
virus conservar-se oculto [6] e a infec¢do persiste sem a
ativagao do sistema imunolégico [30].

A intermiténcia da presenca do DNA pré-viral
tanto no sangue como no s€émen também ja foi obser-
vada por outros estudos [3,23]. Outra forte justificativa
para a intermiténcia dos resultados positivos no teste de
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Tabela 3. Comparacdo dos resultados dos testes de Reacdo em Cadeia da Polimerase Nested (nPCR), Imunodifusio em Gel de Agarose
(IDGA) e Western Blot (WB) para a Artrite Encefalite Caprina com as altera¢des clinicas na consisténcia da glandula mamadria.

Alteragdes consisténcia

Teste =
SIM NAO Total
IDGA + 57 410 467
- 44 585 629
Total 101 995 1096
¥2 = 8,0853 P < 0,01
WB + 65 519 584
- 36 476 512
Total 101 995 1096
2 =4,9998 P <0,05
PCR + 78 687 765
- 23 308 331
Total 101 995 1096
2 =2,5371 P=0,05

Tabela 4. Comparagdo dos resultados dos testes de Reacdo em Cadeia da Polimerase Nested (nPCR), Imunodifusao em Gel de Agarose
(IDGA) e Western Blot (WB) para a Artrite Encefalite Caprina com as alteragdes clinicas de temperatura e linfonodo retromamario da

glandula mamadria.

Aumento Temperatura

Alteracdo Linfonodo Retromamadrio

Teste = =
SIM NAO Total SIM NAO Total
IDGA + 11 456 467 IDGA + 37 430 467
- 5 624 629 - 23 606 629
Total 16 1080 1096 Total 60 1036 1096
Exato de Fisher P < 0,05 x2 = 8,6206 P < 0,001
WB + 11 573 584 WB + 42 542 584
- 5 507 512 - 18 494 512
Total 16 1080 1096 Total 60 1036 1096
Exato de Fisher P =0,05 Y2 =6,4321 P <0,05
PCR + 12 753 765 PCR + 43 722 765
- 4 327 331 - 17 314 331
Total 16 1080 1096 Total 60 1036 1096
Exato de Fisher P =0,05 2 =0,0322 P=0,05

nPCR pode estar relacionada a compartimentalizacio
viral do lentivirus caprino. A compartimentalizacdo
de quasispecies de lentivirus de pequenos ruminantes
(LVPR) € determinada como a distingdo genética
de isolados de LVPR em diferentes tecidos animais,
correspondendo a subpopulacdes virais no mesmo in-
dividuo [29]. Dessa forma, o virus permanece em um
6rgdo ou 6rgdos especificos e ndo na corrente sangui-
nea, caso este demonstrado em outros trabalhos [9,14].
Entretanto, mesmo devido a variabilidade genética dos

LVPR a nPCR identificou muitos animais positivos.
Provavelmente isso se deve aos primers desenhados
pela cepa padrao Cork pertencente ao gendtipo B,
subtipo B1, o qual foi identificado com caracterizagao
molecular de cepas isoladas no Brasil. A andlise filo-
genética de 32 isolados brasileiros de LVPR de varios
estados evidenciou, que a principal presenca no pais
foi o genétipo B, subtipo B1 [7].

Vale ressaltar que sobre as varidveis relaciona-
das a validade dos testes sorolégicos observou-se que
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os valores relatados nessa pesquisa foram similares a
outros estudos [18,24]. Ademais, com base nos resulta-
dos apresentados o mais indicado seria a combinagdo de
um teste molecular e um soroldgico para diagnosticar a
CAE, no caso desse estudo o nPCR e WB, como indi-
cado anteriormente em outras avaliacdes [21,31], mas
podem ser influenciados pela intermiténcia viral, nivel
de sensibilidade dos testes, soroconversao tardia, bem
como pelos valores estatisticos usados na avaliagdo.

Sabe-se que as lesdes causadas pelos lentivirus
caracterizam-se pela migracao/infiltracdo de células
mononucleares e linfécitos para o tecido [8]. Assim,
as lesdes sdo mais frequentes quando o sistema imune,
humoral e celular, tenha sido estimulado, fato esse
indicado no presente estudo uma vez que os animais
soropositivos para CAE foram os que mais tiveram
alteracdes na glandula mamadria, fato que corrobora
com outras pesquisas [5,38]. A replicacao viral peri6-
dica e a maturacdo dos macréfagos induzem as lesdes
linfoproliferativas caracteristicas nos tecidos-alvo,
como o ubere. Nas glandulas mamarias o CAEV induz
a inflamacéo cronica invocando as respostas imunes
do hospedeiro. A doencga resulta desta inflamacao
provocada pela reacdo do sistema imunolégico ao
virus [27]. Portanto isso explica que porque animais
infectados e sorologicamente positivos possuem mais
alteragdes na GM, que aqueles com a presenca do
DNA viral.

Foi demonstrado por Tariba et al. [35] uma
relacdo positiva entre soropositividade para CAE via
IDGA e problema de mastite subclinica ao se avaliar
543 cabras da raca Alpina. Utilizando o mesmo teste
Lara et al. [16] verificaram uma ocorréncia maior do
endurecimento da glandula mamadria nas cabras com
infecgc@o pelo lentivirus caprino (6,8%) do que nas
ndo sororreagentes (1,2%). Alteracdes na GM também
foram identificadas em ovelhas diagnosticadas, por
ELISA, com Maedi-Visna tais como infiltragdo mode-
rada ou grave de linfécitos, macréfagos e células plas-

maticas no parénquima glandular, além de hiperplasia
periductal dos foliculos linfoides [4]. Esses danos na
GM podem prejudicar a produgdo leiteira a qual é
menor em cabras soropositivas e tende a diminuir de
acordo com a idade do animal [17].

CONCLUSAO

Dentre os testes soroldgicos utilizados o WB
foi mais sensivel que a IDGA, e a nPCR detectou uma
maior quantidade de animais infectados com lentivirus
caprino. Assim, para diagnosticar a CAE o ideal ¢ asso-
ciar um teste sorolégico com um molecular. Adicional-
mente, animais infectados tendem a possuir alteracdes
na GM, sendo mais provavel encontrar essas alteracoes
em animais com resultado sorolégico positivo.
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