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Resumo: Artrite-Encefalite Caprina (CAE) é uma enfermidade que se apresenta de forma continua, incurdvel e tém como
sintomas clinicos a mastite, artrite, pneumonia e leucoencefalomielite. Objetivou-se com este estudo uma avaliacdo soroldgica,
empregando dois métodos indiretos: a Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA) e o Western Blot (WB), na infec¢do natural com
0 virus da CAE. Foram realizadas coletas de sangue através da pun¢do da veia jugular, em 100 matrizes caprinas % Anglo-
Nubiana x % Saanen, provenientes de rebanho da Embrapa Caprinos e Ovinos, Sobral, CE. Os sangues foram centrifugados a
1500 xg por 15 minutos, armazenados em tubo tipo eppendorf e congelados a -20 °C até a realizacdo das provas sorologicas. As
analises estatisticas foram realizadas pelo Qui-quadrado e pelo teste de exato de Fisher. Os testes soroldgicos foram repetidos a
cada quatro meses, totalizando trés avaliacfes soroldgicas. Nestas verificou-se uma maior deteccdo de animais soropositivos pelo
WB com relacdo ao IDGA (p<0,05). Ressalta-se que algumas cabras que apresentaram resultado negativo no IDGA foram ao
longo do tempo soroconvertendo, confirmando os resultados observados no WB. Com este estudo, concluiu-se que o Western Blot
é mais sensivel que o IDGA, pois detectou mais precocemente a presenca de anticorpos contra o virus. Isto ressalta a importancia
deste teste como uma ferramenta para identificacdo de animais soropositivos.
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Comparison of two serological tests in the evolution of natural infection of dairy goats with the Caprine Arthritis-Encephalitis
Virus - data preliminaries

Abstract: Caprine Arthritis-Encephalitis (CAE) is a disease incurable and has clinical symptoms: mastitis, arthritis, pneumonia
and leukoencephalomyelitis. The aim of this study was evaluate serologically, animals naturally infected with CAE virus, using
two indirect methods: Agar Gel Immunodifusion (AGID) and Western Blot (WB). Were collected the blood through the jugular
vein in one hundred goats, %2 Anglo-Nubian x % Saanen, of the herd belongs to Embrapa Goats and Sheep, Sobral, CE. The
bloods were centrifuged to 15009 for 15 minutes, stored in Eppendorf tube and frozen at — 4 °F until the accomplishment of
serological tests. The statistical analysis was performed by chi-square test and Fisher exact test. Serologic tests were repeated
every four months, totaling three evaluations. The detection of the positive animals was more by WB than AGID (p <0.05).
Pointed out that some goats that presented negative result in the IDGA were along the time seroconverted, confirming the results
observed in the WB. With this study, it was conclude that Western Blot is more sensitive than IDGA, because it detected
precocious as the presence of antibodies against the virus. This highlights the importance of this test as a tool for identification of
positive animals.
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Introducéo

Artrite-Encefalite Caprina (CAE) é uma enfermidade que se apresenta de forma continua, incurdvel e tém como sintomas
clinicos a mastite, artrite, pneumonia, emagrecimento cronico e leucoencefalomielite. O reconhecimento internacional da CAE
como uma virose ocorreu em 1980, classificado como um lentivirus da familia Retroviridae, denominado “Caprine Arthritis-
Encephalitis Virus” (Narayan et al., 1980). Este virus tem distribuicdo mundial e foi introduzido no Brasil no final da década de
70 apds a importagdo de caprinos para melhorar o plantel nacional (Pinheiro et al., 2006). O virus da CAE (CAEV) possui
caracteristicas complexas e infecta células do sistema monaocitico-fagocitario de caprinos de qualquer raca, sexo e faixa etéria
(Cork et al.,, 1974). Diversas técnicas soroldgicas tém sido utilizadas, para saber a prevaléncia do virus, no Ceard a
soropositividade encontrada variou de 1% a 40,73% (Melo & Franke, 1997; Pinheiro et al., 1999; Pinheiro et al., 2001). O
diagnéstico da CAE pode ser realizado através de técnicas indiretas ou diretas. Dentre as técnicas indiretas tem-se o teste de
Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA) e o Western Blot (WB). O IDGA é o teste recomendado pela Organizacdo Internacional de
Epizootias e apresenta resultados rapidos. Possui um custo relativamente baixo quando comparado ao WB. Sendo este um teste
mais preciso, porque consegue obter melhores resultados sem apresentar muita variagdo de erros. Seu principio consiste na
separacao das proteinas virais, através da técnica de eletroforese, transferéncia para uma membrana e realizagdo de uma reacao



imunoenzimatica (Pinheiro et al., 2006). Objetivou-se com este estudo uma avaliagdo soroldgica, empregando dois métodos
indiretos: o IDGA e o Western Blot, na infec¢do natural com o virus da CAE.

