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Resumo: Objetivou-se com este estudo produzir antigeno para micro-técnica de imunodifusdo em gel de
agarose (MIDGA) com cepas virais isoladas no Estado do Ceara e compara-la com kit nacional produzido
com cepa CAEV Cork. Na producédo dos antigenos, utilizou-se um pool das cinco cepas virais do banco
de germoplasma de Lentivirus da Embrapa Caprinos e Ovinos (antigeno CAEV Ceard) e a cepa CAEV
cork (antigeno nacional). Para comparacéo entre os antigenos, realizou-se a MIDGA com 198 amostras
de soros de caprinos, com mais de seis meses de idade, de nove rebanhos de algumas regides do Estado
do Ceard. Dos 198 soros analisados com o antigeno CAEV Ceard, 175 tiveram resultados negativos e 23
positivos; resultados semelhante aos encontrados com Ag CAEV Cork. Analisando os resultados,
encontrou-se uma sensibilidade e uma especificidade, de 95,83% e 99,43%, respectivamente, e o indice
Kappa de 0,95. Observou-se valores de 95,83% e 99,43% para valor preditivo positivo (VPP) e valor
preditivo negativo (VPN) respectivamente, sendo a concordancia de 99%. Os resultados dos estudos
comparativos sugerem que o antigeno produzido a partir de amostras isoladas no Estado do Ceara
apresenta resultados semelhantes ao antigeno produzido nacionalmente, podendo ser produzido
comercialmente.
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Production of antigen for diagnosis of Caprine Arthritis Encephalitis with native virus strains the
state of Ceara: Preliminary data.

Abstract: The objective of this study was to produce antigen microtechnic immuno-diffusion gel
(MAGID) with viral strains isolated in the State of Ceara and compare with national kit produced with
CAEV Cork strain. In the production of antigens, was used pools of five viral strains of the Lentiviruses
germplasm bank of Embrapa of Sheep and Goats (CAEV Ceara antigen) and the CAEV Cork (national
antigen). To compare both antigens was held to MAGID with 198 serum samples from goats with more
than six months old, from nine herds in some regions of the state of Ceara. Of the 198 sera analyzed using
CAEV antigen Ceara, 175 were negative and 23 positive, results similar to those found with Ag CAEV
Cork. Analyzing the results, was found a sensitivity and a specificity of 95.83% and 99.43%,
respectively, and even Kappa 0.95. Observed values of 95.83% and 99.43% for positive predictive value
(PPV) and negative predictive value (NPV) respectively, with the concurrence of 99%. The results of
comparative studies suggest that the antigen produced from samples isolated in the State of Ceara has
similar results the antigen produced nationally and can be commercially produced.
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Introducao

O virus da Artrite-Encefalite Caprina (CAEV) é um lentivirus pertencente a familia Retroviridae,
subfamilia Lentivirinae e causa a Artrite-Encefalite Caprina (CAE). Uma doenca infecciosa dos caprinos,
que também pode ocorrer em ovinos e se caracteriza como uma enfermidade cronica, incuravel,
degenerativa, com evolugdo lenta e de alta prevaléncia nos rebanhos nacionais. Manifesta-se através de
cinco quadros clinicos principais: artrite, encefalite, mamite, pneumonia e emagrecimento cronico
(FRANKE, 1998) e tem seu diagndstico baseado em provas soroldgicas, sendo a micro-técnica de
imunodifusdo em Gel de Agarose (MIDGA), a mais empregada devido, sua alta especificidade e
praticidade, sendo o teste indicado pela Organizacéo Internacional de Epizootias (OIE).

A utilizacdo de kits de diagndstico da CAE importados tem trazido alguns problemas, tais como a
elevacdo do custo da realizacdo dos testes. Dessa forma, o isolamento, identificacdo e conservacdo de
cepas do CAEV provenientes de regiGes geograficas distintas possibilitam melhorar os testes através do
aumento da sensibilidade (PINHEIRO et al., 2007). Diante deste fato, objetivou-se com este estudo
produzir antigeno para MIDGA com cepa viral isolada no Estado do Ceard e compara-la com a cepa
CAEYV Cork.

Material e Métodos

Na producéo de suspensdo viral foi utilizada uma amostra infectante originada de um pool das
cinco cepas virais do banco de germoplasma de Lentivirus da Embrapa Caprinos e Ovinos. Estas foram
isoladas a partir de cabras sorologicamente positivas na micro-técnica de imunodifusdo em gel de agarose
(MIDGA) oriundas do rebanho da Embrapa Caprinos e ovinos.

Monocamadas semiconfluentes (90 a 95% de confluéncia) de membrana sinovial caprina (112
passagem) cultivadas em garrafa roler de 830 cm?® de superficie de cultivo, foram inoculadas, 72 a 96
horas ap6s passagem com 15 mL de suspensdo viral diluida em meio essencial minimo (MEM) sem soro
fetal bovino (SFB). Ap6s 60 minutos adicionaram-se 135 mL de MEM com 5% de SFB. As garrafas
foram inoculadas a 37° C em estufa, sendo observadas diariamente para averiguar a evolucdo do processo.
Coletou-se o sobrenadante semanalmente por trés vezes ou até a destruicdo de 75% da monocamada.

