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... O tempo é algo que ndo volta atras.
Por isso plante seu jardim e decore sua alma,

"

Ao invés de esperar que alguém lhe traga flores ...

William Shakespeare



RESUMO

A Maedi Visna é uma enfermidade tipica de ovinos, embora possa infectar, também, caprinos.
Encontra-se disseminada em todo mundo, exceto na Australia e Nova Zelandia. No Brasil, ¢
sabida a existéncia de rebanhos infectados inclusive no Ceara, mas a real situagdo sanitaria ndo ¢é
bem documentada. Possui como caracteristica um longo periodo de incubag@o com auséncia de
manifestacdes clinicas e lenta produgdo de anticorpos. Para a deteccdo desta enfermidade, testes
laboratoriais sensiveis sdo de grande importancia para um dianostico inicial. Neste contexto,
muitos testes ja foram empregados, sendo a IDGA, até hoje, o recomendado pela OIE. No
entanto, por ser um teste de baixa sensibilidade seu uso ja é questionavel. O objetivo do presente
trabalho foi padronizar o Dot-ELISA, comparando-o com a IDGA. Para tanto, produziu-se
antigeno viral (cepa K1514) e a partir da padronizagao realizada, testou-se 246 amostras de soro
ovino. Os testes (Dot-ELISA x IDGA) foram comparados estatisticamente, tendo o Dot
apresentado uma sensibilidade superior a IDGA e uma concordancia de 93, 9 %. O Dot-ELISA,
portanto, é um teste recomendado para o diagnostico da Maedi Visna, por apresentar além das
caracteristicas citadas, boa praticidade, sendo de facil execugao e rapido.

Palavras-chave: Maedi Visna, IDGA, Dot-ELISA.



ABSTRACT

The Maedi Visnais adisorder typical of sheep, but can infect also goats. It is spread worldwide,
except in Australia and New Zealand. In Brazil, it is known that there are infected herds even in
Ceara, but the real health situation is not well documented. It characteristic as a long period of
incubation with absence of clinical manifestations and slow production of antibodies. For the
detection of this disease, sensitive laboratory tests are of great importance to a dianostico
original. In this context, many tests have already been employed, and the IDGA, until today,
recommended by the OIE. However, as a test of low sensitivity its use is questionable. The goal
of this work was standardizing the dot-ELISA, comparing it with the IDGA. For this, it is
produced viral antigen (strain K1514) and from the standardization held, tested is 246 samples of
serum sheep. The tests (ELISA Dot-x IDGA) were compared statistically, the Dot presented a
sengitivity than IDGA and a concordance of 93.9%. The dot-ELISA, therefore, is a test
recommended for the diagnosis of Maedi visna, by presenting the characteristics mentioned
above, good practical, and easy implementation and fast.

Keywords. Maedi visna, IDGA, Dot-ELISA
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1.INTRODUCAO

Os Lentivirus ocasionam doencas degenerativas de progressdao lenta. Fazem parte
deste género o Virus Maedi Visna (MVV) ¢ o Virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV), que
acometem ovinos e caprinos, respectivamente, registrando-se, ainda, ainfecgio cruzada (Pisoni et
al., 2005). As principals caracteristicas dos lentivirus sdo a capacidade de se manter em laténcia
por longos periodos e a infiltragdo de células mononucleares em 6rgdos-alvos, como pulmdes,
articulagdes, glandula mamaria e sistema nervoso central (Pasick, 1998).

A porta de entrada do virus em paises livre do agente ¢ a comercializagdo nao
criteriosa de animais e germoplasma, visto que a entrada destes ndo sé insere o virus, como, este
serve como disseminador do microorgani smo.

Os lentivirus tém capacidade de permanecer em laténcia por muitos anos, podendo
permanecer, inclusive assintomaticos por toda a vida, por estarazao, torna-se inviavel realizar um
diagnostico exclusivamente clinico. Neste contexto, sdo utilizados os testes diagnosticos
baseados na sorologia (métodos de detecgdo indireta), aos quais incluem o ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay), a imunofluorescéncia indireta € a IDGA (Imunodifusio em Gel
de Agarose).

A IDGA ¢ um teste amplamente utilizado para fins de triagem, sendo o indicado pela
OIE em programas de controle. Tem como caracteristica o fato de sua especificidade (E) ser bem
superior a sensibilidade(S), requerendo, ainda, de 48 a 72h para obtengéo do resultado final (OIE,
1996). Como exemplo de um programa bem sucedido utilizando esta estratégia diagnostica,
destaca-se 0 PCAEV- implantado pela Embrapa Caprinos (Embrapa ,1996).

Além das técnicas citadas, pode-se citar, também, os métodos de diagnoéstico direto
como a PCR (Reagdo em Cadeia de Polimerase) que requer equipamentos caros, além de exigir
maiores cuidados acerca de contaminacdes, muito embora seja mais sensivel que as provas
anteriormente citadas. E fato, entretanto, que todos os testes apresentam suas vantagens e
desvantagens (Andrés et al., 2005).

O Dot Blot, também conhecido como Dot-ELISA, Dot immunobinding assay, Dot-
Blot ELISA ¢é um teste alternativo e viavel ja padronizado por Pinheiro (2001) para o diagnéstico

da CAEV. Este exame baseia-se na utilizagao de uma membrana de nitrocelulose (MN) como
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suporte de revelagdo da reagdo antigeno (ag) - anticorpo (ac), que se da por meio da formagao de
cor, apresentando S e E semelhante a0 ELISA. Devido a praticidade com possibilidade de
realizagao em campo, o fato de ndo requisitar equipamentos sofisticados e por ser um diagnéstico
rapido, pois o resultado ¢ obtido em 1,5 hora torna-se interessante e necessario testa-lo para
Maedi Visna(MV).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 MAEDI VISNA

O Virus Maedi Visna (MVV) pertence ao género Lentivirus, familia Retroviridae,
subfamilia Orthoretroviridae (Lentivirinae) (ICTV, 2006). E considerado, juntamente com o
CAEV, como prototipo dos Lentivirus de Pequenos Ruminantes (LVPR) (Callado et a., 2001).
Esta relacionado, ainda, com os virus da imunodeficiéncia bovina, anemia infecciosa eqiiina,
imunodeficiéncia simia, imunodeficiéncia felina e imunodeficiéncia humana (Brodie, 1992). O
primeiro relato da existéncia dos LVPR se deve a Sigurdson (1954), na Islandia, o qual descreveu
as sintomatologias atribuidas a0 MVV. Destaca-se, no entanto, que a existéncia da MV ¢
conhecida ha muitos anos, havendo relatos que datam de 1915 (Marsh, 1923 apud Pasick, 1998).
Atuamente, pertence alista B de doengas de notificagdo obrigatéria da OIE.

Ressalta-se, entretanto, que Sigurdson (1954), em sua descrigdo, considerou Maedi e
Visna como sendo dois virus distintos, sendo que Maedi era considerada um agente indutor de
sintomatol ogias relacionadas ao pulmio e Visna a quadros clinicos nervosos. Hoje se considera
ambos como pertencentes a mesma cepa (Straub, 2004).

