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“Quando é tempo de seca no nordeste
Fica o campo sem pasto, o chdo sem vida
A lagoa rachada e ressequida
Esperando que o céu se manifeste
Camponés do sertdo e do agreste
Transformado num retirante aflito
Animais com os 0ssos em atrito

De tdo fracos se arrastam pelo chdol...]
Animal carrancudo, pequenino

Com o veado bastante parecido

O pescogo nem curto nem comprido

A cabeca pequena, o queixo fino
Mae-de-leite do povo nordestino
Resistente ao verdo como granito
Cada perna equipara-se a um cambito
Com que faz a escalada do grotdo

Eu jd vi cabra magra no sertdo
Dando leite escorada no cabrito.

O nordeste é vidvel, com certeza
Irrigado, o sertdo vira um jardim

Pra crescer a lavoura e o capim

E bastante ajudar a natureza

Adubar plantacoes, fazer represa
Como existe nas terras do Egito

Para o povo teria o pdo bendito

Para o bruto animal dgua e racdo

Eu jd vi cabra magra no sertdo
Dando leite escorada no cabrito.
Quando alguns animais ndo podem mais
Caminhar, combalidos pela fome

Uma cabra faminta ainda come
Folhas secas que caem dos vegetais
Come até aveloz e sassafrds

E apesar de viver neste conflito

Inda é digna de um ato tdo bonito
Pros meninos da nossa regido

Eu jd vi cabra magra no sertdo
Dando leite escorada no cabrito”.

Gregorio Filomeno de Menezes
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LIMA, C.C.V. Inquérito soroepidemiolégico da artrite-encefalite caprina na
Microrregiao de Juazeiro e comparacao de técnicas imunodiagndsticas. Salvador,
Bahia, 86f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal nos Trépicos) — Escola de

Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal da Bahia, 2011.

RESUMO

Com a finalidade de verificar a prevaléncia soroldgica da lentivirose caprina (LVC) na
Microrregiao de Juazeiro — BA, através das técnicas de imunodifusdo em gel de dgar
(IDGA) e Ensaio imunoenzimatico indireto (Elisa-i), bem como caracterizar os sistemas
de criacdo da regido, foram avaliadas 693 amostras de soros sanguineos dos animais das
46 propriedades visitadas, pertencentes aos oito municipios formadores da microrregio
(Campo Alegre de Lourdes, Casa Nova, Curagd, Juazeiro, Pildio Arcado, Remanso,
Sento Sé e Sobradinho). Durante as visitas, foi aplicado um questionério aos produtores,
com énfase nas informacdes referentes ao manejo sanitdrio. Todas as propriedades
apresentavam sistema de criacdo extensivo, com predominio de animais sem raga
definida, baixa produtividade e baixo indice de tecnificacdo, visando principalmente a
obtencdo de carne. As principais enfermidades relatadas foram linfadenite caseosa,
diarreias, ectoparasitoses e ceratoconjuntivite. Quanto a soroprevaléncia, 0,29% (2/693)
das amostras apresentaram sorologia positiva na IDGA e 1,59% (11/693) no Elisa-i.
Das propriedades, 2,17% (1/46) e 15,22% (7/46) apresentaram animal soropositivo nas
técnicas de IDGA e Elisa respectivamente. O Elisa padronizado demonstrou 100% de
sensibilidade e 98,7% de especificidade, com indice kappa igual a 0,30 se comparado ao
IDGA comercial. Das 693 amostras, 65 foram testadas pela técnica de Immunoblotting
(IB) e por diferentes kits de IDGA. Nao houve diferencga nos resultados obtidos nos kits
de IDGA, e o IB demonstrou maior sensibilidade que o Elisa-i. Portanto, de acordo com
os resultados obtidos, é recomendada a utilizagdo de diferentes técnicas, como o IDGA
e o Elisa, a fim de se complementar o diagndstico da CAE em programas de controle.
Estes resultados sugerem, portanto, a necessidade da efetivacao de medidas preventivas
na regido, principalmente no momento em que se verifica a importa¢do de animais para

melhoramento genético.

Palavras-chave: Lentivirus de pequenos ruminantes, epidemiologia, IDGA, Elisa,
CAEYV, caprinocultura.
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LIMA, C.C.V. Sero-epidemiological survey for Artrithis-encephalitis caprine in
flocks of the semi-arid region of Bahia State, northeastern Brazil and copared
serology techniques. Salvador, Bahia, 86f. Dissertation (Master in Animal Science in

the Tropics) - Veterinary Medicine School, Federal University of Bahia, 2012.

SUMMARY

This work aimed to determine the prevalence of serological artrithis encephalitis caprine
(CAE) in the Microregion of Juazeiro - BA, through the technique of agar gel
immunodiffusion (AGID) and of indirect immunosorbent assay (i-ELISA), and
characterize the farming systems of the region. We collected 693 blood serum samples
of goats from 46 farms in eight different locations belonging to the municipalities
forming the micro-region (Campo Alegre de Lourdes, Casa Nova, Curacd, Juazeiro,
Pildo Arcado, Remanso, and Sobradinho). In carrying out the visits, a questionnaire was
applied with an emphasis on information relating to health management. Of the
properties visited, all had extensive breeding system, with a predominance of mixed
breed animals, low productivity and low rate of technology, with the goal of mainly
getting meat from the animals. The main diseases reported were caseous lymphadenitis,
diarrhea, ectoparasites and keratoconjunctivitis. About the seroprevalence, 0.29%
(2/693) and 1.59% (11/693) of samples tested positive in i-Elisa. Of all the properties
visited, 2.17% (1/46) and 15.22% (7/46) showed seropositive animals in IDGA and i-
Elisa. Standard ELISA showed 100% sensitivity and 98.7% specificity, with kappa of
0.30 compared to the commercial AGID. Of the 693 samples, 65 were used in
techniques of Immunoblotting (IB) and different AGID kits. There was no difference in
the results obtained in the AGID kits, and IB demonstrated higher sensitivity than i-
ELISA. Therefore, it is recommended to use different techniques such as AGID and
Elisa in order to improve the diagnosis of CAE control programs. These results
therefore suggest the need for new epidemiological surveys in the region, especially at

the time when the import of animals for genetical improvement is occurring.

Keywords: small ruminant lentiviruses, epidemiology, IDGA, Elisa, CAEV, goat.



1. INTRODUCAO GERAL

A domesticagdo dos caprinos data de 7000 anos a.C., sendo estes animais muito
ddceis e bastante resistentes as adversidades climdticas. Desde entdo, acompanharam as
diversas migragdes humanas pelo mundo, apresentando distribuicdo mundial. Por
fornecer leite, carne e pele, sua criacdo foi determinante na fixacdo dos homens nos

assentamentos iniciais (LARA, 2002).

Trazidos ao Brasil pelos portugueses no periodo da coloniza¢do, os caprinos
apresentam grande importancia na economia, com cerca de 9,16 milhdes de cabegas,
correspondendo ao 11° rebanho mundial (FAO, 2006). Sua distribui¢do no pais €
bastante heterogénea, tendo a regido Nordeste um grande destaque, com cerca de 90%

do rebanho nacional (IBGE, 2008).

O Estado da Bahia possui o maior rebanho de caprinos do pais, com cerca de
2,76 milhdes de cabecas, sendo que os municipios com maior efetivo sdo Casa Nova,
Juazeiro e Curacd, demonstrando a grande importancia que a regido do Baixo Médio
Sao Francisco, também denominada Microrregido de Juazeiro, possui para a

caprinocultura, com cerca de 10,4% do rebanho nacional (IBGE, 2008).

A Microrregido de Juazeiro é formada pelos municipios de Campo Alegre de
Lourdes, Casa Nova, Curacd, Juazeiro, Pilao Arcado, Remanso, Sento S€ e Sobradinho,
e estd localizada na parte setentrional do estado, na Mesorregido de Juazeiro. As
principais caracteristicas desta regido sdo o clima semidrido, a pecudria familiar e a
agricultura irrigada. As principais fontes de dgua da regidao sao o Rio Sdao Francisco e o
Lago do Sobradinho. Apesar disso, os indices produtivos da pecudria acabam sendo

baixos e muitas vezes apenas para subsisténcia (SOUZA, 2004; WIKIPEDIA, 2009).

Nesta regido € encontrado um tipo de sistema organizacional conhecido como
Fundo de pasto, que sdo reservas de pastagem utilizadas para pastoreio comunitdrio,
comumente vinculadas a algum tipo de associacdo agropastoril, com pecudria extensiva
utilizando a vegetacdo natural da caatinga. Esse modo de exploracdo dos recursos

naturais funcionou durante varios séculos, entretanto hoje se tornou raro, uma vez que



grande parte das terras foram apropriadas e cercadas (SABOURIN et al., 1997;
MARTINEZ et al., 2010).

Mais que uma propriedade coletiva, o Fundo de pasto corresponde a uma
auséncia de propriedade e a um direito de uso generalizado entre 0s membros de uma
mesma comunidade. A organizagdo social é marcada por duas caracteristicas: o
parentesco e a reciprocidade. Tradicionalmente, os criadores deixam os ruminantes na
caatinga, modificando o manejo utilizado de acordo com a época e o numero de
animais. Entretanto, essa pratica de manejo € mais limitada a estacdo verde. A

importancia crescente das superficies cercadas e a pressdo sobre as pastagens

modificaram a conduc¢ado do rebanho na estagdo seca (SABOURIN et al., 1997).

Diversos programas de melhoramento da producdo agropecudria estdo sendo
implantados na regido, com a difusdo generalizada de tecnologias, utilizacao intensiva
de fertilizantes quimicos, de sementes selecionadas e o uso de processos mecanicos
(SOUZA, 2004). Todavia, em matéria de tomada de decisdo coletiva, parece delicado
substituir a tradi¢do por priticas modernas e externas, as vezes tidas sem sentido
(SABOURIN et al., 2007), uma vez que grande parte do manejo adotado no sistema de
criacdo é constituido por cultura familiar, passada de pai para filho (ARAUJO, 2001).

Dentro desta realidade, vém surgindo a utilizacdo de caprinos de padrdo racial
importado, no sentido de funcionarem como animais melhoradores. Porém, esta pratica
vem ocorrendo sem os devidos cuidados sanitérios, e, por conseguinte ja se observa a
presenca discreta de agentes infecciosos antes considerados como exéticos, como virus
da lingua azul, lentivirus de pequenos ruminantes e Brucella ovis (SOUZA et al., 2010;

SOUZA, 2011; MARTINEZ et al., 2011).

Ressaltando-se a artrite-encefalite caprina, que possui grande impacto
econOmico, responsdvel por perdas diretas devido a morte de animais jovens,
diminui¢do da producdo lictea e perda de peso dos adultos com dificuldades de
locomocdo. Perdas indiretas importantes decorrem da maior suscetibilidade a
verminose, desvalorizacdo dos rebanhos, reposi¢do precoce de animais, despesas com

medidas de controle e barreiras comerciais para produtos: matrizes, reprodutores e

sémen (PINHEIRO et al., 2001a; CARNEIRO, 2011).



Com isso, faz-se de extrema importancia o estudo das enfermidades nos rebanhos
caprinos da Microrregido de Juazeiro, tanto pela importancia econdmica quanto social.
Sendo assim, este trabalho teve como objetivo realizar o estudo epidemioldgico da
artrite-encefalite caprina na Microrregido de Juazeiro, caracterizar os sistemas de

criagdo e comparar técnicas imunodiagnoésticas para esta enfermidade.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

A artrite-encefalite caprina (CAE) foi identificada pela primeira vez na Suica,
em um caprino adulto que apresentava artrite cronica, e posteriormente foi observada
como causa de alteragdes respiratérias em caprinos, quando em 1974, foi descrita uma
leucoencefalomielite infecciosa, de possivel etiologia viral, nos Estados Unidos, cujo
sinal era uma paralisia afebril, em animais de um a quatro meses de idade, sendo
classificado como um lentivirus da familia Retroviridae (CORK et al.,, 1974;
CRAWEFORD et al., 1980; CALLADO et al., 2001). O virus da artrite-encefalite caprina
(CAEV) foi isolado das membranas sinoviais de uma cabra adulta com artrite,
pertencente a um rebanho com elevada ocorréncia de leucoencefalomielite do Norte dos

Estados Unidos por Crawford et al. (PASICK, 1998).

A introducdo da CAE na América do Sul ocorreu, possivelmente através das
importagdes de animais de racgas leiteiras estrangeiras, provenientes de rebanhos
europeus (Franga, Suica, Alemanha, Holanda, Inglaterra) e americanos (Estados Unidos
e Canadd). Nessas importagdes, realizadas sem a adequada supervisao, foi introduzido o
virus da CAE (LIMA et al., 2004). No Brasil, o primeiro relato da presenca da infec¢ao
por este Lentivirus foi realizado por Moojen et al. em 1986, no Rio Grande do Sul,
seguido de Fitterman, em 1988, no estado da Bahia, sendo que o primeiro isolamento

do virus no estado foi realizado por Tigre et al. em 2006.

As quatro formas de apresentacdo clinica da doenca s@o igualmente observadas
em ovinos infectados pelo maedi-visna virus (MVV). Devido as semelhangas
observadas entre os dois virus, e a possibilidade de infec¢do cruzada entre ovinos e
caprinos, estes virus foram denominados lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR)

(QUINN et al., 2005).



2.2 Etiologia

A doenca € determinada apds a infeccdo pelo virus da artrite-encefalite dos
caprinos, um Lentivirus pertencente a familia Retroviridae. A este mesmo género
pertencem outros virus de importancia veterindria ¢ humana, como os virus da anemia
infecciosa equina, o maedi-visna dos ovinos e das imunodeficiéncias felina (FIV),
bovina (BIV), simia (SIV) e humana (HIV) (LARA et al, 2003), como pode ser

observado na Tabela 1.

Tabela 1. Doencas causadas por Lentivirus.

Nome do Virus Abreviatura Hospedeiro Tropismo

Virus da anemia infecciosa equina AIEV Equinos Macroéfagos

Virus da maedi-visna MVV Ovinos Macréfagos

Virus da artrite-encefalite caprina CAEV Caprinos Macroéfagos
Virus da imunodeficiéncia felina FIV Felinos T-CD4+ / Macrétagos
Virus da imunodeficiéncia bovina BIV Bovinos T-CD4+ / Macréfagos
Virus da imunodeficiéncia simia SIV Primatas T-CD4+ / Macréfagos
Virus da imunodeficiéncia humana  HIV 1/2 Humanos T-CD4+/ Macréfagos

Fonte: Tavares e Pereira (1999).