Material e Métodos
O experimento foi realizado, na Embrapa Caprinos e Ovinos, situada em Sobral-CE. Foram realizadas coletas de sangue
através da puncédo da veia jugular, com tubo tipo vacutainer® de 10mL sem anticoagulante, em 100 matrizes caprinas ¥ Anglo-
Nubiana x % Saanen. As amostras foram encaminhados ao Laboratério de Patologia Clinica da Embrapa onde foram
centrifugadas a 1500g por 15 minutos, armazenadas em tubo tipo eppendorf e congeladas a -20 °C até a realizagdo das provas
sorolégicas de IDGA e Western Blot (WB). Os testes soroldgicos foram repetidos a cada quatro meses, por duas vezes. Para a
realizacdo dos testes seguiu-se o protocolo descrito por Pinheiro et al (2006), com antigeno produzido pela Embrapa Caprinos e
Ovinos com cepa padrdo CAEV Cork, o qual foi clarificado por centrifugacdo, a uma velocidade de 3895 xg, a 4°C, por 20
minutos. No IDGA o antigeno foi concentrado no sistema Amicon e para WB foi ultracentrifugado em colchdo de sacarose. Apds
a ultracentrifugacdo as proteinas do virus foram dosadas pelo método de Bradford. Foi feita eletroforese em gel SDS-PAGE a
12,5% e apo6s a separagdo das bandas de proteinas, estas foram transferidas para membrana de nitrocelulose. A membrana foi
blogueada com PBS Tween (PBS-T) a 0,3%, por 60min, em seguida lavada por 5min com PBS-T a 0,05% e repetiu-se o
procedimento por mais duas vezes. A diluicdo utilizada para o primeiro anticorpo foi de 1:50 e para o segundo de 1:18000. O
tempo de incubacéo foi de 30 e 60 minutos, respectivamente. A revelacdo foi feita com diaminobenzidine (DAB), 4-cloro-naftol e
peréxido de hidrogénio. Para o IDGA, o gel foi preparado apds a adicdo de 6,0g de NaCl e 1,0 de agarose em 100 mL de PBS.
Apbs preparo, o gel foi resfriado e distribuido sobre 1aminas de vidro, em seguida armazenado em cdmara fria. No dia seguinte o
gel foi perfurado com uma roseta e utilizou um soro positivo padrdo, as amostras a serem testados e o antigeno. A leitura foi feita
apos 48 a 72 horas. Sendo Ultima leitura considerada definitiva. As andlises estatisticas foram realizadas pelo Qui-quadrado (2) e

pelo teste de exato de Fisher, utilizando-se o programa Epi Info versdo 3.5.1.

Resultados e Discussdo

No IDGA foram observadas linhas de precipitacdo em frente aos pogos com amostras positivas para 0 CAEV. As linhas
sdo formadas quando o anticorpo e o antigeno se encontram em iguais concentragdes, apds esta ligacdo, se precipitam formando
imunocomplexos estaveis que podem ser visualizados como bandas de precipitagdo (Roitt et al., 1998).

As bandas de proteinas do virus presentes no gel SDS-PAGE a 12,5% foram medidas e apresentaram 0s pesos
moleculares: 14; 22; 26; 29; 33; 36; 39; 43; 55; 67; 79; 86; 95; 103; 115; 127; 135 e 142 KDa. Porém apoés a transferéncia e a
reacdo imunoenzimatica somente algumas proteinas foram evidenciadas, dentre elas as proteinas de 14 KDa, 29 KDa; 43 KDa e a
67KDa. A banda protéica mais visivel foi da proteina do capsideo viral cujo o peso molecular variou de 28 a 29 KDa e representa
0 maior componente estrutural do ndcleo (Zee & Hirsh, 2003), sendo a proteina de base para a interpretacdo do IDGA e do WB.

Nas avaliacBes soroldgicas verificou-se uma maior detec¢do de animais soropositivos pelo WB com relacdo ao IDGA em
todos os testes sorolégicos (p<0,05) (Figura 1).
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Figura 1. Grafico comparando os testes de Imunodifusdo em Gel de Agarose e o Western Blot.

Foi possivel observar que algumas cabras que apresentaram resultado negativo no IDGA foram ao longo do tempo
soroconvertendo e confirmando os resultados observados no WB. Mesmo usando um teste mais sensivel (WB) ndo foi possivel
determinar todos os animais positivos no primeiro teste, pois, possivelmente, alguns destes deveriam ser recém-infectados e,
portanto, ainda ndo expressando um ndmero de anticorpo detectavel. Desta forma, verificou-se ao longo do tempo uma
soroconversdo em ambos os testes, no IDGA, de 10 animais (21 para 31 soropositivos) o que corresponde a uma taxa de
soroconversdo de 47,61%, enquanto no WB, observou-se uma taxa inferior, de 9,3% (de 43 para 47 animais soropositivos)
(Tabela 1).



Tabela 1. Soropositividade para o Virus da Artrite-Encefalite Caprina encontrada em cabras % Anglo-nubiana x % Saanen,
utilizando-se o IDGA e 0 WB.

Testes soroldgicos Razdo de Intervalo de
CAEV IDGA WB 12 Valor de P chances  confianga 95%
- -
1 tgst_e Soroneggt_lvo 79 57 1013 0,01 0,35 0,18 - 0,69
soroldgico Soropositivo 21 43
o -
2 tgst_e Soroneggt_lvo 75 58 5,75 0,02 0,46 0,24 - 0,88
soroldgico Soropositivo 25 42
o -
3 tgst_e Soroneggt_lvo 69 53 4,73 0,03 0,51 0,27 — 0,94
sorologico Soropositivo 31 47

Esses resultados demonstram que o WB é mais sensivel que o IDGA, por detectar mais precocemente anticorpos contra

CAEV.

Conclusdes
Com este estudo concluiu-se que o Western Blot é mais sensivel que o IDGA, pois detectou mais precocemente a presenca

de anticorpos contra o virus. Isto ressalta a importancia deste teste como uma ferramenta para identificacdo de animais
soropositivos.
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