A denominagdo Maedi Visna varia com a regido geografica, sendo conhecida como
pneumonia progressiva ovina (OPP) nos Estados Unidos, La Bouhite, na Franga e Zwogerzieckte,
na Holanda (Straub, 2004).

O ciclo vira ¢ dependente da maturacdo de monocitos em macrofagos, podendo
demorar anos até sua manifestacdo clinica, a qual ¢ mais evidente em animais velhos.

CAEV e MVV estao, atualmente, distribuidas em todo mundo (Pasick, 1998). No
caso de MV, ressalta-se que a Nova Zelandia e a Australia sdo paises nos quais jamais houve
registro da presenca deste agente nos rebanhos (OIE, 2005). Na tabela 01 estao relacionados os
paises onde a MV foi relatada no ano de 2004.



Alemanha Iraque
Andorra Irlanda
Argentina Islandia
Austria llhas Virgens
Bélgica Letonia
Bulgaria Luxemburgo
Canada Namibia
Republica Checa Noruega
Chile Paises Baixos
Chipre Pol6nia
Dinamarca Portugal
Eslovaquia Reino Unido/ Gra Bretania
Espanha Romania
Estados Unidos da América Sdo Tomé e Principe
Finlandia Sudafrica
Franca Suécia
Grécia Suica
Hungria

Quadro.01: Paises que registraram a presenga do MVV no ano de 2004 na OIE

(Handistatus 11 /2004 http://www.oie.int/hs2/ci_annee.asp)
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2.2 AGENTE ETIOLOGICO

2.2.1 MORFOLOGIA E BIOLOGIA DO MVV

A morfologia do MVV ¢ semelhante a dos demais retrovirus. Apresenta espiculas
distribuidas em sua superficie, as quais chegam a 8 nm de comprimento. O virus ¢ composto de
proteinas (60%), lipidios (35%), carboidratos (3%) e RNA (2%). E sensivel a agentes quimicos
como: formadeido, éter, cloroférmio, tripsina ¢ ribonucleases, porém ¢ resistente a
desoxiribonucleases pelo fato de ndo possuir DNA. Pode ser inativado a 56 °C por 10 minutos,
porém tem sua infecciosidade mantida por até cinco meses, suportando, ainda processos de
congelamento (Borderias, 2004) (Fig. 02).

RNA transportador

Transcriptase

reversa Nucleocapside
Proteina de
) superficie
Matriz P
Capside

Integrase

Proteina RNA genémico

da transmembrana Protease

A
v

80-100 nm

.Figura 01: Morfologiado MVV (Borderias, 2004)
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Sdo virus envelopados, os quais possuem além do envelope (fosfolipidico) -
resultante da fusio do virus a membrana plasmatica da célula hospedeira no momento de saida do
virus (mimetismo viral) - um nucleocapsideo, um nucledide (concéntrico) e uma matriz protéica.
Tém diametro que varia de 80 a 100 nm (ICTV, 2006).

Os Lentivirus sdo molecularmente classificados em quatro grupos (A-D) (Shah,
20044):

- Grupo A (subtipos Al, A2, A3, A4, A5, A6, A7): maisrelacionados ao MVV

- Grupo B (subtipos B1 e B2): relacionados ao CAEV

- Grupo C e grupo D: ainda nao totalmente descritos por terem sido caracterizados através de
poucos isolados e apenas pela seqiiéncia do gene pol.

As diferentes cepas conferem caracteristicas distintas ao virus, existindo aquelas
rapidas, caracterizadas pelo rapido efeito citopatico (fig. 01) e elevados indices de replicagdo, com
conseqiientes sintomas mais severos da enfermidade. Ha, ainda, cepas mais lentas, as quais
apresentam caracteristicas contrarias as citadas anteriormente, levando, inclusive, auséncia de
sinais clinicos (Borderias, 2004). As cepas laboratoriais replicam melhor em culturas de
fibroblastos e as cepas isoladas de tecidos infectados provenientes de animais doentes multiplicam-
se mais eficientemente em macréfagos (Narayan et al., 1993).

Figura 02: Efeito citopatico (ECP) provocado pela agdo do MVV em células de membrana sinovial caprina. A area
destacada corresponde a um sincicio formado em que pode observar a presenca de nucléolos.
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2.2.2 ORGANIZACAO GENOMICA

No MVV, molecularmente existem genes que controlam todo o processo de
replicagdo viral. Segundo Clements ; Payne (1994), o processo patologico advindo da infecgao
lentiviral se deve as caracteristicas genéticas dos virus. Ainda neste trabalho, os autores afirmam
haver grupos de genes codificando as proteinas virais, bem como determinando o tropismo do
virus.

A organizacdo génica do MVYV inclui a presenca das ORFs (open reading frames),
que agrupam 0s genes fat, rev € vif (Narayan et al., 1993), os quais codificam proteinas
reguladoras (Clements; Payne, 1994). Na estrutura génica ainda Sio incluidos os genes: gag, que
codifica proteinas do capsideo; pol, responsavel pela codificagdo de proteinas, como a TR
(transcriptase reversa) e env, codificador das gp (glicoproteinas) do envelope vira (Zaha, 2000).
Existem, ainda, as LTRs (long terminal repeat), que possuem as regides U3 e U5 (Zaha, 2000).
As LTRs localizam-se nas extremidades, sendo regides ndo codificadoras, mas que apresentam
elementos promotores da transcrigdo, sendo que asregides 5° LTR ¢ 3’LTR servem como ponto
de inicio e término do processo (Clements, Payne, 1994). Estas regides estdo implicadas na
habilidade do virus em sofrer replicagdo em células distintas, contribuindo, assim, para o

estabel ecimento do tropismo celular (Clements; Payne, 1994; Agnarsdottir et al., 2000) (Fig 03).

Proteinas do gene gag (Borderias, 2004):
- p25 (CA): proteina da capside viral;
- p14 (NC): proteina da nucleocapside viral;

- p17 (MA): proteina da matriz, cuja fungdo € unir o capsideo ao envelope.

Proteinas do gene pol (Borderias, 2004):
- TR: faz atranscrigdo do RNA em DNA;
- Protease: atua nos precursores das proteinas, promovendo a maturagdo do virus;
- Integrase: promove auniao do DNA viral ao DNA da célula hospedeira;

- UTPase: previne aocorréncia de mutagdes.
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Figura 03: Estrutura génica do Virus Maedi Visna

Proteinas do gene env (Borderias, 2004):
- Produz aglicoproteina gp 160, a qual se divide na gp 135 (glicoproteina de superficie) e
gp 44 (transmembranica, que associada a gp 135, forma a estrutura de superficie viral).

A gp 135 ¢ responsavel pela interacdo do virus a célula hospedeira. Devido ao
processo de liberagdo do virus, no qual ao ser expelido da célula, carrega consigo parte da
membrana plasmatica da mesma, ocorre o fenomeno do mimetismo viral. Este fendmeno confere
a0 virus a capacidade de ndo ser reconhecido como uma particula estranha, favorecendo ao

mecani Smo de escape.