A familia Retroviridae é composta por virions de tamanho aproximado entre 80
e 100 nm, com simetria de capsideo icosaédrica, envelopado e com genoma do tipo
RNA linear, dipldide, de fita simples e sentido positivo. Os trés principais genes
contidos no genoma sdo gag, pol e env. O gene gag (antigeno grupo-especifico) codifica
proteinas estruturais internas. O gene pol (polimerase) codifica as enzimas transcriptase
reversa e integrase. O gene env (envelope) codifica glicoproteinas-transmembrana e de
superficie do envelope. Ha também os genes que regulam a expressdo do genoma viral
(tat, rev e vif) (Figura 1). O virus ainda apresenta no seu envelope uma glicoproteina
importante, a gp135, e no capsideo, a p28, que induzem a formacio de anticorpos nos
animais infectados (Figura 2). Apresentam uma grande quantidade de 4cido sidlico na
superficie do virus, o qual protege a proteina viral da digestdo das proteases e de uma

rapida neutralizacdo viral por anticorpos (QUINN et al., 2005; ICTV, 2009).
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Figura 1. RNA genomico do virus da artrite-encefalite caprina (OLSEN, 2001)

Os lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR — CAEV e MVV) compreendem
varios isolados, distribuidos em quatro grupos filogenéticos (SHAH et al, 2004), que
compartilham similaridade genética, mecanismo molecular de replicacdo, morfologia e
interagdo biolégica com os hospedeiros (COSTA et al, 2007). Caracterizam-se por
apresentar periodo de incubag¢do longo, variando de meses a anos, evolugdo geralmente
cronica, com agravamento progressivo das lesdes, perda de peso e debilidade até a

morte (CALLADO et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2006a).
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Figura 2. Estrutura do Lentivirus de Pequenos Ruminantes (LVPR) (SOUZA, 2008
modificado).



Os Lentivirus sdo tradicionalmente considerados agentes espécie-especificos,
ndo oncogénicos. Andlises gendmicas desses lentivirus isolados a partir de ovinos e
caprinos sugerem que tenham evoluido de um gendtipo ancestral em comum. Foi
evidenciado que tém a capacidade de cruzar barreiras interespécies e de adaptacdo a
novos hospedeiros. Portanto seriam um grupo heterogéneo com abrangéncia de
hospedeiros varidvel e diferentes capacidades patogénicas (PASICK, 1998; REISCHAK
et al. 2002; BATISTA et al., 2004).

O CAEV apresenta tropismo por células do sistema monocitico fagocitario que
funcionam como meio de distribuicdo e replicagdo viral. A replicacdo € restrita, e
permite que o virus permaneca latente nos mondcitos do hospedeiro e ndo seja

detectavel pelo sistema imune (PUGH, 2004; PAULA et al., 2008).

Os retrovirus sdo sensiveis ao aquecimento, a solventes lipidicos e a detergentes.
Devido ao seu genoma dipldide, sdo relativamente resistentes a luz ultravioleta (QUINN
et al., 2005). Os lentivirus sdo sensiveis a a¢do de diversos produtos quimicos em
virtude da fragil estrutura do seu envelope lipoprotéico, sendo facilmente inativados por
fendis, detergentes, compostos quaternarios de amonio, formalina e hipoclorito (SILVA
& LIMA, 2007). O CAEV ndo permanece ativo fora das células do hospedeiro por
muito tempo, podendo, no entanto sobreviver protegido nas células, nas fezes ou no
leite. A limpeza mecanica € considerada suficiente para eliminar o virus (NORD et al.,

1998).

2.3 Epidemiologia

O CAEV caracteriza-se por induzir infecgdes persistentes, por apresentar longos
periodos de laténcia e tropismo por mondcitos e macréfagos. E sorologicamente
relacionado com 0 MVV, que infecta ovinos (SANTIN et al., 2002). Acomete caprinos
em vdrias fases do desenvolvimento etdrio, independente do sexo, raga e aptidao

(LARA et al., 2005).



2.3.1 Ocorréncia

A CAE desde os relatos iniciais ocorridos na década de 70 vem se alastrando e
atualmente estd disseminada em quase todo mundo, principalmente nos paises nos quais
existe uma caprinocultura altamente tecnificada. (ABREU et al., 1998; ALMEIDA et
al., 2001; SILVA & LIMA, 2007). A ocorréncia da CAE € observada principalmente
nos rebanhos leiteiros formados através da importacdo de ragas, como a Anglonubiana,
Saanen, Parda Alpina, Toggenburg e seus cruzamentos (FRANKE, 1998). Alguns
autores verificaram que as fémeas PO (Pura de Origem) apresentaram maior frequéncia
da CAE quando comparadas a outros grupos raciais (ALMEIDA et al., 2001;
PINHEIRO et al., 2001a). Oliveira et al. (2006a) ndo observaram diferenca entre os
sexos e a faixa etdria quanto a positividade para LVPR, entretanto observaram baixa

prevaléncia nos rebanhos caprino e ovino SRD do estado de Pernambuco.

Sabe-se que o virus da CAE foi detectado em animais de origem francesa e
rapidamente disseminado pelo mundo, sendo que a prevaléncia de CAE na Franca € de
77% e nos EUA, de 81% (RADOSTITS et al., 2002). No Brasil varios relatos indicam
que os LVPR estdo presentes em vdérios estados, e vem se disseminando especialmente
em planteis de elevado padrdo genético (BATISTA et al., 2004), como pode ser

observado na Tabela 2.

Segundo Lilembaun et al. (2007) a doenca permanece sendo subdiagnosticada
em vdrias regides dos paises em desenvolvimento, e especialmente em regides tropicais.
A manifestacdo clinica é pouco comum, diferente da infeccdo, e a incidéncia anual da
doenca, em rebanhos intensamente infectados, geralmente ¢é proximo a 10%

(RADOSTITS et al., 2002).

H4 evidéncia soroldgica da infec¢do na maioria das dreas do mundo, como a
Europa, América do Norte, Africa, Oceania e América do Sul. H4 acentuadas diferencas
na prevaléncia entre os paises, notadamente menor nos paises desenvolvidos que nao
tem importagdes de caprinos do tipo leiteiro da América do Norte ou da Europa

(RADOSTITS et al., 2002).



Tabela 2. Ocorréncia soroldgica do virus da artrite-encefalite Caprina (CAEV) em

levantamentos realizados no Brasil

N° de amostras

Ocorréncia

Estado . Autores
pesquisadas (%)

Piaui 360 2,5 Batista et al. (2004)
Ceara 248 40,73 Melo & Franke (1997)
Ceara 4019 1 Pinheiro et al. (2001a)
Rio Grande do Norte 420 11 Silva et al. (2005)
Paraiba 270 2,2 Castro et al. (2002)
Paraiba 600 8,2 Bandeira et al. (2008)
Pernambuco 397 17,6 Saraiva Neto et al. (1995)
Pernambuco 1344 22,99 Callado et al. (2003)
Pernambuco 672 3,8 Oliveira et al. (2006a)
Sergipe 47 4,25 Melo et al. (2003)
Bahia 692 29,2 Ramalho (2000)
Bahia 1605 13,4 Almeida et al. (2001)
Bahia 245 21,63 Edelweis et al. (2001)
Bahia 3146 0,73 Oliveira et al. (2006b)
Bahia 343 8,75 Torres et al. (2009)
Bahia 150 0 Lima et al., 2009
Rio de Janeiro 242 21,07 Cunha & Nascimento (1995)
Rio de Janeiro 562 14,1 Lilembaun et al. (2007)
Minas Gerais 1294 0,3 Yorinori (2001)
Minas Gerais 2350 5,9 Gouveia et al. (2003)
Sao Paulo 125 48,8 Garcia et al. (1992)
Sdo Paulo 1030 43,01 Leite et al. (2004)
Sdo Paulo 275 34,93 Madureira & Gomes (2007)
Santa Catarina 253 6,72 Sell (2000)
Rio Grande do Sul 67 6 Moojen et al. (1986)
Goias 29 34,5 Santin et al. (2002)
Tocantins 843 2,7 Sobrinho et al. (2010)

2.3.2 Fatores predisponentes

E comum entre os caprinocultores a aquisi¢do e troca de animais entre planteis,

principalmente jovens de alto padrdo genético, fato que representa um grande risco para

disseminacdo do CAEV, principalmente quando se tratam de propriedades que ndo

possuem programas de controle da enfermidade. A comercializacdo de animais é um

fator agravante, pois com a introducdo de animais infectados a disseminagdo da

enfermidade € praticamente inevitdvel (PINHEIRO et al., 2001b; FROTA et al., 2005).

As elevadas densidades alcangadas na estabulacdo, comuns nas fazendas de

cabras leiteiras, favorecem a transmissdao por contato (EAST, 2006). A tendéncia a
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intensificar-se o sistema de criacdo a medida que se busca aumentar a produtividade
propiciam condi¢des para a rapida disseminacdo do virus, assumindo a transmissdo
horizontal papel importante, como tem sido observado nos paises nos quais os caprinos

sao criados em regime de confinamento (COSTA et al., 2007).

Ainda, como fator predisponente, € importante observar que a pratica de
vacinacao poderd implicar na disseminag¢do do CAEV, bem como o uso de tatuadores, e
a ocorréncia de outras enfermidades que diminuam a resposta imunoldgica do
organismo animal (SILVA et al., 2005). Considerando a possibilidade de transmissao
dos LVPR entre caprinos e ovinos € imperativo que nas medidas preconizadas nos
programas de controle dessas lentiviroses, ambas as espécies sejam, do ponto de vista
pratico, potencialmente consideradas fonte de infec¢do. Atengdo especial deve ser dada
a exposicao aos caprinos leiteiros, devido a elevada prevaléncia de LVPR observada

neste tipo de animal (COSTA et al., 2007).

Alguns autores tém observado soroprevaléncia crescente com o avangar da
idade. Essas varia¢Oes provavelmente refletem diferengcas no manejo entre os rebanhos e
na importancia relativa dos mecanismos de transmissdo entre os rebanhos. A crescente
prevaléncia de acordo com a idade reflete os sistemas de manejo, que aumentam 0O risco

de adquirir a infecco a partir da transmissao horizontal (RADOSTITS et al., 2002).

2.3.3 Transmissao

Os LVPR encontram-se associados a mondcitos e macrofagos, e como estas
células, se disseminam pelo sangue, leite ou colostro (PINHEIRO et al., 2001a). A
principal forma de transmissdao do virus € pela via digestiva através da ingestdo de
colostro e leite de animais infectados (STACHISSINI et al., 2007). A presenca do
anticorpo no colostro ndo evita a infeccdo (RADOSTITS et al., 2002).

A fémea tem papel fundamental na transmissdo da infec¢do. A introducdo de
fémeas infectadas com LVPR nos rebanhos acelera a infeccdo dos mesmos,
provavelmente em virtude de fatores, tais como contato prolongado e problemas na
ordenhadeira mecanica provocando lesdes no teto (PINHEIRO et al., 2001a; FROTA et
al., 2005).
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Ha evidéncias que indicam a transmissdo materna fetal dos LVPR, mesmo que
com baixa incidéncia, podendo ocorrer através de duas possiveis vias: transmissdao
intrauterina e transmissao no canal vaginal no momento do parto, através de ingestao ou
inalacdo de células infectadas pelas crias (SILVA & LIMA, 2007; KONISH et al.,
2011). Cabritos nascidos de maes infectadas tém até 15% de soroconversao inexplicada,
aos seis meses de idade, a despeito de terem sido alimentados com leite pasteurizado

(STACHISSINI et al., 2007).

A transmissao também pode ocorrer pelo contato direto prolongado e através de
outras fontes de infeccdo como sangue, fezes, saliva e secre¢des urogenitais. Quando
caprinos nao-infectados sdo confinados com caprinos infectados por longo periodo, ha
soroconversao de nimero significativo de animais (NORD et al., 1998; PUGH, 2004).
Transmissao através do aerossol, contato animal-animal e a atividade sexual podem
igualmente ocorrer (LEITNER et al.,, 2010). Lara et al. (2003) demonstraram,
indiretamente, a presenca, viabilidade e patogenicidade do virus da CAE no sangue
circulante, colostro e leite de caprinos infectados, bem como a possibilidade desses
fluidos organicos infectarem animais suscetiveis por inoculagdo. Os cabritos sadios
inoculados por tatuagens realizadas com tatuador contaminado com sangue de caprinos
positivos apresentaram soroconversdo persistente. Isto evidenciou a possibilidade de
transmissdo horizontal iatrogé€nica da infec¢do da CAE e todos os cabritos inoculados
por via intramuscular, tanto com colostro, como também com leite infectados, também

demonstraram soroconversao persistente.

O virus também ja foi identificado no sémen de animais infectados,
representando assim uma possibilidade de transmissdo pela monta natural ou
inseminacao artificial. A diluicdo do sémen pode diminuir a carga viral a valores abaixo
do detectavel em cultura, levando a resultados falso-negativos. A lavagem do sémen nao
remove totalmente os leucdcitos e sim o plasma seminal. Em caprinos, pouco se
conhece sobre fatores que interferem na presenca do CAEV no sémen, porém como os
lentivirus infectam mondcitos e macréfagos, a presenca de inflamacdes ou infecgdes no
orgao reprodutor podem desencadear o maior fluxo destas células inflamatdrias,

resultando em aumento da carga viral no semen (ANDRIOLI et al., 2006).

E importante salientar a possibilidade de que outras rotas de infec¢do horizontal
estejam envolvidas na transmissdao do CAEV, uma vez que o virus ja foi isolado e

cultivado em diferentes tipos celulares que poderiam ter papel importante na sua
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transmissdo (SILVA & LIMA, 2007). Segundo Guedes et al. (2001), a via aérea € uma
provavel rota de infec¢do do CAEV, principalmente em situagdes de contato prolongado

dos animais, como acontece nas criacdes intensivas.

Embora ndo seja possivel afirmar categoricamente, deve-se considerar que em
criacdes consorciadas com ovinos pode haver transmissdo natural entre estas espécies,

sendo estes, portanto portadores da doenca (SHAH et al., 2004; COSTA et al., 2007).