Os sobrenadantes coletados, bem como as garrafas contendo sobrenadante das Gltimas coletas
foram congeladas a -80° C para producdo de antigeno. O mesmo processo foi realizado com a cepa
padrdo CAEV cork. Os sobrenadantes da cepa CAEV cork e do pool de cepas nativas (CAEV Ceara)
foram recolhidos e centrifugados separadamente para clarificagdo e concentrados também separadamente,
através da técnica de ultrafiltracdo pelo sistema AMICON modelo 8400 da Millipore®, utilizando
membrana de 10000 Daltons. Os dois sobrenadantes foram concentrados em 50X.

Para a realizagdo do MIDGA foi coletado sangue de 198 animais, com mais de seis meses de
idade, de nove rebanhos de algumas regiGes do Estado do Ceara. Foi utilizada a micro-técnica de
imunodifusdo em Gel de Agarose descrita por Gouveia et al. (2000). Os resultados dos testes foram
analisados quanto a sensibilidade, especificidade, Valor Preditivo Positivo (VPP), Valor Preditivo
Negativo (VPN) e Indice Kappa, utilizado o programa Winepsicope 1.0.

Resultados e Discussao

Os resultados do MIDGA com os soros dos 198 animais foram classificadas como positivos,
quando houve formacéo de linha de precipitacéo forte (interacdo antigeno-anticorpo); fraco-positivo, com
linha fraca; e negativas, sem formacédo de linha de precipitacdo. Para fins estatisticos e de comparagéo
entre as provas, os resultados fraco-positivos no teste foram considerados positivos. Dos 198 soros
analisados com o antigeno (Ag) CAEV nativo (CAEV Ceara), 175 tiveram resultados negativos e 23
positivos. Quando esses soros foram testados frente ao Ag CAEV Cork, obteve-se 0 mesmo resultado
(Tabela 1).
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Tabela 1: Resultados obtidos no testes de MIDGA utilizando-se Ag CAEV Cork e Ag CAEV Ceara
(pool de cepas nativas).

Resultados do MIDGA com Ag
Resultados do MIDGA CAEV Ceara

com o Ag CAEV Cork — ) Total
Positivo Negativo
Positivo 22 1 23
Negativo 1 174 175
Total 23 175 198

Para obtencdo dos valores preditivos, com o intuito de demonstrar a acuracia do teste, considera-se
como Valor Preditivo Positivo (VPP) a probabilidade de um resultado positivo ter realmente detectado a
doenca e como Valor Preditivo Negativo (VPN) a probabilidade de um animal com teste negativo néo ter
a doenga. Os mesmos valores dependem da sensibilidade e especificidade, bem como da situagdo
epidemioldgica da doenca na regido onde foi realizado o teste. O VPP do teste foi de 95,83 %, enquanto o
VPN foi de 99,43 %, sendo que, a sensibilidade e a especificidade foram de 95,83 % e de 99,43 %,
respectivamente e o indice Kappa (THRUSFIELD,1995) apresentado foi de 0,95.

A sensibilidade e a especificidade sdo pardmetros fundamentais para a caracterizagdo de um teste
diagnostico. A sensibilidade pode ser definida como a probabilidade do teste ser positivo, caso o animal
esteja doente, enquanto especificidade é a probabilidade do teste ser negativo no animal ndo doente. Na
comparacdo dos antigenos através da técnica de MIDGA, verificou-se que a determinagdo de anticorpos
anti-CAEV pelos antigenos foram considerados semelhantes e a concordancia observada entre os
resultados foi de 99%. Pinheiro et al. (2010), ao compararem dois antigenos para diagndstico da CAEV, o
cepa padrdo CAEV Cork e o do Kit Americano, verificaram que o produzido nacionalmente com cepa
padrdo apresentou boa sensibilidade (75%) e dtima especificidade (93,54%). Estes mesmos autores
afirmam que a escolha de um antigeno influencia marcadamente os resultados do MIDGA no diagndéstico
das enfermidades causadas pelos LVPR, ressaltando a importancia do desenvolvimento de um Kkit
nacional.

Com esses resultados, pode-se supor que o teste de MIDGA produzido com pool de cepas CAEV
nativa é muito semelhante ao produzido com a cepa CAEV Cork e pode ser utilizado para o
desenvolvimento de kit comercial, o que facilitard aos caprinocultores a realizacdo de testes de triagem e
monitoramento da condicéao sanitaria do seu rebanho.

Conclusdes
Pode-se concluir que o antigeno produzido com a cepa CAEV- Ceard apresenta resultados
semelhantes ao CAEV- Cork, podendo ser empregado no desenvolvimento de Kkits comerciais, que
poderdo ser utilizados como rotina no teste de MIDGA.
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