2.2.3 CICLO DE REPLICACAO DO MVV

O virus MV apresenta um tropismo preferencial pelos monocitos, os quais

amadurecem transformando-se em macrofagos. Portanto, o ciclo de vida do MV esta diretamente
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relacionado a maturagdo dos mondcitos, em virtude da ativagdo de fatores especificos nos
macrofagos. Assim, 0s monocitos infectados circulam livremente até se fixarem nos tecidos, onde
maturam, sem serem identificados pelo sistema imune, num mecanismo denominado “cavalo de
Tréia” (Borderias, 2004).

Quando maduros, os macrofagos infectados apresentam altos indices de replicagao
viral., existindo regides que apresentam fatores contribuintes ao processo de replicagdo. A LTR
do virus apresenta regides denominadas AP1 e AP2, indutores da transcri¢ao viral. Além destas,
ha ainda as proteinas Jun e Fos, presentes no nicleo de macréfagos e que agem diretamente
nestas regides estimulando a transcrigdo viral. (Narayan at a., 1993). Segundo Brodie et al.
(1995), entretanto, todas as células podem ser infectadas pelo MVV, mas a infecgdo (ocorréncia
do ciclo vira completo) pode estar limitado a alguns tipos de células, visto que foi detectado a
presenca de RNA viral em varios tipos celulares atipicos ao processo infeccioso conhecido. E
provavel que a nao infec¢ao dos linfocitos seja devido a auséncia de receptores (Gendelman et
al., 1986).

O MVYV segue o ciclo de vida dos demais retrovirus. Inicialmente, o virus se liga a
célula-alvo por meio da interagdo com receptores celulares especificos. Quando encontra o
receptor, 0 virus se adere membrana plasmatica da célula hospedeira, sendo adsorvido e
decapsidado, liberando seu RNA no citosol, o qual ¢ transcrito por meio da TR. O RNA, ja
transcrito em DNA viral, entra no nacleo da célula e com o auxilio da enzima integrase se acopla
a0 DNA da mesma na forma de DNA proviral (DNAp). A partir dai o nacleo promove a
formagdo de RNA mensageiro que vai atuar nos locais de produgdo de proteina da célula para
gue 0s mesmos produzam proteinas virais. Durante dois ou trés dias o DNAp ¢ replicado,
podendo haver, ainda, a transcrigdo do mesmo, produzindo RNA para novos genomas virais e
para codificar proteinas do capsideo e do envelope. A libera¢do do virus ocorre quando este se
encontra pré-formado. Nesta etapa, 0 virus adere a membrana plasmatica da célula hospedeira
(Narayan et a., 1993; Tortora et al., 2000) e ¢é liberado, levando em seu envelope ndo so
glicoproteinas virais, como da célula (Fig.03). O intenso processo de liberagdo do virus pela

célula pode levar a sua destruigao.
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Figura 04: Ciclo viral. 01 e 02: representam a aproximagio e adsor¢do do virus; 03: fusdo do virus a membrana da
célula; 04: liberagdo da nucleocapside; 05: retrotranscri¢do; 06: entrada do DNA e integracdo ao genoma da célula;
07: transcrigdo; 08: tradugdo; 09: transcrigdo do RNA gendmico; 10: brotamento e 11: amadurecimento viral
(Borderias €t al., 2004).

2.2.3 RESPOSTA IMUNE

Tanto a resposta humoral, como a celular podem ser ativadas pela infecgao (Bruland,
2003), tendo acdo estimuladora ou bloqueadora no desenvolvimento do ciclo viral. E fato, ainda,
gue arespostaimune nao consegue eliminar ainfecciao (Borderias, 2004).

Na resposta humoral se destacam os anticorpos neutralizantes, ressaltando-se, ainda, a
existéncia de anticorpos antifusionais (Narayan et al., 1993). A resposta celular regula a resposta

humoral e ativa macrofagos (Borderias, 2004).
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2.2.3.1 RESPOSTA IMUNE HUMORAL

Os anticorpos neutralizantes tém a habilidade de prevenir a infecgdo nas células,
tendo agdo inclusive sobre os hospedeiros ja infectados, retardando a replicagdo viral (Narayan et
al., 1993). Os anticorpos neutralizantes aém de promoverem a selegdo de variantes (mutantes)
virals acabam, também, colaborando para os mecanismos de evasdo do virus ao sistema
imunologico do hospedeiro (Kennedy-Stoskopof ; Narayan, 1993). Estudando os mecanismos de
acao deste tipo de anticorpo, os mesmos autores verificaram que estas moléculas tém uma
afinidade por suas células-alvo (macrofagos) superior a atragdo dos anticorpos ao virus,
facilitando, assim, a persisténcia viral no hospedeiro. Outro aspecto observado foi o de que os
anticorpos neutralizantes agem inibindo a ligagdo dos virus aos receptores celulares (adsorgao
viral).

Anticorpos antifusionais impedem a fusio de células infectadas e nao-infectadas ou
suceptiveis a infeccdo (Narayan et al., 1993). Crane et a. (1988) estudando os mecanismos de
acao dos anticorpos anti-fusionais e neutralizantes, verificaram que estes agem de forma diferente
um do outro apresentando, inclusive, diferencas nos epitopos em que agem. Os anticorpos anti-
fusionais apresentam cinética destinada de maneira que conferem ao virus duas vias de entrada
no hospedeiro: pelafusio ou pela penetragio e infecgao viral. Ainda, segundo estes autores, 0s ac
anti-fusionais desempenham mais eficientemente a fungio de protecao contra a infecgéo pelo fato
de que, ao contrario dos ac neutralizantes, ndo necessitam de um longo periodo de incubagio,
agindo, assim, de formamais rapida, bloqueando a agao viral.

Kaikawa et a. (1990), verificou que apds duas semanas de inoculagdo, surgiram os
primeiros anticorpos, os quais foram direcionados a proteina p25, seguido pelos anticorpos
direcionados a pl16 e p25 e pela glicoproteina gp105. Singh et al. (2006) verificaram a presenca
de anticorpos contra a p25, p16, pl4 nos dias 24, 45 e 100 dias pds inoculagio com MVV
respectivamente.
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2.2.3.2 RESPOSTA IMUNE CELULAR

A progressio lenta tipica das lentiviroses € conseqliéncia da resposta imune
desencadeada pelos linfocitos B e células T, porém ndo sdo capazes de barrar a replicagdo e
disseminagdo viral (Bird et a., 1993).

Agem neste tipo de resposta, os complexos de histocompatibilidade principal (MHC)
| ell (Borderias, 2004):

- MHC 1. expresso por meio de reconhecimento do antigeno presente no citosol
celular sendo, entdo, reconhecidos pelas células CD8+, as quais destroem as células
infectadas.

- MHC II: a0 se encontrarem com as células apresentadoras de antigeno (células
dendriticas, macrofagos e linfocitos B) e quando ha a formagdo do complexo antigeno-
MHCII sao liberados estimulos para a proliferagao dos linfocitos T (que se diferenciam
em CD8+) elinfécitos B.

As células CD4 agem na produgdo de ac, bem como na manutengdo dos niveis de
células CD8, desempenhando, portanto, um papel importante no desenvolvimento e controle da
resposta imune (Torstenisdottir et al., 2007). As células CD4 e os linfocitos B desempenham a
funcao de controle da infecg¢ao virica pelo fato de secretarem tanto citocinas, como anticorpos
(Erikson et al., 1999).