Os estudos filogenéticos realizados com amostras de LVPR tém indicado que
esses virus devem ser considerados como quasispécies virais unicas que tém a
capacidade de infectar tanto ovinos quanto caprinos, indicando, portanto a transmissao

entre espécies (PASICK, 1998; LIMA et al., 2004).

De acordo com a nomenclatura proposta, baseada nas sequéncias dos genes gag
e pol, o primeiro conjunto (grupo A) corresponde ao tipo MVV. O segundo conjunto (o
grupo B) refere-se geneticamente a um tipo menos complexo de CAEV e compreende
dois subtipos, B1 e B2. Dois grupos adicionais (C e D) t€m sido identificados com base
na grande divergéncia genética frente os dois outros grupos, mas ainda ndo é descrito
inteiramente por serem poucos os isolados (SHAH et al., 2004; GERMAIN & VALAS,
2006).

Estudos demonstraram que a transmissdo e a propagacdao dos LVPR sdo
complexas e menos espécie-especificos do que se imaginava. A transmissao natural dos
LVPR entre caprinos e ovinos ¢ uma caracteristica regular desta infeccao, e representa
uma fonte importante para a persisténcia viral. Informagdo epidemioldgica e andlise
filogenética de dados da sequéncia de nucleotideo dos animais naturalmente infectados
podem ser utilizadas para identificar o curso da transmissdo dentro das populacdes de

caprinos e ovinos (GJERSET et al., 2007).

2.4 Patogénese

Os lentivirus sao assim denominados por ocasionarem doencas de evolucao lenta
e progressiva, com longo periodo de incubacdo. As células alvo sdo os mondcitos e

macréfagos, sendo os macrofagos infectados com maior frequéncia, e a expressao viral
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estd associada a maturacdo daquelas células (SILVA & LIMA, 2007). Ha infiltracdo de
leucdcitos mononucleares nos 6rgaos e tecidos alvos atingidos e a secrecdo de citocinas
estd envolvida na patogenia (RUTKOSK et al., 2001). As lesdes sdo induzidas em
tecidos especificos do hospedeiro como articulacdes, pulmdes, sistema nervoso central e
glandulas mamadrias devido a replicacdo viral em células da linhagem monocitico-

fagocitdria que sdo as principais células-alvo (CALLADO et al., 2001).

Na fase inicial da infec¢do, a producdo de anticorpos € inexistente ou baixa, e
continua lenta, fato que pode levar a soroconversao tardia desses animais, podendo esta
acontecer meses ou anos apos a infeccdo (FROTA et al., 2005). Alguns mecanismos de
persisténcia viral incluem infeccdo latente por pro-virus DNA, replicacdo viral que
aguarda a diferenciacdo de mondcitos em macréfagos no tecido, baixa concentracdo de

anticorpos neutralizantes e mutacao viral de genes env (PUGH, 2004).

A infeccdo com CAEV resulta numa replicacdo viral persistente de baixa
intensidade, seguida por surgimento retardado (anos) das alterages clinicas. Ha
producdo de anticorpos nao neutralizadores contra diversas proteinas do nicleo viral e

glicoproteinas do envelope (EAST, 2006).

A expressao e liberagdo do virus ocorrem a medida que os mondcitos infectados
amadurecem para macréfagos. A doenca resulta da inflamacgdo decorrente da reacdo do
sistema imune do hospedeiro para o virus expressado. O desenvolvimento do anticorpo
neutralizante ndo detém a replicagdo viral por causa da expressao continua de variantes
antigénicas do virus com epitopos de neutralizacdo que diferem no tipo especifico.
Entretanto, acredita-se que os complexos imunes sejam a base para as alteragdes
inflamatdrias cronicas nos tecidos. As lesdes sdo de natureza linfoproliferativa e o virus
causa uma sindrome multissist€mica, que envolve principalmente o tecido conjuntivo de
revestimento sinovial, causando artrite cronica, tumefacdo e endurecimento do ubere,

com ou sem mastite, € pneumonia intersticial cronica (RADOSTITS et al., 2002).

Os Retrovirus do género Lentivirus replicam-se apenas em células em divisao,
causando morte celular, formacdao de sincicios e apoptose. Os LVPR ndo causam
imunodeficiéncia como as outras lentiviroses, tais como HIV, SIV e FIV, pelo fato de
infectar principalmente mondcitos-macréfagos e ndo linfécitos. Os macréfagos
infectados pelo CAEV estimulam de forma anormal o sistema imunolégico, induzindo a

uma hiper-proliferacdo e reatividade linfocitaria inespecifica, o que justifica os danos
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imunomediados que caracterizam a evolugdo das lentiviroses cldssicas. No caso da
CAE, esses danos vao se localizar nas articulagdes nos animais adultos e no sistema

nervoso central, nos animais jovens (QUINN et al., 2005).

Segundo Ponti et al. (2008), os animais infectados com CAEV nao podem ser
consideradas como imunosuprimidos, mas niao se pode excluir a possibilidade que as

células imunes poderiam ser funcionalmente danificadas.

2.5 Achados clinicos e anatomo-patologicos

A CAE ¢ uma doenca cronica, que ocasiona vdrias alteracdes progressivas
graves, e que pode ter como principais sinais clinicos: artrite, encefalite, mastite,
emagrecimento dos animais adultos e mais raramente pneumonia progressiva (SOUSA
et al., 2005; PUGH, 2004). O virus pode estar presente em todos os liquidos bioldgicos
do organismo (FRANKE, 1998). Podem ser observadas linfadenopatias e
emagrecimento progressivo, de forma isolada ou simultinea (COSTA et al., 2007).
Apenas 35% dos animais infectados apresentam algum sinal clinico da enfermidade

(GUEDES et al., 2001).

As principais formas clinicas descritas em caprinos infectados pelo virus foram:
leucoencefalomielite, que ocorre, principalmente, em cabritos, e artrite, mais frequente
em animais adultos. Além dessas formas clinicas bem definidas, o sistema respiratorio e
a glandula mamaéria foram considerados como passiveis de comprometimento durante a
evolucdo da CAE, causando, respectivamente, pneumonia intersticial cronica, e mastite

intersticial com endurecimento progressivo (LARA et al., 2005).

A doenga causa prejuizos econdmicos na produgdo leiteira, e leva animais a
caquexia por ndo poderem se deslocar para alimentar-se. No caso de pneumonias e
encefalites podem causar morte dos animais acometidos (TEIXEIRA et al., 2008). O
sinal clinico mais consistente com a CAE € o edema periarticular do carpo, que aparece
em 12 a 40% das cabras infectadas (KNOWLES et al., 1994). E importante salientar
que pisos suspensos com desnivel acima de 50 cm aumentam os problemas articulares

de animais com CAE (PINHEIRO et al., 2004).
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A CAE aparece com mais frequéncia nos caprinos adultos causando conforme a
sua peculiar denominac¢do uma artrite, na qual as articulacdes mais envolvidas sdo as
dos membros dianteiros na altura do joelho (carpo-metacarpianas) (TEIXEIRA et al.,
2008). O aumento do volume articular é o sinal clinico mais comumente observado e
com menor frequéncia ocorre em outras articulagdes, como a do jarrete, a patelar e a
atlanto-occiptal (SANTIN et al.,, 2002). Com a evolu¢do da doenga, observam-se
aumento de volume da articulacdo, claudicacdo intensa e dificuldade de locomocgado

(LARA et al., 2005).

Figura 3. Formas clinicas da artrite-encefalite caprina. [A] Forma neurolédgica; [B]
Forma mamaria (BRITO, 2009); [C e D] Forma articular associado a emagrecimento
progressivo (arquivo pessoal).

Os caprinos acometidos podem ter um tempo de vida normal, mas gradualmente
perdem peso e, eventualmente, permanecem em decubito a maior parte do tempo com o
subsequente desenvolvimento de ulceras de decubito. A dilatagdo das bolsas do atlas e

supraespinhosa ocorre em alguns casos (RADOSTITS et al., 2002).
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Nos animais jovens, a ocorréncia mais comum € a forma neuroldgica chamada
de leucoencefalomielite, também seguida de artrite (TEIXEIRA et al., 2008). Os sinais
sdo: fraqueza muscular, paresia ou ataxia dos membros posteriores, que evolui para
tetraplegia, andar em circulo, nistagmo, e a medida que a doenga evolui, os cabritos
tornam-se cegos, apresentam tremores, rotacdo e desvio da cabeca, paralisia facial e
opistétono. O curso clinico da doenga pode ser de uma a duas semanas (LARA et al.,
2005; PUGH, 2004). Na histopatologia, as lesdes envolvem a substincia cinzenta,
especialmente da medula espinhal e, as vezes, do cerebelo e tronco cerebral. Observa-se

encefalomielite desmielinizante ndo supurativa bilateral (RADOSTITS et al., 2002).

Outra forma de CAE descrita caracteriza-se por predominio de sintomas
respiratorios, por isso foi considerada uma forma clinica pulmonar. As lesdes do
parénquima e intersticio pulmonar causam pneumonia intersticial progressiva. Os sinais
mais significativos sdo: aumento da frequéncia respiratoria, intolerdncia ao exercicio,
dispneia e tosse seca (LARA et al., 2005). Os animais podem apresentar tosse cronica
profunda, produtiva nos estdgios iniciais e nos estdgios finais, taquipneia, dispneia e
ruidos pulmonares anormais. O aumento dos linfonodos locais pode contribuir para o
aparecimento de estridor, disfagia e timpanismo (PUGH, 2004; PAULA et al., 2008).
Na necropsia, observam-se aderéncias pleurais, pulmdes pesados e firmes a palpacgdo e
areas de coloracdo réseo-acinzentadas. Os achados histopatolgicos sdo de pneumonia
intersticial e broncointersticial. As lesdes ocorrem principalmente no lobo caudal e no

cranioventral (CALLADO et al., 2001).

A glandula mamaria, em casos clinicos de CAE, foi considerada passivel de
apresentar lesdes que caracterizariam um processo inflamatério gradativo, com a
presenca de varios nddulos de consisténcia firme, que determinam um endurecimento
difuso do parénquima mamadrio, resultando em assimetria das metades do ubere
(BIRGEL JR. et al., 2007). Histologicamente, observa-se mastite intersticial com

presenca de nddulos linféides (CALLADO et al., 2001).

Devido ao quadro clinico mamario, ha diminui¢do da producdo lactea, de forma
gradativa, atingindo o grau maximo na agalaxia. O endurecimento gradativo do ubere
foi diagnosticado em 6,83% (17/249) das glandulas examinadas em cabras com CAE

(LARA et al., 2005).
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As cabras com CAEV apresentam reducdo dos teores lacteos de lactose,
proteina, gordura e sélidos totais, o que seguramente determina uma reducdo do
rendimento na produgdo de leite e derivados, acarretando prejuizos para produtores

rurais e industria de laticinios (BIRGEL JR et al., 2007).

2.6 Diagnostico

Devido a auséncia de sinais clinicos patognomdnicos e a presenca de animais
assintomdticos, sdo de extrema importancia o auxilio de testes laboratoriais no
diagnéstico da CAE (LARA et al., 2005). Pelo fato de que somente alguns animais
infectados pelo CAEV desenvolvem a doenga, e a carga viral no sangue muitas vezes
ser baixa, a maneira mais facil de diagnosticar a infeccdo € detectando a resposta
humoral (PLAZA et al., 2009). O teste laboratorial para diagndstico de infeccdo pelo
CAEV mais difundido é o de imunodifusdo em gel de Agar (IDGA), que tem grande
aceitacdo na execug¢do dos testes de rotina em rebanhos, devido ao custo relativamente
baixo, a boa sensibilidade e especificidade, além da praticidade de execucgao e leitura

(ABREU et al., 1998).

A deteccdo direta da presenca do virus pode ser realizada tanto pelo isolamento
em cultura celular e evidenciacdao do virus em microscopia eletronica, como também
através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e da hibridizacdo in situ. Os LVPR
podem ser isolados de amostras de animais vivos, tanto pelo co-cultivo em células de
membrana sinovial caprina (MSC), como leucécitos do sangue periférico, células
somaticas do leite, s€émen e fluidos uterinos, como, também de animais mortos
infectados, a partir de explantes de tecidos como MSC (Figura 4), glandula mamaria,
pulmao, plexo cordide e tecidos linféides. Para isolamento do lentivirus caprino de
amostras clinicas, utiliza-se cultivo primério de células de MSC, sendo que o efeito
citopatico caracteristico € a presenca de células multinucleadas tipicas (sincicio)

(PINHEIRO et al., 2001a).

A técnica de PCR é altamente sensivel e especifica. E possivel detectar o DNA
pro-viral do CAEV um dia apds a infeccdo dos cultivos celulares, e de apenas uma
célula infectada em um cultivo de 106 células. A PCR € a técnica mais eficiente em

detectar DNA viral no sangue nos estdgios iniciais da doenga, sendo uma alternativa
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também para identificacdo de animais falso negativos (PINHEIRO et al., 2001a;
FROTA et al., 2005). Para isto, t€ém sido utilizados iniciadores derivados das sequéncias
dos genes gag ou pol, em PCR, em amostras de leucdcitos, células do leite, lavado
bronquio alveolar, liquido sinovial e células obtidas por tripsinizagdo de monocamadas

ou explantes (COSTA et al., 2007).

Figura 4. Células de membrana sinovial caprina infectadas com lentivirus
caprino. Presenca de células gigantes multinucleadas (setas). Aumento de 200x. Corado
com cristal violeta a 0,1% (PINHEIRO, 2001).

Embora a PCR seja mais caro se comparado aos testes sorologicos, seu uso pode
aumentar a eficidcia dos programas de erradicagdo do CAEV baseados em testes e na
segregacdo de animais positivos. As praticas de gestdo cldssicas para o controle desta
enfermidade sao insuficientes, e a PCR pode ser uma ferramenta util para diminuir o
risco de animais falso negativos, que ocorre com o IDGA (MODOLO et al., 2009). A
utilizacdo do leite, colostro, s€men ou liquido sinovial como fonte de DNA do virus
para a técnica de PCR oferece menor sensibilidade se comparado a amostras de sangue

(REINA et al., 2008).