As células CD8+ podem aumentar ou diminuir o aparecimento de lesdes. Quando
interagem com macrofagos infectados lisando-os, estimulam a liberagdo de citocinas e a
formacdo de lesdes. Por outro lado, na ocorréncia da lise dos macrofagos infectados, ha uma

reducédo da carga viral e retardamento daformagéo de lesdes (Narayan et a., 1993).
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2.4 PATOGENIA E ASPECTOS CLINICOS

Os lentivirus contornam os mecanismos da resposta imune e causam lesdes
imunomediadas (Brodie et al., 1998).

Nem todos os animais infectados desenvolvem sintomas clinicos de MV (Sota, 2004).
Embora Maedi e Visna sgjam considerados como pertencentes a mesma cepa (Straub, 2004), é
sabido que os sintomas sio distintos. Maedi corresponde as seguintes manifestagdes: tosse,
dispnéia, perda de peso, mastite € ou artrite. Visna corresponde a sintomatologias nervosas
(Straub, 2004). E fato, entretanto, que os aspectos relacionados a Maedi sio mais comuns
(Chistodoulopoul os, 2006). Em ambos o0s quadros, a morte ocorre até dois anos apés o inicio dos
sintomas. Além disso, mesmo ndo causando imunodepressdo, existem microorganismos que
infectam paralelamente 0 animal e que evidenciam o quadro clinico, quando ha uma identidade
com 0 6rgao-avo do virus, como, por exemplo, a presenga de helmintos pulmonares (Straub,

2004). Os sintomas da doenga podem aparecer juntos ou aternadamente (Brodie et al., 1998).

2.4 EPIDEMIOLOGIA

2.4.1 MAEDI VISNA NO BRASIL

No Brasil o primeiro isolamento foi feito por Moojen et a. (1986). A EMBRAPA ea
UECE tém feito levantamentos sorologicos no Ceara, que indicaram a presenca de Maedi Visna
naregiao (Teixeira et al.,1998). Em levantamento sorologico realizado por Almeida et al. (2003),
de uma amostra de 60 animais destinados ao abate na regido metropolitana de Fortaleza, 31,67%

foram diagnosticados como soropositivos paraMV.
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O primeiro isolamento do virus em cultivo de células foi realizado por Almeida et al.
(2001) de um ovino proveniente de Maranguape, regiao metropolitana de Fortaleza. O animal
soro reagente pela IDGA teve macrofagos co-cultivados com fibroblastos e o ECP caracteristico
teve seu inicio com 48 horas seguido de lise ap6s 12 dias.

Os registros mais expressivos relacionados aos LVPR sio direcionados a regiao
Nordeste (NE). Os levantamentos sorolégicos no Brasil acerca da MV anda sio muito
incipientes (Castro; Melo 2001).

Gouveia et a. (2003) afirmaram ser a CAE uma enfermidade amplamente
disseminada no Brasil, porém a Maedi Visna, pelo menos até 1999, tinha seus registros restritos a
alguns estados da regiao NE. Ainda em 2003, Gouveia e colaboradores analisaram ovinos e
caprinos de Minas Gerais no tocante aos LV PR, verificando na ocasiao que 5,9 % dos 2350 soros
caprinos estudados e 7,7 % dos soros ovinos eram positivos, respectivamente ao CAEV e a0
MVV.

Aranjo et a. (2004), analisando ovinos provenientes de abatedouros da regido
metropolitana de Fortaleza, verificaram que 4,96 % dos 222 animais eram positivosao MVV.

Primo et al. (2005) estudaram 415 amostras de ovinos oriundas da regido Norte do
Ceara e concluiram que 4, 96 % eram positivas.

Assis et a. (1994) pesquisando a existéncia de anticorpos contra LVPR em Minas
Gerais, Rio de Janeiro, Bahia e Ceara, encontraram uma prevaléncia de 33,33 %; 29,70 %, 12,82
% e 27,47 %, respectivamente.

Silva (2003) analisou amostras de soro ovino no estado do Rio Grande do Norte,
verificando, naocasiao, que das 315, 21,3 % foram positivas a MV.

Costa et a. (2007) investigaram a presenca de LVPR em 558 soros ovinos no estado
de Pernambuco, verificando a presenca de 1,07 % de amostras positivas. Ainda em PE, Oliveira
et al. (2006) analisando, também, amostras de soro caprino ¢ ovino provenientes de abatedouros,
notificaram que 3,8 % e 5,2 %, respectivamente eram positivosa CAEV eaMV.

Tal escassez de dados reflete a necessidade de serem redlizados inguéritos
sorolégicos no intuito de saber as reais condig¢des sanitarias dos rebanhos ovinos nacionais,

contribuindo, até mesmo, para um impulso na cadeia produtiva.
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2.4.2 TRANSMISSAO E FATORES PREDISPONENTES A INFECCAO

Em se tratando de transmissio dos LVPR, existem duas grandes vias. horizonta e
vertical.

A transmissio vertical inclui a transmissdo intrauterina e transplacentdria, a qual,
segundo Blakclaws et al. (2004) sao dificeis de ser avaliadas devido os resultados serem muito
divergentes.

Para Legianagoikoa et a. (2006) a transmissio horizontal representa maior risco de
infecgdo que a via vertical no tocante ao colostro. A transmissdo horizontal, ainda, envolve o
contato direto ou indireto entre os animais, 0 sémen, 0 meio ambiente, a via iatrogénica e
produtos de origem animal (Blakclaws et a. 2004).

IDADE: A soroconversio aumenta com a idade até quatro anos, sendo tal fato ainda
nao entendido. Uma das possiveis explicacdes seria a capacidade dos ovinos mais novos em
controlar a infecgdo, ao contrario dos mais velhos, que ja sofreram estresses decorrentes dos
sistemas de exploragdo produtiva a que sdo submetidas (Legianagoikoa et a., 2006). Ainda
segundo estes autores, fémeas lactantes sdo mais suceptiveis a infecgdo por MVV por estarem
imunocomprometidas.

COLOSTRO: E visto como um grande responsavel pela a infec¢dio em animais mais
novos, neste contexto, metodologias preventivas tem sido aplicadas, como a substituicdo do
colostro ovino pelo bovino e o tratamento térmico. Estes tipos de praticas tém sido estudado
(Alvares et al., 2005; Alvares et a., 2006). Os resultados revelaram que tais procedimentos no
barraram a infeccdo, sendo que estes métodos impedem O estimulo das defesas naturais
provenientes da salivagdo durante a mamada e a desativagdo de algumas proteinas colostrais com
atividade anti-viral durante a pasteurizagao. Segundo estes autores a contribuicdo do colostro
proveniente de cabras infectadas e ministrado aos cordeiros em codi¢des naturais, tem pouco
efeito no aumento da soroprevaléncia. Além disso animais alimentados com colostro bovino

soroconverteram quando misturados aos cordeiros alimentados de forma natural. Vale ressatar,
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ainda, que Preziuso et al. (2004) demonstraram a importancia da transmissao colostral, sendo o
intestino delgado e os linfonodos mesentéricos sitios de entrada do virus.

RACAS: Alguns estudos sugerem a relagdo da suceptibilidade de algumas ragas ao
MVYV, porém ndo conseguem chegar a conclusdes validas pelas metodologias empregadas.
Fatores como 0 numero de amostras, caracteristicas genéticas, formas de exposicgao, tipo de cepas
e suas respectivas doses e métodos de exposi¢do Sio alguns dos entraves para um maior
entendimento (Brodie et al., 1998).

MANEJO: O mango também merece especial atengao, visto que quando inadequado
age facilitando a proliferagdo viral (Ayelet et a., 2001), a qual varia entre paises e regides
(Leginagoikoa et a., 2006). Alguns estudos indicam, ainda, que o nivel de contaminagdo do
rebanho, assim como o grau de contato entre os animais ¢ determinante na proliferagdo viral no
rebanho (Leginagoikoaet al., 2006).

Além disto cita-se, ainda, a comercializacao de produtos de origem animal, como
forma de disseminagdo do virus, incluindo o uso de sémen contaminado.Num trabalho realizado
por De La Concha Bermgjillo et al. (1986), foi detectada a presenca de MV no sémen em animais
infectados por Brucella ovis, assim como em caprinos, sem nenhum infeccdo concomitante
(Andriolli et a., 1999).

2.5 CONSEQUENCIAS ECONOMICAS

Os cuidados advindos da necessidade de se controlar, ou mesmo erradicar, aMV sio
decorrentes, principamente, das consegiiéncias econdmicas. Ja instalada nos rebanhos, sobretudo
aqueles destinados a produtividade leiteira e criados em regime intensivo € semi-intensivo, o
virus dissemina-Se, provocando sintomatologias que afetam a produtividade e reprodugao animal.
Quadros sintomatol 6gicos caracterizados, economicamente, pela baixa produgao leiteira aliada a
gueda na qualidade do mesmo, baixo peso dos cordeiros ao nascer e pouco ganho de peso dos
animais, mesmo com a manutencgao do apetite, ocorrem com animais infectados por MVV. Keen

et a. (1997) afirmaram que a queda na produtividade ¢ efeito direto da agio viral, sendo,
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indiretamente, responsavel pela alteracdo negativa na capacidade de gestacdo das ovelhas.Ja os
parametros reprodutivos e comportamentais tanto de machos quanto de fémeas caprrinos ndo tém
sido obeservado nenhum efeito negativo dos LVPRs (Andrioli et al, 2002).

Segundo Peterhans et a. (2004), sio poucas as informagdes acerca das perdas
econdmicas decorrentes de LVPRs e, além disso, sdo contraditdrias, mas € fato que ha influéncias
nos parametros relacionados a produgao.

A queda na producido leiteira advém ndo s6 de lesdes decorrentes do MV, mas,
também devido a diminui¢do do metabolismo, que ¢é conseqiiéncia da perda de peso
(Chistodoulopoulos, 2006). O animal consegue manter 0 apetite, mas nao metaboliza o alimento
e, portanto, ndo possui elementos que favoregcam a producao de leite. O que ¢ produzido, além de
ser em pouca quantidade e baixa qualidade, ainda possui uma quantidade aumentada de células
somaticas (Peterhans et al. 2004).

2.6 MAEDI VISNA E OS CODIGOS INTERNACIONAIS

Num mercado cada vez mais exigente quanto a critérios sanitarios, em se tratando do
comércio de animais e, por conseqiiéncia, de seus produtos, torna-se importante efetuar um
controle eficiente destas enfermidades. Dois dos maiores entraves no rastreamento dos animais
infectados sio a soroconversdo tardia e a laténcia das manifestagdes clinicas. Na pratica, animais
afetados nem sempre Sio detectados como positivos visto que, muitas vezes, ndo produzem um
volume de ac detectaveis pelos testes soroldgicos.

Ayelet et a. (2001) relataram que a entrada da MV na Etidpia teria sido em virtude da
introdugdo de ragas exoticas provenientes do Reino Unido e de Isragl. Sihnovenen et al. (1999)
destacaram a necessidade de haver um controle no tocante a testes periodicos e restrigdo a
movimentacao de animais. Demonstraram, ainda, que na Finlandia os resultados dos testes em
animals sio de suma importdncia ja que, em muitos casos, os animais analisados nao

apresentavam sinais clinicos da doenga.



36

Para a OIE ¢ necessario, durante as realiza¢des de compra e venda de animais, que os
paises exportadores apresentem um certificado internacional em que seja especificado o status
sanitario do rebanho quanto a Maedi Visna. Neste documento, deverdo constar garantias de que,
pelo menos, nos ultimos trés anos ndo tenha havido casos de MV (OIE, 2005). Para a OIE,
reconhega um rebanho como livre da doenga ¢ necessario:

- que o rebanho estgjalocalizado em umaregiao livre da doenga

- que nos ultimos cinco anos nao tenha sido registrado nenhuma evidéncia da
presenca de animais infectados

- que todos os casos de MV sgiam notificados e as suspeitas invetigadas

- ovinos com idade superior atrés anos sejam negativos a MV por até cinco anos

- que ovinos introduzidos sejam provenientes de areas que estejam certificadas como
livres daMV nos ultimos cinco anos

- todo material biolégico para fins reprodutivos seja certificado como provenientes de
animais livres da doenga

O MERCOSUL (Mercado Comum do Sul) também faz exigéncias sanitarias
seguindo, em linhas gerais, 0 que a OIE recomenda. De acordo com as resolugdes 65/94 ¢ 66/94
do MERCOSUL, os paises que integram o bloco devem ser criteriosos quanto ao pais de origem
dos animais, exigindo, inclusive a negatividade dos testes ha, pelo menos, trés anos, em acordo
com as resolugdes 65/94 e 66/94 (Pinheiro, 2001).

O Brasil possui o Programa Nacional de Sanidade Caprina e Ovina, que aborda o
Plano Naciona de Vigilancia de Sanidade Caprina e Ovina, o qual fornece as diretrizes sanitarias
relacionadas a caprinovinocultura, no tocante as lentiviroses. Este plano estabelece a IDGA como
teste de rotina e o0 western blotting como aternativa nos casos de duvidosos (BRASIL, 20043,
BRASIL, 2004b).

A implantagdo de programas de controle/ erradicacdo sdo agdes que necesitam de
suporte financeiro ato. Segundo Pinheiro et al. (2006) o custo de cada teste IDGA, ELISA E
Dot-Blot para CAE sio US$ 0.67; US$ 1.00 e US$ 1.22 para o IDGA, Dot Blot e ELISA
indireto, respectivamente., respectiamente e 0s mesmos necessitam ser realizados semestralmente

ou anualmente de acordo com o programa e a evolugiao do mesmo.



37

2.7 TESTES DIAGNOSTICOS

Para a escolha do teste diagnostico duas caracteristicas devem ser observadas: S ¢ E.
Segundo Soares (2001), sensibilidade refere-se a porcentagem de individuos verdadeiramente
infectados que o teste esta habilitado a qualificar como positivo. Ainda segundo este autor, a
especificidade corresponde a porcentagem de individuos sabidamente negativos e que o teste
reconhece como negativo. Para as LVPR ndo existe um padrdo ouro (Peterhans et al., 2004)
porém a grande quantidade de testes existentes e 0 sucesso dos programas de controle, refletem a
eficacia dos testes disponiveis.