O diagnéstico sorolégico € o mais utilizado, tendo como objetivo detectar a
presenca de anticorpos, mas a avaliagdo deve ser cautelosa, visto que um resultado
negativo pode ser um falso negativo, pela possibilidade de soroconversdo tardia ou

baixas concentracdes de anticorpos no sangue (FRANKE, 1998). Os métodos mais



19

utilizados sdo a imunodifusdo em gel de agarose (IDGA), a técnica imunoenzimética —
enzime-linked immunsorbent assay (ELISA), immuno-blot (IB) e a imunofluorescéncia

indireta (IFI).

A técnica de IDGA (Figura 5) é empregada mundialmente como método de
triagem e monitoramento das fases iniciais de programas de controle das lentiviroses de
pequenos ruminantes, mas apesar da boa especificidade, a IDGA pode apresentar
resultados falso-negativos (PINHEIRO et al., 2006). A sensibilidade do IDGA pode ser
incrementada pela utilizacdo de antigenos homoélogos. Fatores como soroconversiao
tardia, variacdo no titulo de anticorpos para LVPR ao longo da vida do animal e
heterogeneidade gendmica dos isolados também podem influenciar o resultado dos

testes soroldgicos e subestimar o nimero de animais infectados (REISCHAK et al.,

2002).

A utilizacdo de antigenos especificos para CAEV confere sensibilidade 35%
maior que a utilizacdo de antigenos heterélogos, como o0 MVV. Na técnica de IDGA, a
utilizacdo da gp135 (glicoproteina de superficie) confere maior sensibilidade do que da
p28 (proteina do capsideo), ambas constituintes do virus da CAE (GUEDES et al.,
2001). A proteina principal do capsideo, p28, € considerada antigeno dominante na
infeccdo dos lentivirus (ROSATI et al., 1999). Embora os anticorpos contra a p28
surjam relativamente cedo na infec¢do, os niveis destes anticorpos parecem declinar
quando os sinais clinicos aparecem. Anticorpos contra as glicoproteinas do envelope

(gp135 e gp46) surgem mais tarde, mas parecem persistir na fase clinica (BRINKHOF
& MAANEN, 2007).

Figura 5. Linhas de precipitacdo dos testes de imunodifusdao em gel de dgar (IDGA)
realizados com antigeno para artrite-encefalite caprina.
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Na utiliza¢do de diferentes kits de IDGA, com antigeno rico em p28 (Figura
5A), na disposi¢do: pogo central com antigeno p28, pocos 1,2,3 e 5 com soro positivo
(rico em anticorpos contra as proteinas p28 e gp135), poco 4 com soro negativo € pogo
6 com soro fraco positivo (soro pobre em anticorpos contra a gpl35 e sem anticorpos
contra a p28), verifica-se nos pocos 1, 2, 3 e 5 a presenca de uma linha de precipitagao
referente a proteina p28. J4 com a utiliza¢do de antigeno rico em p28 e gp135 (Figura
5B) na disposicdo: po¢o central com antigeno contendo p28 e gp135, pocos 1,3,4 e 5
com soro positivo e pocos 2 e 6 com soro reagente ( rico em anticorpos contra a gp135),
obeserva-se claramente a formagdo de duas linhas de precipitagcdo das proteinas gp135 e

p28 com os soros positivos (PINHEIRO et al. 2005).

O Elisa pode ser dividido em teste que utiliza o virus inteiro, proteinas
recombinantes (ou peptideos sintéticos) como antigeno, ou competitivo, baseado na

utilizag@o de anticorpos monoclonais (ANDRES et al., 2005).

Figura 6. Teste de Elisa indireto padronizado na Embrapa Caprinos e Ovinos em placas
flexiveis.

7z

O Elisa indireto é realizado em placas adsorvidas com antigeno viral, para
detec¢do de anticorpos a partir da utilizacdo de anti-anticorpos marcados com enzima.
Estudos realizados por Torres (2008) com 343 caprinos sauddveis entre um e quatro
anos, comparando o ELISA com outras técnicas soroldgicas como IDGA, IFI e IB em

soro, e com a PCR em amostras de leite, demonstraram que o ELISA apresenta alta
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sensibilidade, detectando 21% de animais positivos, enquanto que a técnica de IDGA
detectou somente 8,75% de animais positivos para infeccdo pelo CAEV. As técnicas de
IFI e IB mostraram boa correlacdo com a técnica ELISA. Ao considerar a analise da
PCR no leite, observou-se que esta detectou o pro virus em amostras de leite de
caprinos soropositivos pelo teste ELISA, comprovando, portanto, a utilidade do teste de
ELISA na deteccdo precoce da infec¢do pelo CAEV com maior sensibilidade que o

teste IDGA.

A utiliza¢do do ELISA realizado no leite como método diagndstico de CAEV é
apropriado pela facilidade e ndo invasividade de coleta da amostra, além de oferecer boa
sensibilidade para diagnosticar CAEV. Apesar do ELISA ser o mais sensivel método de
diagndstico soroldgico disponivel, sua sensibilidade ndo € 100% e ainda ndo ha nenhum

método considerado padrdo ouro (PLAZA et al., 2009).

O IB (Figura 7) € um teste que permite a detec¢@o de anticorpos dirigidos contra

as diferentes proteinas do virus, separadas segundo seu peso molecular, e € considerado

ideal para validacdo de diagndstico sorolégico para diversas enfermidades como o HIV

(TESORO-CRUZ et al., 2003).

_I_:

Figura 7. Teste de immunoblot realizado na Embrapa Caprinos e Ovinos: a. padrio,
b.controle positivo, c. controle negativo. Animais positivos apresentam reacdes de
mesmo peso molecular do padrdo (setas).
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A sensibilidade e a confianga dos testes sorolégicos ndo dependem somente do
tipo do teste empregado, mas pode ser influenciado pelo método de preparacdo do
antigeno utilizado no diagndstico, na escolha da cepa viral, e dos componentes virais do
antigeno mais relevantes imunologicamente. Entretanto existem animais que mesmo
infectados ndo podem ser diagnosticados sorologicamente em decorréncia da
soroconversdo tardia, variacdo no titulo de anticorpos para LVPR durante a vida do
animal, heterogeneidade genética das cepas virais, laténcia soroldgica e anergia

(PINHEIRO et al., 2006).

2.7 Tratamento, controle e profilaxia

Ainda ndo existe tratamento ou vacina para esta enfermidade, e uma das grandes
dificuldades para produzi-la tem sido a baixa imunogenicidade deste virus. Os
anticorpos neutralizantes contra CAEV sdo muito lentos para inativar sua infectividade,
por este virus ser particularmente protegido dos anticorpos, através do elevado teor de
carboidratos contidos em sua superficie. Antigenos de CAEV induzem uma resposta
imunoldgica com anticorpos de baixos titulos e demonstram um declinio a partir de oito

a 21 dias (SOUSA et al., 2005).

Por ndo haver terapéutica eficaz para qualquer forma da doenca, ou vacinas que
consigam eliminar o virus, a melhor maneira de combater a doenca é detectando
precocemente os animais infectados para que sejam adotadas medidas profildticas
adequadas para a saide do rebanho (ALMEIDA et al., 2003; STACHISSINI et al.,
2007).

O tratamento de suporte dos animais doentes consiste do manejo nutricional,

com fornecimento de alimentos de boa qualidade, facilmente digeriveis e prontamente

acessiveis (PUGH, 2004).

O Programa Nacional de Sanidade de Caprinos e Ovinos (PNSCO) exige teste
sorolégico negativo para CAEV na entrada de qualquer animal no pais, como também

para qualquer material de multiplicacdo animal, previsto no Plano Nacional de
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Vigilancia e Controle das Lentiviroses de Pequenos Ruminantes, do Ministério da

Agricultura, no artigo 24 (BRASIL, 2009).

O controle dessa enfermidade é complexo e laborioso, devido a ocorréncia de
portadores assintomaticos, lenta producao de anticorpos, indisponibilidade de vacinas e

ampla disseminagdo, principalmente em rebanhos leiteiros (FROTA et al., 2005).

O programa sanitdrio a ser desenvolvido para evitar a CAE compreende dentre
outras medidas, a deteccdo soroldgica dos positivos e indugdo do parto impedindo o
acesso ao colostro materno (TEIXEIRA et al., 2008). O levantamento epidemioldgico
da infec¢do pelo CAEV € o primeiro passo para seu controle (PINHEIRO et al., 2001b).
A eficiéncia de programas de controle dos lentivirus depende da sensibilidade e
especificidade do teste diagndstico, da frequéncia de sua utilizacdo em animais de um
determinado rebanho e no manejo utilizado neste mesmo rebanho (PINHEIRO et al.,

2001a).

Dentre as préticas de manejo comumente utilizadas, o aleitamento artificial e a
ado¢@o do banco de colostro sd@o fundamentais, pois o leite a ser disponibilizado aos
cabritos necessita ser tratado termicamente, impedindo a principal via de disseminagao
da doenca. A utilizacio de maternidade e sala de ordenha aumenta o risco de
transmissdo do CAEV, portanto deve ser motivo de preocupacdo. Como alternativa,
recomenda-se o parto em piquetes maternidade e a ordenha em locais sem a excessiva

concentracao de animais (SILVA et al., 2005).

A fim de evitar a perda de material genético provocada pelo descarte dos
animais doentes, programas de controle buscam a obtencdo de crias de animais
enfermos antes de descartd-los (PINHEIRO et al., 2001a), uma vez que o comércio de
material de multiplicacdo animal, que em muitos casos € imprescindivel para
manutencdo ou aumento da produtividade pecudria, ndo estd isento de riscos
(CARVALHO et al., 2007). Para tanto existem varias biotécnicas que sdo utilizadas na
reproducdo animal, visando a preservagdo de sémen, foliculos ovarianos e embrides de

animais geneticamente melhorados (SILVA & LIMA, 2007).

A deteccdo do DNA pré-viral do CAEV no sémen é fundamental para o
programa de controle da CAE, considerando-se o risco de transmissd@o por meio de
reprodutores infectados, utilizados em monta natural ou inseminacgdo artificial (IA).

7z

Segundo Andrioli et al. (2006), o dano testicular é um fator que influencia
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significativamente a presenca do lentivirus no sémen, € a lavagem apenas reduz a

presenca, mas ndo € suficiente para elimind-lo.

Tem sido observada uma limitacdo dos programas de controle baseados somente
na transmissao por leite e colostro entre a mae infectada e sua prole, enfatizando a
necessidade da adi¢do de outros métodos de controle que considerem um maior espectro
de vias de infec¢do, como a realizagdo de teste sorolégico dos animais, seguido de

separagdo ou descarte dos soropositivos (PINHEIRO et al., 2001a).

Para ser declarado livre da infecgdo um rebanho previamente infectado deve ser
negativo em pelo menos trés ou quatro testes em intervalos de seis a doze meses
(NORD et al., 1998). Impedir a propagacao da infeccdo de CAEV inclui a pasteurizagcdo
do colostro e a segregacao e a sele¢ao de animais soropositivos (LEITNER et al., 2010).
A segregacdo e/ou erradicagdo imediata dos animais constitui uma prética eficiente para
limitar a propaga¢do do virus, que por sua vez, tem um impacto positivo na producao,

incluindo alguns parametros do leite (TURIN et al., 2005).

Konishi et al. (2011) demonstraram a erradicacdo de CAEV em um rebanho de
caprinos leiteiros, a partir da combinacdo de trés estratégias: separacdo dos cabritos
imediatamente apds o parto, segregacdo de cada nova geracdo e abate de animais
positivos em testes periddicos (IDGA e PCR), realizados a cada dois meses. Também

foi observado o aumento da producao de leite apds a erradicacao.

E importante salientar que os ovinos podem funcionar como reservatérios para
os subtipos de LVPR que podem ser naturalmente transmitidos aos caprinos pela
infec¢ao horizontal. Inversamente as cabras podem funcionar como reservatdrio para a
infeccdo nos carneiros, portanto isto deve ser considerado em todos os programas de

erradicacdo das LVPR (SHAH et al., 2004).
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RESUMO

Este trabalho teve como finalidade verificar a prevaléncia soroldgica da lentivirose
caprina (LVC) na Microrregido de Juazeiro — BA, através da técnica de imunodifusdo
em gel de dgar (IDGA), bem como caracterizar os sistemas de criacdo da regido. Para
tal, foram avaliadas 693 amostras de soros sanguineos de caprinos, de 46 propriedades
rurais de diferentes localidades pertencentes aos oito municipios formadores da
Microrregiao (Campo Alegre de Lourdes, Casa Nova, Curacd, Juazeiro, Pildo Arcado,
Remanso, Sento Sé e Sobradinho). Na realizacdo das visitas, foi aplicado um
questiondrio com énfase nas informacdes referentes ao manejo sanitdrio. Das
propriedades visitadas, todas apresentavam sistema de criagdo extensivo, com
predominio de animais sem raca definida, baixa produtividade e baixo indice de
tecnificacdo, visando principalmente a obtencdo de carne. As principais enfermidades
relatadas foram linfadenite caseosa, diarreias, ectoparasitoses e ceratoconjuntivite.
Quanto a soroprevaléncia, 0,29% (2/693) das amostras apresentaram sorologia positiva.
Os animais positivos pertenciam a mesma propriedade, no municipio de Curagd, que
apresentou 12,5% (1/8) de propriedades positivas, contrastando com o 2,17% (1/46) de
soroprevaléncia total dos rebanhos visitados. Estes resultados sugerem, portanto, a
necessidade da efetivacdio de medidas preventivas na regido, principalmente no

momento em que se verifica a importagdo de animais para melhoramento genético.
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Palavras-chave: prevaléncia, CAEV, lentivirus de pequenos ruminantes, IDGA,

caprinocultura.