Existem métodos diretos e indiretos de deteccdo do virus. Os métodos diretos
incluem o isolamento viral, imunofluorescéncia direta, imunofluorescéncia indireta,
imunoperoxidase, microscopia eletronica, hibridizagdo dos acidos nucléicos e PCR. Os métodos
sorolégicos estdo inclusos nas formas de detec¢dao indireta, visto que se baseiam ndo na
percepedo do patdogeno, mas nos ac que ecles estimulam a formar no organismo. Os indiretos
incluem Dot-Blot, ELISA, aglutinagdo em latex, soroneutralizagdo, fixagdo do complemento,
inibi¢ao da hemaglutinagio, imunodifusao e radioimunoensaio (Wize et al., 2005).

O diagnodstico laboratorial ¢ importante ndo s6 nos casos em que ha auséncia de
manifestacdes clinicas, como, também, ¢ utilizado para o diagnostico confirmatorio (OIE, 2005).

Vérias técnicas, por vezes, mais sensiveis sdo, no entanto, mais laboriosas. Estas
dificuldades incluem a aquisi¢do de equipamentos sofisticados, equipe treinada, execugio
demorada, cuidados com contaminagdes, além do fato de serem geralmente caras. Neste contexto
inserem-se técnicas como a PCR. Assim como 0 western blotting, usado para confirmar
resultado, no caso de dividas (Houwers; Schaake, 1987).

Em se tratando de MV, ¢ sabido a utilizagdo de muitas técnicas, para a identificagdo
do virus, entre as quais incluem-se: isolamento viral (Brodie et a., 1995), PCR (Brodie et al.,
1995; Leginagoikoa et a., 2006), ELISA (Houwers et a., 1982; Howers & Schaake, 1987,
Brodie et a., 1995; Pinheiro, 2001; Hermann et a., 2003ab; Dantas, 2004; Leginagoikoaet a.,
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2006), IDGA (Knowles et a., 1994; Abreu, 1996; Abreu et al., 1998; Pinheiro, 2001; Laraet dl.,
2002; Reischaka et al., 2002; Arafijo et al., 2004; Dantas, 2004), imunofluorescéncia indireta
(Reishack et al., 2004; Lara et a., 2002), imunohistoquimica (Brodie et a., 1995; Preziuso et al.,
2004), hibridizagao in situ (Brodie et a., 1995; Preziuso et al., 2004), fixagao do complemento
(Houwers et al., 1982) e histopatologia (Brodie et a., 1995).Entre os testes sorologicos, os mais
comumente utilizados sio a IDGA e o ELISA (OIE, 2005). A IDGA ¢ o teste mais usado para o
diagnéstico das LVPR, sendo este recomendado pela OIE para uso em programas de erradicacao.
Ocasionamente produz resultados falso-negativos (Knowles, 1997). Outro teste bastante
utilizado é o ELISA, sobretudo 0 ELISA indireto, o qual ¢ mais sensivel que o IDGA, entretanto
mai's ONeroso.
O Dot-ELISA vem sendo utilizado no estudo e diagnostico de enfermidades tanto
humana quanto em animais domésticos em diferentes arecas como parasitologia, bacteriologia e
virologia. Nas viroses desenvolveu-se Dot-Blot para dengue (Branch ; Levet.,1999) Sarampo
(Vaz de llma et al., 1994), Caxumba (Leonardi ef al., 1990), New Castle ( Roy ; Venugopalan,
1999), Lingua azul (Afshar et al., 1992), Adenovirose (Ribas Antunez et a., 1996), Encefalite
Oeste Eqiiina (Boctor et al., 1989), CAEV (Pinheiro, 2001; Pinheiro et a., 2006). Este teste

apresenta vantagens quanto a confiabilidade e rapidez.

2.7.1 IDGA

A IDGA ¢ um teste padrao recomendado pela OIE. Tem sido utilizado ha bastante
tempo nos programas de controle e erradicagdo das LVPR. E, embora sua baixa sensibilidade,
tem se mostrado bastante €ficiente nestes casos. Devido a soroconversio tardia e a formacéao lenta
de anticorpos, existe a possibilidade de ocorrer resultados fal so-negativos, ja que para a formagao
das linhas de precipitagdo, sdo necessarias varias interacdes ag-ac. Este teste nao requer a
utilizagdo de aparelhagem sofisticada. E utilizado por muitos autores como um teste de triagem

de rebanhos em experimentos que visam separar animais positivos e negativos (Williams-Fulton;
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Simard, 1989) ou mesmo para efeito de comparagdo em projetos de padronizagdo de novas
técnicas (Pinheiro, 2001).

Sua utilizagao como teste de triagem permite ter um panorama sobre o status sanitario
do rebanho de uma dada regido. Tem sido empregado, portanto, em muitos trabalhos
epidemiologicos (Sihvonen et a., 1999; Ayelet et al., 2001; Karanikolau et a., 2001). A baixa
sensibilidade do teste, entretanto, esta diretamente ligada a qualidade dos reagentes utilizados,
sobretudo, 0 antigeno. A utilizagdo de antigeno homodlogo para a detecgdo de anticorpos contra
determinado virus torna 0 teste mais sensivel (Knowles et al., 1994; Abreu et a., 1998).

2.7.2 DOT ELISA

Técnica baseada na sensibilizacdo de membranas de nitrocelulose com ag e posterior
adicdo de um ac marcado com peroxidase, para ocorréncia de reagdo e revelagdo com formagao
de cor. O principio ¢ semelhante ao ELISA, no entanto, nao requer aparelhagem sofisticada
(Pinheiro, 2001; Pinheiro et al., 2006). Apresenta, ainda, uma sensibilidade superior a IDGA e
uma praticidade que o torna, nestes termos, mais vantajoso que o0 ELISA.

Existem varios trabalhos que fazem uso de Dot Blot para diagnéstico. Entre estes
trabalhos pode-se citar o realizado por Georgieva et a. (2002), que utilizou esta metodologia para
0 diagndstico do reovirus aviario. Segundo estes autores, o teste foi econdomico, de facil
elaboracdo, sendo, ainda, sensivel. Herbeling et a., (1987) realizaram um Dot-Immunobinding
para diagnostico do virus da raiva, que, mais uma vez, mostrou, além das caracteristicas
supracitadas, a vantagem de utilizar ag viral inativado. Lin ; Halbert (1986) realizaram o Dot-
ELISA para diagnostico do citomegalovirus, no qual eles afirmaram que este é um teste flexivel,
podendo ser realizado com 0 nimero certo de membranas, equivalendo com o de amostras,

evitando desperdicios. Além disso, o suporte do aparelho ¢ feito de plastico hidrofobico,
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impedindo que as substiancias (ag, ac, tampdes) possam extravasar de um pogo para outro,
provocando reagdes cruzadas. Estes autores relatam, ainda, perspectivas acerca do uso do Dot-
ELISA para diagndstico de varios microorganismos, ao mesmo tempo, utilizando 0 mesmo
suporte.