SUMMARY

This work aimed to determine the prevalence of serological artrithis encephalitis caprine
(CAE) in the micro region of Juazeiro - BA, through the technique of agar gel
immunodiffusion (AGID) and characterize the farming systems of the region. We
collected 693 blood serum samples of goats from 46 farms in eight different locations
belonging to the municipalities forming the micro-region (Campo Alegre de Lourdes,
Casa Nova, Curacd, Juazeiro, Pilao Arcado, Remanso, and Sobradinho). In carrying out
the visits, a questionnaire was applied with an emphasis on information relating to
health management. Of the properties visited, all had extensive breeding system, with a
predominance of mixed breed animals, low productivity and low rate of technology
with the goal of mainly getting meat from the animals. The main diseases reported were
caseous lymphadenitis, diarrhea, ectoparasites and keratoconjunctivitis. About the
seroprevalence, 0.29% (2 / 693) of samples tested positive in i-Elisa. The positive
animals belonged to the same property in the municipality of Curacd, which showed
12.5% (1 / 8) of positive properties, in contrast to 2.17% (1 / 46) of total seroprevalence
in the others properties visited. These results therefore suggest the need for new
epidemiological surveys in the region, especially at the time when the import of animals
for genetical improvement is occurring.

Keywords: prevalence, CAEV, small ruminant lentiviruses, AGID, goat.

INTRODUCAO

O estado da Bahia possui o maior rebanho caprino do pais, sendo que as maiores
concentracdes de caprinos deste estado sdo observadas na Regidao do Baixo Médio Sao
Francisco, também denominada de Microrregido de Juazeiro, que detém

aproximadamente 10,4% do rebanho nacional (IBGE, 2008).

Dentre as enfermidades de grande impacto para caprino-ovinocultura, destacam-se
as lentiviroses de pequenos ruminantes, doencas causadas por virus da familia
Retroviridae, género Lentivirus, representado por dois grandes grupos filogenéticos

cujos protétipos sdo o virus da maedi-visna (MVV) e o da artrite-encefalite caprina
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(CAEV), sendo atualmente descritos como lentivirus ovino (LVO) e lentivirus caprino

(LVC), respectivamente (NORD et al., 1998; PASSICK, 1998).

As manifesta¢des clinicas s@o em consequéncia das lesdes induzidas em tecidos
especificos do hospedeiro, como articulacdes, pulmdes, sistema nervoso central e
glandulas mamadrias devido a replicacdo viral em células da linhagem monocitico-
fagocitdria, que sdo as principais células-alvo dos lentivirus de pequenos ruminantes-
LVPR (CALLADO et al., 2001). Sendo assim, as possiveis alteracdes clinicas sdo a
articular, a mamaria, a neuroldgica e a pulmonar, sendo esta tltima mais observada em
ovinos. A forma articular da LVPR € caracterizada principalmente pelo aumento de
volume da articulagdo, além de outros distirbios do sistema locomotor, como
claudicacio e adocdo de posicoes andmalas. A forma clinica mamadria desta
enfermidade € caracterizada pela presenca de nddulos e endurecimento difuso no
parénquima da glandula mamaria e diminui¢do da producdo de leite (FRANKE, 1998;
CASTRO & MELO, 2001). A alteracdo pulmonar se caracteriza por pneumonia
intersticial, ja a forma neurolégica, mais comum em cabritos de um a quatro meses, €
responsavel por incoordenacdo, tremores musculares e paralisia (CALLADO et al.,

2001).

Os animais infectados podem apresentar soroconversao tardia, associada a expressao
varidvel de anticorpos no decorrer da vida (laténcia soroldgica), reduzindo a
sensibilidade do teste e o sucesso do programa de controle (PINHEIRO et al., 2010).
Mesmo assim, a sorologia representa uma forma eficaz de diagndstico laboratorial, pois
a presencga de anticorpos demonstra, indiretamente, a existéncia de infeccao (CRUZ et

al., 2009).

No Brasil foram realizados diversos levantamentos que indicam a disseminac¢ao do
virus em grande parte das criagdes de caprinos, com frequéncias bastante varidveis, de
acordo com o tipo de exploracdo, o sistema de criacdo e as ragas utilizadas. Segundo
Pinheiro et al. (2000), o transito entre rebanhos e entre regides pode ser considerado
como o principal responsdvel pela disseminagdo de doencas, principalmente as

lentiviroses, de desenvolvimento lento, curso cronico e muitas vezes assintomatico.

De acordo com as resolucdes 65/94 e 66/94 do Mercosul, os paises membros do

bloco devem certificar-se, em caso de exportacdo e importacdo de ovinos e caprinos,
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que o pais de origem dos animais seja livre de maedi-visna e de CAE hé pelo menos trés

anos (Pinheiro et al., 2010).

Sendo assim, ao verificar a grande importancia do rebanho caprino baiano, e o
impacto que a LVC pode causar nestas criagdes, realizou-se este trabalho com o
objetivo de determinar pioneiramente a prevaléncia soroldgica da artrite-encefalite
caprina (CAE) em rebanhos da Microrregido de Juazeiro pela técnica de imunodifusdo

em gel de dgar (IDGA), e caracterizar os sistemas de cria¢do da regiao.

MATERIAL E METODOS

O estado da Bahia (BA) localiza-se na regido Nordeste, e sua superficie cobre
564.692,669 Km? de drea territorial, o que representa 36,3% dos nove estados da regido
nordestina e 6,64% do territério brasileiro, sendo que 68,7% encontram-se no semidrido
(WIKIPEDIA, 2009). A érea de atuagdo desse trabalho envolvem a Regido do Baixo
Médio Sao Francisco composta por oito municipios: Pildao Arcado, Campo Alegre de

Lourdes, Remanso, Sento Sé, Casa Nova, Sobradinho, Juazeiro e Curaca.

O efetivo caprino da Microrregido de Juazeiro é de 985.076 caprinos, o que
representa aproximadamente 30,9% do rebanho baiano e 10,4% do rebanho nacional
(IBGE, 2008). As maiores concentragdes sao observadas nos municipios de Juazeiro e
Casa Nova e os sistemas de criacdo s@o compostos em sua maioria por animais sem raga
definida (SRD) e nativos, se caracterizando pelo pastoreio extensivo durante o dia e
alguma protecdo do ambiente natural a noite e por criacdo consorciada a outras,

principalmente ovinos (MARTINEZ et al., 2011).

O nimero minimo de amostras a serem testadas foi calculado segundo Thrusfield
(2004), com nivel de confianca de 99% e erro amostral de 5%. Como a prevaléncia
estimada nao era conhecida utilizou-se no cdlculo a prevaléncia esperada de 50% a fim
de maximizar o tamanho da amostra. Dessa forma, o nimero minimo de amostras
calculado foi de 663 animais, sendo que esse total foi distribuido pelos oito municipios
da Microrregidao de forma proporcional ao percentual de participagdo do rebanho de
cada um deles (Tabela 1). Utilizou-se uma amostragem minima de 15 animais por
propriedade, entre machos e fémeas, com idade superior a seis meses, sugerido por
Martinez et al. (2010). As propriedades foram selecionadas por método ndo

probabilistico, j4 que nao haviam listas de propriedades que possibilitassem a
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amostragem aleatéria. Os dados de rebanho utilizados nos célculos foram do IBGE

(2008).

A partir das informacdes colhidas nos questiondrios (anexo 1), calcularam-se
intervalos de confianga para propor¢do da populagdo, considerando que este € um
estudo observacional (MARTINS, 2006). Segundo Arango (2005), os estudos
observacionais caracterizam-se pela nao interven¢do do pesquisador sobre os dados do
estudo. De um modo geral, esses estudos efetuam descricdes a respeito de um
determinado problema. O método estatistico empregado nesses casos € o das

estimativas por intervalos de confianca.

Tabela 3. Nimero de amostras minimas que foram colhidas por municipio da
Microrregiao de Juazeiro - Bahia

Municipios Rebanho N° de amostras N°de N° de amostras
(IBGE, 2008) propriedades colhidas
Campo Alegre de Lourdes 120.965 82 06 91
Casa Nova 212.399 133 09 136
Curaca 167.453 113 08 120
Juazeiro 218.951 147 10 151
Pilao Arcado 80.488 54 04 60
Remanso 124.829 84 06 90
Sento Sé 46.639 31 02 30
Sobradinho 13.352 09 01 15
TOTAL 985.076 663 46 693

Considerando as possiveis perdas por hemdlise e a dificuldade de acesso a
algumas comunidades, optou-se por colher algumas amostras a mais, totalizando 693
amostras, oriundas de 46 propriedades, buscando-se obter amostras representativas de
todo o rebanho da regiao, respeitando o percentual de participa¢do de cada municipio no
rebanho total. Na visita as propriedades, foi aplicado um questiondrio abordando dados
do criador, da fazenda e do rebanho, objetivando-se correlacionar diferentes varidveis
acerca do nivel tecnoldgico, sanidade, nutri¢ao, reproducao e aspectos zootécnicos com
a soro prevaléncia observada, além de caracterizar os sistemas de criacao de caprinos da
regido.

Os animais foram avaliados clinicamente, buscando-se alteracdes caracteristicas da
artrite-encefalite caprina, segundo Callado et al. (2001), inclusive com afericdo do
diametro céarpico e metacarpico, a fim de se estabelecer o indice clinico. A idade dos

animais foi estimada com base no nimero de mudas dentérias.
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As amostras de sangue foram colhidas através da puncdo da veia jugular, apds a
antissepsia com dlcool iodado, utilizando-se tubos a vécuo, sem anticoagulante. Em
seguida, apés a formagdo de codgulo, os tubos foram centrifugados a 1600g por 10
minutos para a obtencdo do soro, que foi acondicionado em tubos tipo eppendorf e

estocados a -20°C até a realizacdo do teste soroldgico.

Para deteccdo de anticorpos contra o LVC, foi utilizada a técnica de imunodifusao
em gel de dgar (IDGA), utilizando-se kit comercial nacional Biovetech®'. Toda a
técnica realizada seguiu rigorosamente as recomendacdes do fabricante. Este teste
utiliza um antigeno especifico do virus, a proteina do capsideo (p28) (ABREU et al.,

1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram colhidas 693 amostras de 46 propriedades pertencentes a Regidao do Baixo
Médio Sao Francisco, sendo obtida positividade em duas das amostras testadas,
revelando-se uma prevaléncia de 0,29% (0,03 - 0,55) (2/693), demonstrada na Tabela 2.
O municipio de Curacd foi o Unico que apresentou animais positivos no teste,

evidenciando soro positividade de 2,17% (0 - 6,5) (1/46) para as propriedades visitadas.

Tabela 4. Prevaléncia soroldgica para artrite-encefalite caprina em rebanhos caprinos
da Microrregido de Juazeiro — Bahia

Municipio NO de animais NO de animais  Prevaléncia
testados positivos (%)
Campo Alegre de Lourdes 91 0 0,0
Casa Nova 136 0 0,0
Curaca 120 2 1,67
Juazeiro 151 0 0,0
Pilao Arcado 60 0 0,0
Remanso 90 0 0,0
Sento Sé 30 0 0,0
Sobradinho 15 0 0,0
Total 693 2 0,29

As amostras positivas no teste de IDGA para LVC foram de duas fémeas com
idade aproximada de trés anos, sem raga definida, da mesma propriedade, localizada no

! Biovetech — Indistria e Comércio de Produtos Biotecnoldgicos Ltda ME, Rua Costa Sepulveda, 749,
Engenho do Meio, 50.730-260, Recife — PE. biovetech@ gmail.com
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municipio de Curacd. Ambas ndo apresentavam qualquer alteracdo clinica

correlacionada com a lentivirose, inclusive com indice clinico de 5,0 e 5,5cm. Estes

valores sdo considerados normais segundo Pinheiro et al. (2005) para fémeas SRD de

trés anos de idade. Entretanto, Lilembaun et al. (2007) afirmam que o indice clinico ndo

¢ adequado para auxiliar no diagndstico, uma vez que o mesmo apresentou baixa

sensibilidade (13,8%) e baixo indice de concordincia (k= 0,057) com o IDGA.

Estes resultados de baixa prevaléncia soroldgica estdo de acordo com outros

levantamentos realizados em outros estados da regido Nordeste (Figura 8) que

similarmente a este trabalho utilizaram animais de criagcdes extensivas, com a maioria

do rebanho constituido por animais sem raca definida e de exploracdo para corte.

Ressalta-se que o sistema de criagdo tem grande influéncia na disseminagdo do virus,

devido a aglomeracdo ser bastante favoravel a disseminacdo do lentivirus (PINHEIRO

et al., 2001; SOBRINHO et al., 2010).
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Figura 8. Ocorréncia de Lentivirus caprinos nos diversos estados do Brasil.
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Quanto a ocorréncia em fémeas, pode estar relacionada a maior permanéncia destas
no rebanho, como matrizes, o que contribui para aumentar o tempo de exposi¢cao ao
patégeno (SOBRINHO et al., 2010). Entretanto Melo e Franke (1997) e Pinheiro et al.
(2001) nao observaram diferenca estatistica significativa (p<0,05) em relacdo ao

nimero de soro reagentes quanto ao sexo.

Neste trabalho a grande maioria dos animais ndo tinha raga definida, o que
provavelmente foi determinante para a baixa prevaléncia observada. Isto também foi
verificado por Pinheiro et al. (2001) ao pesquisarem anticorpos contra o LVC no estado
do Ceard, obtendo soropositividade de 0,12% em animais mesticos e sem raca definida,
contrastando com os 5,02% detectados para animais de raga pura, o que oS autores
justificam ser devido ao maior ndmero de animais de racas importadas, que
possivelmente, pela falta de cuidado na aquisi¢do, carreiam o virus para os rebanhos

quando na sua introdu¢do para melhoramento genético.

Virios outros autores também verificaram a influéncia do fator racial na soro
prevaléncia para o lentivirus caprino. No estudo realizado por Sobrinho et al. (2010), foi
observado na raca Saanen o maior percentual de animais soro reagentes, 11,7%
(7/60). Para os animais sem raga definida, o percentual foi de 0,6% (2/310), e para a
Anglonubiana, de 3,0% (14/466). Isto corrobora com as informagdes de Melo e Franke
(1997), que verificaram diferenga significativa na soropositividade de animais puros

(66%), meio sangue (31%) e SRD (3%).

Quando comparados os resultados obtidos com outros levantamentos para LVC
realizados no Estado da Bahia (RAMALHO et al. 2001, OLIVEIRA et al. 2006a),
ressalta-se a elevada ocorréncia em animais com predominancia de aptidao leiteira e
manejados intensivamente, o que os autores afirmaram ser devido ao confinamento dos
animais, que em estreito contato corporal e pela amamentagdo coletiva dos cabritos, tém
facilitada a disseminacdo do virus no rebanho. A presenca da LVC em rebanhos
leiteiros do pais pode representar risco de disseminagdo de agentes etioldgicos diversos
para os diferentes estados, quando na introducdo de animais melhoradores em rebanhos
mesticos ou SRD originalmente livres (Pinheiro et al., 2001). Lilembaun et al. (2007)

ressaltam que a doenca permanece subdiagnosticada em vdrias regides do pais.

Apesar da baixa prevaléncia observada neste trabalho (0,29%), verificam-se na

regido algumas iniciativas para melhoramento genético dos rebanhos, com a aquisi¢ao
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de matrizes e reprodutores oriundos de outras regides, o que pode constituir um risco de
introducdo do Lentivirus. Saraiva Neto et al. (1995) afirmaram que a demanda por
animais de ragas leiteiras resultou na importacdo de espécimes de paises onde a doenca
€ enzodtica, o que provavelmente culminou na introdu¢do do agente no Nordeste. O
fluxo de animais entre criagdes especializadas e outras de exploracdo extensiva, com
animais de racas localmente adaptadas, especialmente da regido Nordeste, alertam para
a necessidade de agdes de defesa sanitdria animal visando seu controle, antes que a
enfermidade seja amplamente disseminada em ecossistemas indenes. Isto também foi
verificado por Souza et al. (2010), ao pesquisarem soro positividade para o virus da
lingua azul na mesma regido, obtendo uma prevaléncia de 0,43% (2/469), justificada
pelo tipo de exploragcdo, manejo e baixo nivel tecnoldgico, além da origem dos animais
ser local, ressaltando a importancia do maior fluxo de transporte de animais no aumento

da prevaléncia.

Outro fator a ser considerado € a escolha do antigeno, que neste caso detectava
apenas a resposta soroldgica para p28, enquanto Melo e Franke (1997) ressaltam que a
utiliza¢do simultanea de duas proteinas, p28 e gp135, aumenta a capacidade diagndstica
do teste. Ressalta-se que neste experimento, os animais também demostraram
positividade para o kit Americano (Caprine Arthritis-Encephalitis/Ovine Progressive
Pneumonia Antibody Test Kit. Veterinary Diagnostic Technology, Inc®, USA), que

detecta resposta a gp135.

A propriedade que demonstrou soro-positividade possui sistema de criacdo
extensivo, com finalidade de exploracdo para corte. Nesta, existem animais de padrao
racial importado (Saanen e Boer) puros e mesticos, sendo que o reprodutor foi adquirido
em uma cidade vizinha, ndo estudada neste trabalho, sem a exigéncia de atestado de
sanidade e sem realizacdo de quarentena. Entretanto, a maioria do rebanho se constitui
de individuos sem raca definida. N&ao existe tecnologia associada ao manejo
reprodutivo, ha aproveitamento do leite para consumo familiar, bem como a carne, € a
mesma € comercializada no préprio municipio. No momento da aplicacio do

questiondrio, o proprietdrio relatou a ocorréncia de artrite e mastite, entre outras

enfermidades.

Nos municipios estudados observa-se uma forma de criacdo chamada de Fundo de
Pasto, organizagdes que constituem mais do que uma propriedade coletiva, e sim uma

auséncia de propriedade, com direito ao uso generalizado as associagdes locais, sendo
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que estas se constituem principalmente por membros familiares. Ressalta-se que esta
forma de associacdo estd em extin¢do, sendo encontrada somente na Microrregido de

Juazeiro — Bahia, valorizando-se, portanto o cunho social deste local.

Neste experimento, houve predomindncia na amostragem de animais com idade
superior a 36 meses, concordando com Martinez et al. (2010), que justifica ser devido
ao fato dos criadores, em sua maioria, ndo adotarem o modelo de descarte de fémeas de
acordo com a idade, levando ao abate os machos antes de alcangcarem os 36 meses,

entretanto, as fémeas permanecem no rebanho por tempo indefinido.

Quanto ao perfil de criacdo da regido, todas as propriedades visitadas apresentaram
sistema de criacdo extensivo com criacdo voltada para corte (Tabela 3). Santos et al.
(2011) ressaltaram a importancia do manejo alimentar de sistemas de criagdo no
semidrido, uma vez que deve ser considerada a fragilidade do bioma caatinga quando
manejado inadequadamente, as adversidades edafoclimaticas e a necessidade de
conservacdo de recursos naturais, principalmente quando se observa que 100% das
propriedades visitadas utilizavam a pastagem nativa e 86,96% algum tipo de pastagem

cultivada como suplemento nutricional.

Caracteristica interessante de ser observada € que grande parte da mineralizacio é
realizada com sal comum, ressaltando, portanto a necessidade de orientacdo aos
criadores. Quanto a deficiéncia na correta identificacdo dos animais, também foi
observada no semidrido da Paraiba por Santos et al. (2011), confirmando o baixo grau
de organiza¢do encontrado, visto que para a utilizacdo de estruturacdo zootécnica, a

identificacdo individual é fundamental.

Os aspectos reprodutivos observados concordam com Martinez et al. (2010), que
observaram a maioria das propriedades realizando monta natural e, uma vez que os
reprodutores em sua maioria sdo originados do préprio rebanho, e sdo mantidos por
tempo indeterminado, intensificando a consanguinidade. Pouco desenvolvimento nas
préticas reprodutivas também foram destacados por Santos et al. (2011), onde cerca de

94% dos rebanhos ndo utilizavam monta controlada, no semidrido paraibano.

Baseado no questiondrio realizado verificou-se que diversas enfermidades
acometem estes rebanhos (Tabela 4), entretanto se destaca a linfadenite caseosa como a

doenca de maior ocorréncia nesta populacdo, o que estd de acordo com Alves et al.
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(2007), ao afirmarem que a linfadenite caseosa esta disseminada em grande parte das

criagdes de pequenos ruminantes no Nordeste.

Tabela 5. Caracteristicas dos sistemas de criacdo de caprinos do Baixo Médio Sao
Francisco-Bahia

Caracteristicas NO de Frequéncia
propriedades

Tipo de criacdo Corte 46 100%
Leite 0 0%

Sistema de criagao Intensiva 0 0%
Semi-intensiva 0 0%
Extensiva 46 100%

Fundo de pasto Sim 41 89,13% (79,89 - 98,37)
Nio 5 10,87% (1,63 - 20,11)

Pastagem cultivada Sim 40 86,96% (76,96 — 96,96)
Nio 6 13,04% (3,04 — 23,04)

Mineralizagao Sim 45 97,83% (93,5 - 100)
Nao 1 2,17% (0 - 6,5)

Aprisco Sim 46 100%
Nao 0 0%

Acompanhamento técnico  Sim 6 13,04% (3,04 — 23,04)
Nao 40 86,96% (76,96 — 96,96)

Origem dos animais Da regido 44 95,65% (89,59 - 100)
Outras cidades 2 4,35% (0 —10,41)

Identificagdo dos animais  Sim 42 91,3% (82,93 — 99,67)
Nao 4 8,7% (0,33 - 17,07)

Tipo de identificacdo Corte de orelha 36 78,26% (66,01 —90,51)
Brinco 4 8,7% (0,33 - 17,07)
Outras 2 4,34% (0,01 — 8,67)

Reprodutor Comprado 20 43,35% (28,63 — 58,07)
Emprestado 10 21,70% (9,45 — 33,95)
Do rebanho 16 34,95% (20,81 — 49,09)

Participacdo em exposi¢do Sim 1 2,17% (0 - 6,5)
Nio 45 97,83% (93,5 - 100)

Exigéncia de doc. na Sim 0 0%

compra Nao 46 100%

Ragas Nativas 21 45,65% (30,86 — 60,44)
Exéticas 25 54,35% (39,56 — 69,14)

Alves et al (2007) afirmaram ser a linfadenite caseosa uma enfermidade de
ocorréncia mundial, responsdvel por grandes perdas na ovino caprinocultura,
interferindo nas fung¢des normais do animal como locomocdo, mastigacdo e

amamentagdo das crias, além de causar grande desvalorizagdo do animal quando no
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desenvolvimento da forma cutidnea, bem como emagrecimento progressivo na forma
visceral. Algo que deve ser salientado é a possivel forma de infec¢do através da pele,
que se destaca nestes rebanhos por serem criados em dreas da caatinga, onde se
observam pequenas darvores contendo espinhos que podem causar ferimentos

superficiais, favorecendo a disseminagdo da enfermidade.

Tabela 6. Principais enfermidades relatadas nos caprinos nos diferentes rebanhos da
Regido do Baixo Médio Sao Francisco — Bahia

Enfermidade NO de propriedades Frequéncia (%)
Artrite 14 30,46% (16,8 —44,12)
Abortamento 32 69,57% (55,91 — 83,23)
Ceratoconjuntivite 36 78,26% (66,01 —90,51)
Diarreia 39 84,78% (74,11 — 95,45)
Ectima contagioso 30 65,22% (51,08 —79,36)
Ectoparasita 38 82,61% (71,35 -93,87)
Linfadenite caseosa 44 95,65% (89,59 - 100)
Mastite 25 54,35% (39,56 — 69,14)
Miiase 40 86,96% (76,96 — 96,96)
Pododermatite 22 47,83% (33,0 — 62,66)

Outras caracteristicas de manejo sdao apresentadas na Tabela 5, onde se destaca a
utiliza¢do de vermifugagdo, informagao importante uma vez que a verminose € um dos
maiores problemas de sanidade observados nos rebanhos de pequenos ruminantes

(BANDEIRA et al., 2007).

Tabela 7. Principais caracteristicas de manejo sanitdrio observadas nas criacdes de
caprinos da Regido do Baixo Médio Sao Francisco — Bahia

Caracteristica N.de Frequéncia
propriedades

Realiza vermifugagao 44 95,65% (89,59 - 100)
Realiza vacinagao 16 34,78% (20,64 — 48,92)
Realiza quarentena 1 2,17% (0 - 6,5)
Isolamento dos doentes 3 6,52% (0 - 13,85)
Piquete maternidade 17 36,96% (22,63 — 51,29)
Cura de umbigo 11 23,91% (11,24 — 36,58)
Monitora ingestdo colostro 39 84,78% (74,11 —95,45)
Aleitamento natural 46 100%

Desmame natural 46 100%
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O percentual de propriedades que utilizam a vacinagdo estd abaixo do observado por
Santos et al. (2011), que observaram como pratica comum nas criagdes da Paraiba,

sendo a antirrabica a mais utilizada.

Quanto ao corte e cura do umbigo, esta ainda é deficiente, sendo realizada por
apenas 24% dos rebanhos, e muitas vezes de forma inadequada, com a utilizacdo de
iodo uma udnica vez ou o uso apenas de repelente. Ressalta-se que esta caracteristica foi
apontada por Medeiros et al. (2005) como causa importante de morte em recém-

nascidos.

Os dados produtivos verificados nas propriedades visitadas demonstram baixo
indice de tecnificacdo, o que estd de acordo com Silva et al. (2005), ao afirmarem que
apesar do expressivo rebanho de pequenos ruminantes na regido Nordeste, este ainda
apresenta baixos indices produtivos, justificado em parte pela grande dependéncia, da
vegetacdo nativa da caatinga, estando sujeito a grandes periodos de estiagem, onde ha
escassez severa de recurso alimentar. O manejo adotado nas criacdes observadas ainda
sao as passadas culturalmente, de pai para filho, onde pouco ou nada se modificou. Uma
vez que existem programas de auxilio a criacdes de caprinos, as mudangas sugeridas

nao foram adotadas.

Sendo assim, conclui-se que a lentivirose caprina esta presente na regiao
estudada, de forma discreta 0,29% (2/693), entretanto alarmante uma vez que se
identifica na regido a tentativa de melhoramento genético com a introdugdo e troca de

animais, que pode estar facilitando a disseminagdo do virus.

Portanto, faz-se imperiosa a implementacdo de um programa de educacdo
continuada, com capacitacio destes pequenos produtores, que muitas vezes
desempenham a atividade agropecudria como modo de vida. Uma vez que a
soropositividade para a lentivirose caprina ja foi identificada, é necessario maior
cuidado nos programas de melhoramento animal, com a valorizacdo da condi¢do

sanitaria dos animais melhoradores.
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RESUMO

Este trabalho teve como finalidade padronizar a técnica de ensaio imunoenzimético
indireto (Elisa-1) para diagndstico da artrite-encefalite caprina (CAE) em rebanhos da
Microrregiao de Juazeiro, bem como comparar os resultados obtidos com outras
técnicas imunodiagnodsticas. Para tal, foram avaliadas 693 amostras de soros sanguineos
de caprinos, de 46 propriedades rurais da Microrregido (Campo Alegre de Lourdes,
Casa Nova, Curacéd, Juazeiro, Pildao Arcado, Remanso, Sento Sé e Sobradinho). Quanto
a soroprevaléncia obtida no Elisa-1, 1,59% (11/693) dos animais apresentaram
anticorpos contra o virus da CAE e 15,22% (7/46) das propriedades possuiram animal
soropositivo. Quando na realizacio do IDGA comercial, apenas 0,29% (2/693) das
amostras foram positivas. O Elisa padronizado demonstrou 100% de sensibilidade e
98,7% de especificidade, com indice kappa igual a 0,30 se comparado ao IDGA
comercial. Das 693 amostras, 65 foram testadas pela técnica de Immunoblotting (IB) e
por diferentes kits de IDGA. Nao houve diferenga nos resultados obtidos nos kits de
IDGA, e o IB demonstrou maior sensibilidade que o Elisa-i. Portanto, é recomendada a
utilizacdo de diferentes técnicas, como o IDGA e o Elisa, a fim de se complementar o
diagnostico da CAE em programas de controle.

Palavras-chave: sorologia, imunodiagndstico, lentivirus de pequenos ruminantes,

CAEV, caprinocultura.
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SUMMARY

This work had the purpose of standardizing the technique of indirect immunosorbent
assay (i-ELISA) for the diagnosis of caprine arthritis-encephalitis (CAE) in flocks of
Microregion of Juazeiro, and to compare the results obtained with other techniques. To
attain our goal, we evaluated 693 blood serum samples of goats from 46 farms in this
Microregion (Campo Alegre de Lourdes, Casa Nova, Curacd, Juazeiro, Pilao Arcado,
Remanso, Sento Sé and Sobradinho). About the seroprevalence obtained in i-Elisa,
1.59% (11/693) of the animals showed they possess the anticorps against the CAE’s
virus and 15.22% (7/46) of the properties had seropositive animal. Results of
commercial AGID demonstrated that only 0.29% (2/693) of the samples were positive.
Standard ELISA showed 100% sensitivity and 98.7% specificity, with kappa of 0.30
compared to the commercial AGID. Of the 693 samples, 65 were used in techniques of
Immunoblotting (IB) and different AGID kits. There was no difference in the results
obtained in the AGID kits, and IB demonstrated higher sensitivity than i-ELISA.
Therefore, it is recommended to use different techniques such as AGID and Elisa in
order to improve the diagnosis of CAE control programs.