Pode ser usado como método quantitativo, quando se deseja verificar a concentragao
do ag, ou, ainda, como qualitativo separando amostras em positivas ou negativas (Pinheiro,
2001).

No trabalho realizado por Herbeling et a. (1988), no qual se comparou o Dot Blot ao
ELISA, registrou-se uma concordancia de 93 % dos resultados. E sabido, porém, que a
sensibilidade de ambos os testes ¢ semelhante ao ELISA. Este dado foi confirmado por Pinheiro
(2001), o qual utilizou o virus completo na realizagdo do Dot. Neste trabalho, Pinheiro obteve um
grau de concordancia de 90, 2 % (p < 0,001) entre o ELISA-i e o Dot Blot. Este autor utilizou o
virus completo para detecgdo de ac, contribuindo para superioridade com relagdo a IDGA e na
semelhanca com 0 ELISA, em termos de sensibilidade.

Segundo Herbeling ; Kalter (1986), existe uma necessidade constante por testes mais
rapidos, sensiveis e especificos com fins diagndsticos. Ainda segundo estes autores, testes, como
0 ELISA, que requerem o uso de poliestireno ou outros materiais de baixa capacidade para
detectar proteinas ndo sdo bons. Towbin et a. (1979), afirmam que o uso de nitrocelulose em
técnicas como o western blotting apresentam uma melhor capacidade para detectar substrato.

A estabilidade que a membrana confere a0 ag, apés a aderéncia do mesmo,
proporciona sua conservagio por um periodo prolongado a temperatura ambiente, viabilizando o
uso deste teste em campo (Herbeling ; Kalter, 1986).

Todas estas caracteristicas foram comprovadas por Pinheiro (2001), que padronizou o
Dot-Blot para o diagnostico da CAEV.



41
3. JUSTIFICATIVA

Atuamente os pesquisadores procuram padronizar testes eficazes, rapidos e praticos para o
diagnostico das LVPR. A escolha do(s) método (s) diagnostico (S) para as lentiviroses ¢ um
aspecto relevante na medida em que uma das caracteristicas desta doenga ¢ a soroconversiao
tardia. Testes sensiveis devem ser o de escolha para diagnostico, ja que resultados falso-
negativos podem tornar os animais fonte de dispersio viral. No caso da Maedi-Visna, doenca
vinculada a ovinos, torna-se necessario desenvolver ou mesmo padronizar técnicas ja existentes
para diagnosticar 0 mais rapido e preciso possivel a enfermidade, barrando a disseminagdo do
virus. As perdas econdomicas Sdo grandes, decorrentes de falhas reprodutivas, morte, diminui¢ao
da produgio lactea e perda de peso dos animais. Por isso o controle da doenga é necessario,
dependendo da sensibilidade e especificidade dos testes utilizados no diagnostico inicial (Dantas,
2004). A IDGA, teste amplamente utilizado apresenta-se como uma alternativa eficaz, na medida
em que possui baixo custo e ata especificidade. Questiona-se, porém, que a baixa sensibilidade
deste teste o torna eficaz apenas para aqueles animais que ja estdo soroconvertidos, com indices
de ac elevados, sendo pois, ineficaz para agueles que soroconvertem tardiamente, ou que
possuem baixas quantidades de ac. Neste contexto, outros testes podem ser usados, como o
ELISA, 0 western blotting e aé mesmo, a PCR. O Dot-Blot ¢ um teste ja desenvolvido para
diagnosticar patologias virais como reovirus aviario (Georgieva €t a., 2002), HIV ( Herbelling et
a., 1988), bem como a Artrite Encefalite Caprina (Pinheiro, 2001; Pinheiro et al., 2006), no
entanto, Nao se encontrou na literatura registros da utilizagdo desta técnica para diagnéstico da
Maedi Visna. Em virtude da ata sensibilidade, especificidade e um custo baixo (Pinheiro et a.,

2006), torna-se interessante testa-lo para Maedi Visna.



42
4. HIPOTESE CIENTIFICA

O Dot ELISA ¢ um teste que apresenta uma sensibilidade e especificidade superior ao
IDGA para o diagndstico da MV.
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5. OBJETIVOS GERAIS

Padronizar o teste Dot-ELISA para o diagnostico sorologico da Maedi Visna

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir antigeno do virus Maedi Visna para testes imunoenzimaticos;
Avaliar o perfil protéico e antigénico do antigeno do MVV;
Padronizar o teste Dot-ELISA para o diagnostico do MVV;

A 0D P

Comparar o teste DE com IDGA em termos de sensibilidade, especificidade.



6. CAPITULO I
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MAEDI-VISNA ViRUS: PRODUCAO DE ANTIGENO, ANALISE PROTEICA E
ANTIGENICA.

Maria Alzirado Carmo Aragio®, Raymundo Rizaldo Pinheiro?, Alice Andrioli®, Francisco Selmo

Fernandes AIveS3, Andréa Alice da Fonseca Oliveira3, Maria Fatima da Silva Teixeira®

RESUMO

A Maedi-Visna ¢ uma doenga persistente, progressiva e¢ debilitante em ovinos causada por
lentivirus que resulta primariamente em pneumonia intersticial e pode estar associada a mamite e
encefalite. Varias pesquisas apresentam distintas informagdes sobre as caracteristicas
morfologicas, imunologicas e genotipicas do Virus da Maedi-Visna. Este trabaho teve como
objetivo produzir antigeno a partir do virus Maedi-Visna total para utilizacdo em ensaios
Imunoenzimaticos. Na producdo do antigeno foram utilizados cultivos primarios de células de
membrana sinovia caprina, infectados com amostra padrao (MVV-K1514). As suspensdes virais
foram tituladas e o antigeno semipurificado pela precipitacaio em PEG (polietilenoglicol) e
ultracentrifugacdo. Para a avaliagdo do antigeno foram realizadas eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) e Western Blotting (WB) A SDS-PAGE de origem viral e do meio
de cultivo resultou em varias bandas protéicas. No WB constatou-se a presenga de sete proteinas
imunogénicas de pesos moleculares aproximados de 16, 27, 35, 50, 42, 63 ¢ 123 kDa. Destas, trés
proteinas (16, 27 e 50 kDa) apresentaram boa rea¢do imunogénica. O trabalho abre perspectivas
da utilizagdo de testes imunoenzimaticos com maior sensibilidade para lentivirus ovino.

Palavras Chave: Lentivirose, Ovino, Diagndstico, Proteinas.
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MAEDI-VISNA VIRUS: ANTIGEN PRODUCTION, PROTEIN AND ANTIGENIC

ANALYSIS

SUMMARY

The Maedi-Visnais a gradual debilitating and persistent illness of sheep caused by lentivirus that
results primarilly in interstitial pneumonia.  The main objective of this work was to produce
antigen from the total Maedi-Visna virus for use in imunoenzymatic assays. In the production of
the antigen had been used primary cells cultured from sheep sinovial membrane goat by
"explant” followed of co-culture of the cells. The vira suspension used sample standard (MVV-
K1514). For the evaluation of antigen were performed Eletroforesis in poliacrylamida gel of
(SDS-PAGE), Western Blotting (WB) and Enzyme Linked Immunosorbent Assay had been
carried through (ELISA). The SDS-PAGE of viral origin and the cultured medium resulted in
some proteins bands. In the WB it was observed presence of seven immunogenic proteins of
approximately molecular weights 88, 70, 56, 36, 27, 18 and 14 kDa. Three proteins (27, 36 and
56 kDa) had presented a good immunogenic reaction. The whole antigen produced also presented
excellent result in the ELISA system. This work follows research perspectives in the use of
imunoenzimatic tests with better sensitivity to lentivirusin sheep.