Keywords: serology, immunoassay, small ruminant lentiviruses, CAEV.

INTRODUCAO

O estado da Bahia possui destaque na caprinocultura nacional, detendo o maior
rebanho caprino do pais, sendo que 30,9% deste efetivo encontram-se na Microrregiao
de Juazeiro, representando 10,4% do rebanho nacional (IBGE, 2008). Dentre as
enfermidades infecciosas que acometem estes animais, uma que merece atenc¢io € a
lentivirose caprina (LVC), também conhecida como artrite-encefalite caprina (CAE).
Esta enfermidade é causada por um virus da familia Retroviridae, género Lentivirus,
grupo lentivirus de pequenos ruminantes, que apresenta periodo de incubagdo longo,
evolucdo geralmente cronica, com agravamento progressivo das lesoes, perda de peso e
debilidade até a morte, gerando grandes prejuizos aos rebanhos caprinos. Nao existe
tratamento ou vacina, sendo o diagndstico a unica forma de prevencdo (PINHEIRO et

al., 2001; MARTINEZ et al., 2011).

Diversos estudos epidemioldgicos no Brasil tém demonstrado a disseminagdo das
lentiviroses de pequenos ruminantes em varios estados, sendo que um dos fatores que

tem contribuido para isso é a pratica de melhoramento genético utilizando-se racas
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importadas, sem os devidos cuidados necessdrios para evitar a introducdo de agentes
infecciosos (ALMEIDA et al., 2001; ALMEIDA et al., 2003; PINHEIRO et al., 2004,
MARTINEZ et al., 2010).

Por muitas vezes nao haver manifestacdo clinica, € pratica rotineira a utilizagao de
diagndstico laboratorial, principalmente as técnicas soroldgicas. Os testes soroldgicos
mais utilizados para identificacdo de animais infectados com o LVC sdo a imunodifusdo
em gel de dgar (IDGA) e o ensaio imunoenzimético (Elisa) (REISCHAK et al., 2002),
sendo que no pais sé é comercializado o kit para imunodifusido em gel de dgar (IDGA),

com antigeno a base da proteina estrutural p28 (Biovetech®).

Considerando a grande importancia da caprinocultura para o estado da Bahia, e a
necessidade de aprimoramento do diagndstico das LVPR, este trabalho teve como
finalidade padronizar uma nova técnica de Elisa indireto, e a partir desta, determinar a
prevaléncia da LVC na Microrregido de Juazeiro, comparando os resultados obtidos

com o uso das técnicas de Imunnoblotting (IB) e diferentes kits de IDGA.

MATERIAL E METODOS

Para a produ¢do de antigenos, foram utilizados cultivos secundérios de células de
membrana sinovial caprina (MSC) (ABREU et al., 1998). Apds o estabelecimento do
cultivo de MSC em garrafas roller, monocamadas semiconfluentes (70 a 90% de
confluéncia) foram inoculadas com a amostra padrio CAEV-Cork, conforme técnica

descrita por Pinheiro et al. (2006a).

Nos ensaios de IB e Elisa-i, o antigeno foi preparado utilizando-se o método de
ultracentrifugacdo em colchdo de sacarose (UCCS) (DANTAS et al., 2008). A
concentracdo da protefna total foi determinada pelo método de Bradford (1976) e o

antigeno mantido a -80°C até a realizac¢do dos ensaios laboratoriais.

Na padronizac¢do do ELISA-i, utilizou-se a metodologia descrita por Pinheiro et al.
(2006a), empregando-se microplacas flexiveis com 96 pocos (Costar®), de alta
capacidade de adsor¢do. Avaliagcdes com diferentes diluicdes de antigeno, soro e
conjugado (anti-IgG caprino marcado com peroxidase-SIGMA®) foram conduzidas de
forma a estabelecer as melhores concentragdes capazes de expressar reacdes positivas,
considerando uma ampla diferenca entre soros padrdes positivo e negativo. Uma vez

estabelecidas as diluicdes, os testes foram conduzidos utilizando-se o soro padrao
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positivo em quadruplicata e o soro padrio negativo, bem como os soros testes, em
duplicata. Os resultados expressos em densidade 6ptica (DO) foram transformados em
percentual de positividade (pp), a partir do resultado médio do soro padrao positivo,
variando de 0 a 100%. O ponto de corte (pp + 3 desvios padrdes) foi estabelecido a
partir da média dos valores obtidos de 92 caprinos de rebanhos negativos por IDGA e

WB, estabelecendo o valor de 39,8 como limite de DO para amostra negativa.

A sensibilizagdo das placas foi realizada com 0,125ug de antigeno/pogco em
tampdo carbonato-bicarbonato (0,05M, pH 9,6) acompanhada de incubacdo por uma
hora a 37°C e overnight sob refrigeracdo. Apds a incubacgdo, lavou-se duas vezes com
solucdo de lavagem (solucao salina 0,9%; 0,05% de Tween 20). Bloquearam-se o0s sitios
livres com solucdo de bloqueio (PBS com 2% de caseina) a 37°C por 90 minutos. Em
seguida, as placas foram lavadas duas vezes. Foram distribuidos 100uL/poco de soros
testes, soro padrdo positivo e soro padrdao negativo, diluidos 1:150 em tampdo de
incubagdo (PBS com 0,25% de caseina; 0,05% de Tween 20), onde permaneceram por
60 minutos a 37°C. Apos seis lavagens, distribuiu-se 100uL/pog¢o do conjugado na
diluicao 1:3000 em tampao de incubagdo, mantendo-se por 60 minutos a 37°C. As
placas foram lavadas por seis vezes e reveladas pela adi¢ao de 100uL/pogo de substrato,
constituido por solu¢do de 0,2mg de 6-phenylenediamine (OPD) e 0,02% (v/v) de H,O,
em tampao citrato-fosfato (0,1M; pH 5,0), por 15 minutos, a temperatura ambiente, ao
abrigo da luz. As reacdes foram paradas com 20uL de H,SO4 na diluicdo 1:20. A
intensidade da cor da reacdo foi determinada por absorbancia em leitor de microplacas
de Elisa, com 492nm de comprimento de onda. Todas as etapas, com excecdo da

revelacdo, foram realizadas sob agitacdo.

Para os testes de IDGA, foram utilizados trés diferentes Kkits: o comercial
produzido pela Biovetech (IDGAc), o americano (Caprine Arthritis-Encephalitis/Ovine
Progressive Pneumonia Antibody Test Kit), produzido pela Veterinary Diagnostic
Technology, Inc® - USA (IDGAa), e o da Embrapa Caprinos e Ovinos (IDGAe). A
técnica se baseia na formacdo da linha de precipitacdo decorrente da ligacdo antigeno-
anticorpo, e o soro teste é considerado positivo quando hia formagdo de linha de

identidade com o soro padrao.

Os testes de IDGAc e IDGAa foram realizados seguindo as recomendagdes dos

respectivos fabricantes, sendo que o primeiro utiliza antigeno contendo principalmente a
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proteina do capsideo (p28) (ABREU et al., 1998), ja o segundo possui também no seu

antigeno a proteina transmembranica gp135.

O antigeno utilizado no IDGAe possui p28 e foi obtido através de ultrafiltracao
(sistema AMICON®), alcancando uma concentracdo de 50 vezes do volume inicial
(PINHEIRO et al., 2010). O teste foi conduzido em ladminas contendo gel de agarose a
0,9% em tampao fosfato (PINHEIRO et al., 2006a).

No teste de IB, seguiu-se o protocolo de Aragdo et al. (2008) modificado. Apéds a
realizacdo da eletroforese, as proteinas do antigeno foram transferidas do gel para
membrana de nitrocelulose (MN) passivamente (TESORO-CRUZ et al., 2009). Em
seguida, as mesmas foram bloqueadas e deu-se sequéncia a técnica. As concentracdes

de soro e conjugado foram de, respectivamente, 1:50 e 1:15000.

Consideraram-se como positivos 0S soros cujas tiras apresentaram reagiao para o
polipeptideo com peso molecular préximo a 28Kda, tendo-se como parametro a tira do
soro controle positivo e o padrdo de peso molecular de proteinas (OLIVEIRA et al.,

2008).

Quanto ao nimero de amostras testadas, para as técnicas de Elisa-i e IDGAc,
foram utilizados 693 soros de caprinos oriundos de 46 rebanhos pertencentes a
Microrregidao de Juazeiro — Bahia, que estd dividida em oito municipios: Pilao Arcado,
Campo Alegre de Lourdes, Remanso, Sento Sé, Casa Nova, Sobradinho, Juazeiro e
Curacd. O tamanho aproximado da amostra foi calculado segundo Thrusfield (2004),

com nivel de confian¢a de 99% e erro amostral de 5%.

Com base nos resultados soroldgicos obtidos no Elisa-i e no IDGAc, foram
calculados a especificidade, sensibilidade, valor preditivo positivo e negativo,
concordancia e indice kappa (k). A sensibilidade e especificidade relativas foram
submetidas ao teste de qui-quadrado (y2) corrigido por Yates e pelo teste exato de

Fischer (THRUSFIELD, 2004).

A fim de uma comparacdo mais minuciosa, 65 amostras, selecionadas entre os
rebanhos que apresentaram positividade a algum dos dois testes (Elisa-i e/ou IDGAc),
foram submetidas aos testes de IDGAa, IDGAe e IB com antigeno produzido na

Embrapa, isto porque se tratam de ensaios mais onerosos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A producdo do antigeno viral ultracentrifugado em colchido de sacarose resultou
em um volume final de 7,4mL, sendo que a dosagem de proteina foi de 3,18mg/mL. Na
eletroforese de produtos obtidos na ultracentrifugacao do antigeno (colchdo de sacarose,
pré-antigeno e antigeno), foram verificadas bandas com diferentes pesos moleculares
(Figura 9A). No IB desses produtos, foram identificadas diversas bandas imunogénicas,
tendo maior destaque a de aproximadamente 28kDa, inclusive na fra¢do correspondente

ao colchdo de sacarose (Figura 9B).

Conforme ja relatado por outros autores, a gpl35 € sensivel aos tratamentos
utilizados na purificacdo do antigeno, ndao sendo observada nas andlises utilizando o

antigeno UCCS (ARAGAO et al., 2008).

94kDa
67kDa

43kDa
30kDa
p28

20,1kDa

14,4kDa

Figura 9. [A] Eletroforese dos produtos obtidos na ultracentrifugacdo do antigeno em
colchdo de sacarose (1- colchdo de sacarose; 2 — pré-antigeno; 3 — antigeno UCCS); [B]
Immunoblotting das fracdes imunogénicas, com destaque para a p28.

Quanto a soropositividade, no Elisa-i 1,59% (11/693) dos animais apresentaram
positividade (Tabela 1), e 15,22% (7/46) das propriedades possuiram animais
soropositivos (Tabela 2). No IDGAc apenas 0,29% (2/693) dos animais foram positivos,

com 2,17% (1/46) das propriedades contendo animais soropositivos.

Os resultados para soroprevaléncia obtidos pelas técnicas de Elisa-i e IDGAc

apresentaram diferenca estatistica significativa (p<0,01). Entretanto, sdo considerados
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baixos quando comparados com outros estudos realizados no Ceard (MELO &
FRANKE, 1997), Sdo Paulo (MADUREIRA & GOMES, 2007) e Goids (SANTIN et
al., 2002). Isto pode ser justificado pelas caracteristicas de producdo observadas na
Microrregiao de Juazeiro, com predominancia de sistemas extensivos de criagdo,
principalmente para exploragdo de corte, com padrdo racial nativo e/ou mestico € pouca
tecnificacdo, conforme ja relatado por Souza et al. (2010) e Martinez et al. (2011).
Segundo Pinheiro et al. (2001) e Sobrinho et al. (2010), a ocorréncia de elevada

soropositividade estd associada a rebanhos leiteiros criados intensivamente.

Tabela 8. Prevaléncia soroldgica para artrite-encefalite caprina na Microrregidao de
Juazeiro — Bahia pelas técnicas de Elisa-i e IDGAc.

Municipio NO de animais Animais Animais
testados positivos Elisa-i  positivos IDGAc
Campo Alegre de Lourdes 91 0 (0%) 0 (0%)
Casa Nova 136 1 (0,74%) 0 (0%)
Curaca 120 2 (1,67%) 2 (1,67%)
Juazeiro 151 7 (4,64%) 0 (0%)
Pilao Arcado 60 0 (0%) 0 (0%)
Remanso 90 0 (0%) 0 (0%)
Sento Sé 30 1 (3,33%) 0 (0%)
Sobradinho 15 0 (0%) 0 (0%)
Total 693 11 (1,59%) 2 (0,29%)

Elisa-i: Ensaio imunoenzimadtico indireto; IDGAc: Imunodifusdo em gel de d4gar com antigeno comercial.

Tabela 9. Ocorréncia de soropositividade para artrite-encefalite caprina em rebanhos da
Microrregido de Juazeiro — Bahia pelas técnicas de Elisa-i e IDGAc.

Municipio NO de rebanhos Rebanhos Rebanhos
visitados positivos Elisa-i  positivos IDGAc
Campo Alegre de Lourdes 6 0 (0%) 0 (0%)
Casa Nova 9 1(11,1%) 0 (0%)
Curaca 8 1(12,5%) 1 (12,5%)
Juazeiro 10 4 (40%) 0 (0%)
Pilao Arcado 4 0 (0%) 0 (0%)
Remanso 6 0 (0%) 0 (0%)
Sento Sé 2 1 (50%) 0 (0%)
Sobradinho 1 0 (0%) 0 (0%)
Total 46 7 (15,22%) 1(2,17%)

Elisa-i: Ensaio imunoenzimatico indireto; IDGAc: Imunodifusdo em gel de dgar com antigeno comercial.

Quanto a comparagao dos resultados obtidos para os testes de Elisa-i e IDGAc, os
valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e negativo

(VPN), concordancia e indice kappa estdo descritos na Tabela 3.
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Os valores de sensibilidade e especificidade observados para o Elisa-i estdo de
acordo com outros protocolos utilizados (LARA et al., 2002; CRUZ et al., 2009;
TORRES et al., 2009), onde o Elisa tem demonstrado maior capacidade de identificar
animais soropositivos frente ao IDGA. Cruz et al. (2009) afirmam que o Elisa-i possui a
capacidade de verificar animais com niveis de anticorpos inferior aos detectdveis por

IDGA.

Tabela 10. Comparacdo dos resultados obtidos nas técnicas de Elisa-i e IDGAc
implementados para a identificacdo de anticorpos contra o CAEV em
rebanhos caprinos da Microrregido de Juazeiro — Bahia

Elisa/IDGA Positivo Negativo Total
Positivo 2" 9P 11
Negativo 0° 682" 682
Total 2° 691° 693

Sensibilidade relativa:100%; Especificidade relativa: 98,7%; Valor preditivo positivo: 18,2%; Valor
preditivo negativo: 100%; Concordancia: 18,3%; Indice kappa= 30%
*letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,01)

Torres et al. (2009) afirmam que a maior sensibilidade do Elisa se deve ao fato de
nesta técnica ser necessdria apenas uma interacdo de um anticorpo por epitopo, para se
obter um resultado positivo, enquanto no IDGA sdo necessdrias vdrias ligacoes

anticorpo-epitopo para ser considerado positivo.

Objetivando realizar uma anélise mais minuciosa dos resultados obtidos, foram
selecionadas 65 amostras dentre as 693, utilizando-se como critérios de escolha:
positividade em alguma das técnicas (Elisa-i e/ou IDGAc); serem provenientes de
rebanho contendo animal soropositivo; apresentarem densidade 6ptica proxima ao ponto
de corte estabelecido para o Elisa-i. Os resultados obtidos no IB estdo descritos na

Tabela 4.

Tabela 11. Comparacao dos resultados obtidos nas técnicas de Elisa-i e IB utilizadas na
identificacdo de anticorpos contra o CAEV em rebanhos caprinos da
Microrregiao de Juazeiro — Bahia

Elisa/IB Positivo Negativo Total
Positivo 4% 7° 11
Negativo 3° 51° 54
Total 7° 58° 65

Sensibilidade relativa: 57,1%; Especificidade relgtiva: 87,9%; Valor preditivo positivo: 36,4%; Valor
preditivo negativo: 94,4%; Concordancia: 84,5%; Indice kappa= 36%
*letras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatisticamente significativa (p<0,05)
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No IB foi possivel verificar duas bandas imunogénicas dominantes, a de 28 e a de
14kDa, proteina de capsideo e de matriz respectivamente, ambas codificadas pelo gene
gag (TESORO-CRUZ et al., 2003). Estas bandas ja foram evidenciadas em outros
estudos (PINHEIRO, 2001; ARAGAO et al., 2008). Entretanto, Oliveira et al. (2008),
estudando o lentivirus ovino, evidenciaram soropositividade dominante relacionada
mais intensamente com as proteinas de peso 70, 50, 40 e 25kDa. Isto se deve

possivelmente a diferente técnica de obtengao do antigeno.

Segundo Dantas et al. (2008), para a comparacdo de técnicas, o ideal € dispor
de um teste de referéncia. Neste trabalho optou-se por adotar o IB como critério para
classificar a populacdo de verdadeiros positivos e verdadeiros negativos, seguindo
indicacdes de Knowles et al. (1997), que recomendam a utilizacdo da imunoprecipitagao
ou do imunnoblotting como um critério seguro. Entretanto, Castro et al. (1999)
ressaltam ser dificultosa a determina¢@o do verdadeiro status do animal, por se tratar de
uma doenca com progressdo lenta e soroconversdo muitas vezes tardia (6 a 12 meses

apos a infeccdo).

Heckert et al. (1992) ao comparar o Elisa-i padronizado com os teste de IDGA,
IB e IFI, considerando como referencial positivo e negativo a resposta a pelo menos
dois do trés testes, obtiveram valores de sensibilidade e especificidade de 98,3% e
97,9% respectivamente além de obter um indice kappa de 0,7 em comparagdo as outras
técnicas. Esses resultados foram superiores aos observados neste estudo, entretanto,
concordam com a boa sensibilidade do Elisa. Outros estudos ja afirmaram o bom
desempenho do Elisa quando comparado a IFI (LARA et al., 2002), ao IB (TESORO-
CRUZ et al., 2003) e ao PCR (ANDRES et al., 2005).

Quanto aos testes de IDGA, os trés kits apresentaram as mesmas amostras
soropositivas, estabelecendo uma concordancia de 100% para as 65 amostras testadas.
Quando comparados ao método de IB, apresentaram alta especificidade e baixa

sensibilidade, conforme descrito na Tabela 5.

Segundo Knowles et al. (1994), a comparagao da técnica de IB com os diferentes
kits de IDGA apresentou um nivel moderado de concordancia (k=0,5). Quanto a menor
sensibilidade da técnica de IDGAc se comparado ao IB, isso pode ser devido as

caracteristicas do antigeno utilizado, uma vez que o antigeno UCCS utilizado no IB ¢
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muito mais especifico e purificado se comparado ao ultrafiltrado (PINHEIRO et al.,

2006).

Tabela 12. Comparacgdo dos resultados obtidos nas técnicas de IDGA e IB utilizadas na
andlise de soropositividade para artrite-encefalite caprina em rebanhos da
Microrregido de Juazeiro — Bahia

IDGA/IB Positivo Negativo Total
Positivo 2% 0° 2
Negativo 5° 58" 63
Total 7° 58° 65

Sensibilidade relativa: 28,6%; Especificidade relativa: 100%; Valor preditivo positivo: 100%; Valor
preditivo negativo: 92%; Concordancia: 92,3%; Indice kappa= 42%
*letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)

Reischack et al. (2002) afirmaram que a sensibilidade dos testes de IDGA esta
diretamente relacionada a composicdo dos antigenos, pois alguns animais apresentam
anticorpos para gpl35 na auséncia de resposta detectivel para p28 e vice-versa.
Knowles et al. (1994) demonstraram que cabras infectadas com o LVC apresentam
titulos muito maiores para gpl35 se comparado a p28. Entretanto, neste trabalho, nio
houve diferenca entre os resultados utilizando somente a p28 (IDGAe e IDGACc) ou

ambas as proteinas (IDGAa).

Uma vez comparados os resultados obtidos nas diferentes técnicas soroldgicas,
demonstra-se que a técnica de IDGA pode ser implementada nos estudos de triagem de
rebanhos, principalmente quando ndo hd dados de ocorréncia da enfermidade.
Entretanto, para um melhor acompanhamento do status sanitirio do rebanho,
recomenda-se a complementagdo do diagndstico com técnicas mais sensiveis, como o
Elisa e o Immunoblotting, principalmente por ser o IDGA uma técnica que subestima a
ocorréncia da enfermidade quando em animais recentemente infectados ou com

soroconversao tardia (MODOLO et al., 2009).

Aragdo et al. (2008) ressaltam que dentre as caracteristicas que alteram a
eficiéncia dos programas sanitdrios, estdo a sensibilidade e a especificidade dos testes
utilizados no diagndstico inicial e a freqii€éncia de sua utilizagdo, salientando que testes
sorolégicos com maior sensibilidade devem ser utilizados quando ocorrer redugdo
substancial da quantidade de animais soropositivos, testados por IDGA. Reischak et al.

(2002) sugeriram a utilizacdo de técnicas como a Imunofluorescéncia indireta (IFI), o
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IB e o PCR na detec¢do de animais clinicamente normais e sorologicamente negativos

em testes como o IDGA.

Portanto, conclui-se que a técnica padronizada de Elisa-i demonstrou bons
resultados se comparada ao IDGA, apresentando maior sensibilidade, e portanto é

aconselhdvel para ser implementado em programas de controle da enfermidade.
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5. CONSIDERACOES GERAIS

A Microrregidao de Juazeiro possui um grande destaque na caprinovinocultura
nacional, com seu rebanho numeroso e seu carater social, entretanto ainda necessita de
melhorias, quando se observa baixos niveis produtivos. Ressalta-se que este processo
precisa ser criterioso e eficaz, uma vez que as praticas de manejo estdo arraigadas na
cultura desta sociedade, portanto faz-se imprescindivel acdes de extensdo, associando o
saber cientifico com o popular, conseguindo desta forma trazer melhorias efetivas para

estas criagoes.

Além disso, programas de sanidade precisam ser incentivados no Estado,
reforcando a necessidade do controle de transporte e transito de animais, principalmente
quando se observa o processo de melhoramento de rebanhos nativos e mesticos com a
introducdo de animais de racas importadas sem atestado sanitdrio. Este fato estd
diretamente associado a deteccdo de enfermidades outrora tidas como exdticas, a
exemplo da artrite-encefalite caprina, que nesta regido foi detectada em metade dos

municipios estudados.

Vale ressaltar a importancia na melhoria das técnicas implantadas no diagndstico
desta enfermidade, uma vez que foi observada diferenca estatistica significativa entre a
deteccao de anticorpos realizada com a imunodifusdo em gel de dgar (IDGA) e o ensaio
imunoenzimatico indireto (Elisa-1), salientando a importancia da utiliza¢do de técnicas
mais avancgadas, como o Immunoblotting nos programas de controle da enfermidade,

como prova confirmatoria.
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7. ANEXO

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
ESCOLA DE MEDICINA VETERINARIA
CLINICA DE RUMINANTES - CDP - EMEYV - UFBA

Data: | Niimero do Cadastro:

Responsdvel pelo preenchimento:

IDENTIFICACAO DO PRODUTOR:

Nome:

Endereco:

Cidade: | UF: | CEP: | Tel:

Mora na propriedade: ( ) Sim ( ) Nao

Grau de instrucdo: ( ) Sem instrugdo ( ) 1°( ) 2° ( ) 3° | Profissao:
grau

DADOS DA PROPRIEDADE:

Nome:

Localidade: \ Area total (ha):

Pastagens cultivadas (ha): ( ) Nido ( ) Sim. Quais?

OBS:

Faz divisdo de pastagens? ( ) Sim ( ) Nao

Suplementacao: \ Mineralizagao:

Fonte de Agua:

Aprisco: ( )Nao ( )Sim Tipo: ( )chdo batido ( )ripado ( )cimentado ( )
Outro
Cobertura: ( ) Sim ( ) Nio

Acompanhamento técnico: ( ) Nao ( ) Sim Freqiiéncia:

Animais criados: () ovinos ( ) caprinos ( ) bovinos ( )

DADOS DO REBANHO:

Identificagdo do rebanho: ( ) Nao ( ) Sim Tipo:

Tipo de Exploracao: ( ) Leite ( ) Corte ( )Pele ( ) Mista

Sistema de Criagdo: () Intensivo ( ) Extensivo ( ) Semi-intensivo ( ) Outros

Ano de inicio da criacdo:

Origem do rebanho: () Importado. Pais: () Nacional. Estado/Cidade:
OBS:

Reprodutores: () Comprados ( ) Trocados ( ) Emprestados
Tempo de permanéncia do reprodutor na propriedade:
OBS:

Participa de exposi¢des: () Sim ( ) Nao Onde?

Exige documentos sanitdrios na compra de animal?

Ragas:
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MANEJO SANITARIO:

Alteracdes mais freqiientes:
() artrites

() intolerancia a exercicios ) pododermatite (mal do casco)
() emagrecimento ) diarréias
(

(

(

( ) ectoparasitas (piolhos, carrapatos,
b
(
(
) dispnéia () ectima contagioso (boqueira)
(
(
(
(

ernes)

) baixa taxa de fertilidade ) miiase (bicheira)
) baixo ganho de peso dos animais ) ceratoconjuntivite

jovens ) abortamento
() sintomas nervosos ) Outras. Quais?
() mastite
() linfadenite caseosa (mal do carogo)
Vermifugacdo: ( ) Nao ( ) Sim Freqiiéncia: Produto:
Alteragdo do principio ativo: () Ndo ( ) Sim
Periodicidade:
Vacinagdo: ( ) Nao ( )Sim Quais?
Freqiiéncia:

Préticas utilizadas:

) troca de pasto apds a vermifugacao

) permanéncia minima de 12 h apds a vermifugacio
) descanso das pastagens

) vermifuga os animais recém-chegados a propriedade
) area de isolamento de animais doentes

) casqueamento dos animais

) esterqueiras

) separa os animais jovens dos adultos

) quarentenério

) piquete maternidade

) Outras. Quais?

o W N N e N N e N W NN

Realizacdo de exames: ( ) Nao ( ) Sim Quais?

Reproducao:

() monta natural ( ) monta controlada ( ) inseminagdo artificial ( ) transferéncia de
embrido

Estacdo de monta: ( ) Ndo ( ) Sim Epoca e duracdo:

MANEJO DAS CRIAS:

Corte e cura de umbigo: ( ) Nao ( ) Sim Produto utilizado:

Mama colostro? ( ) Ndo ( ) Sim

Banco de colostro? ( ) Ndo ( ) Sim

Aleitamento: () Natural ( ) Artificial ( ) Leite de cabra ( ) Leite de vaca ( )
Outro:
OBS:

Castracao: () Ndo faz ( ) Cirtdrgica ( ) Burdizzo ( ) Elastrador ( ) Outro:
Idade: ( ) 10a30dias ( )31 a60dias ( )61a90dias ( ) Mais de 90
dias

Idade de desmama:
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Vende os animais:

() no préprio municipio
() em outras cidades
() em outros estados

Vende os animais:
( )empé

() abatidos
Preco médio/Kg:

tino dos caprinos comercializados para abate:

() frigorifico
() intermediario
() mercado local

ca de maior procura de caprinos para abate:
() inicio do ano

() meio do ano

() final do ano

Idade ao abate:

Peso médio ao abate:

Beneficia a pele na propriedade: () Nao
Quimico

Sim ( )Salga ( )Secagemaosol ( )

Utilizag¢do da carne para consumo familiar: (

)Nao ( )Sim