Key Words: Lentiviruses, Maedi-Visna, Diagnostic, Proteins.
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INTRODUCAO

A Maedi-Visna ¢ uma infecgdo persistente de ovinos, causada por lentivirus,
resultando primariamente em pneumonia intersticial, podendo apresentar mamite e encefalite
associadas. Segundo McGuire et a. (1990), existem varias cepas deste lentivirus diferindo na
viruléncia e antigenicidade. Varias pesquisas demonstram a caracterizagdo de antigenos dos
lentivirus (Dahlberg et al. 1981; Davies et a. 1997).

Segundo Knowles (1997), diversos testes de ELISA foram desenvolvidos para a
deteccdao de anticorpos para lentiviroses de pequenos ruminantes (LVPR), onde sio empregados
tanto antigenos nativos como recombinantes. Houwers et al. (1982) desenvolveram um ELISA
para a deteccdo de anticorpos para o MVV com um antigeno parcialmente purificado,
compararam com aimunodifusio em gel de agarose (IDGA) e o teste de fixagdo de complemento
(FC), e verificaram que todas as amostras positivas na IDGA, FC ou ambas também foram
positivas no ELISA. Houwers & Schaake (1987) utilizaram anticorpos monoclonais para p27 do
MVV num ELISA sanduiche de bloqueio com dois anticorpos ("double antibody sandwich
blocking - DAS blocking") e os resultados foram comparados com aqueles obtidos na IDGA e no
ELISA-i. A nova técnica, denominada de CTB-ELISA, foi atamente especifica ¢ tdo sensivel
guanto IDGA e ELISA-i.

A eficiéncia dos programas sanitarios de controle da Lentivirus de pequenos
ruminantes depende da sensibilidade e especificidade dos testes utilizados no diagndstico inicial,
da freqiiéncia de sua utilizagdo, no monitoramento sorologico das medidas implantadas e nos
manejos utilizados no rebanho. Para redlizagdo periodica de testes soroldgicos dos rebanhos, a
técnica de IDGA ¢ empregada mundialmente como método de triagem e monitoramento das fases

iniciais de programas de controle, mas apesar da boa especificidade, aIDGA pode apresentar
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resultados falso-negativos (Knowles, 1997). Testes sorologicos com maior sensibilidade devem
ser utilizados quando ocorrer redugdo substancial da quantidade de animais soropositivos,
testados por IDGA, e ainda, quando a taxa de soroconversio no rebanho, apesar de baixa, for
mantida (Embrapa, 1996). Segundo Schroeder et a. (1985), a IDGA nao é muito sensivel além
do tempo de estima para sua readlizagdo ¢ leitura, principalmente em grande quantidade de
amostras. Em decorréncia deste aspecto, distintas modalidades de testes imunoenzimaticos t€ém
sido desenvolvidas para a detecgdo de anticorpos contra lentivirus de pequenos ruminantes,
utilizando antigenos nativos ou recombinantes (Knowles, 1997). Este trabalho teve como objetivo
produzir antigeno para ensaios imunoenzimaticos preparado a partir do virus Maedi-Visnatotal e

analisa-lo quanto ao perfil protéico e antigénico.

MATERIAL E METODOS

Cultivo de células

Para produgao de suspensoes e titulagoes do lentivirus ovino (LVO), foram utilizados
cultivos primarios de células de membrana sinovial caprina (MSC) obtida por “explant” a partir
de cordeiro comprovadamente negativo para LV PR, seguido de sub-cultivos por tripsinizagao das

células (Pinheiro, 2001), totalizando um niimero limitado a 17 passagens.
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Virus, titulagdo e suspensdo viral

Na produgio da suspensao viral utilizou-se amostra padrao do virus da Maedi-Visna -
Cepa K1514° com titulo inicial de 10** dose infectante em cultura de tecido/ml (TCID/mL).
M onocamadas semi confluentes (90 a 95% de confluéncia) de Membrana Sinovial Caprina (MSC)
(11* passagem) cultivadas em garrafas roller de 830 cm?® de superficie de cultivo, foram
inoculadas, 72 a 96 horas apds passagem, com 15 mL de suspensdo viral contendo 200 doses
formadora de sincicio (DFS)/mL diluida em meio essencial minimo (MEM) sem soro fetal
bovino (SFB). Apds 60 minutos adicionaram-se 135 mL de MEM com 5% de SFB. As garrafas
foram incubadas a 37°C em estufa (5 % de CO,), sendo observadas diariamente para averiguar a
evolugao do processo. Coletou-se 0 sobrenadante semanal mente por trés vezes ou até a destruigao
de 75% da monocamada. Os sobrenadantes coletados, bem como as garrafas contendo
sobrenadante da ultima coleta foram congeladas a —80°C para posterior titulagdo e produgdo do
antigeno. As suspensoes virais foram tituladas em microplacas, por diluigdes decimais em MEM
sem SFB, utilizando-se oito repeticdes por diluigdo. A cada 50uL da dilui¢ao da suspensio de
células de MSC contendo 3,0 x 10* células/cm? foi adicionado 50uL de virus. Foram mantidos
pocos com controle positivo (células de MSC e LVO) e negativo (células de MSC ¢ MEM). As
microplacas foram incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO» durante 14 dias com observagao
diaria do efeito citopatico (ECP) caracteristico. Apos este periodo, a suspensdo de células foi
fixada em metanol e corada com cristal violeta a 0,1%. O titulo, calculado segundo Reed &
Muench (1938), definido como a reciproca da maior diluigdo que apresentou, 14 dias apos

inoculagdo, sincicios em 50% dos pogos inoculados, correspondendo a uma DFS (Castro, 1998).
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Purificagdo do virus e produgdo do antigeno

Na producdo do antigeno, os sobrenadante das coletas iniciais ¢ o conteudo das
garafas mantidos congelados foram submetidos a dois ciclos de congelamento e
descongelamento e entao clarificados por centrifugagao a 3300g em rotor Sorvall GSA a 4°C por
20 minutos. A suspensio clarificada foi precipitada com PEG-8000 a 40%, até a concentragdo
final de 8%, por 18 h a4°C, sob |lenta agitacio, seguida de nova centrifugacio a 4°C a12000g em
rotor Sorvall GSA por 60 min (Reis & Leite, 1994). O sedimento foi ressuspenso em TNE (10,0
mM Tris-HCI, pH 7,4; 10,0 mM NaCl; 1,0 mM EDTA) na proporgao de 10% do volume original
da suspensio viral e ultracentrifugado em colchao de sacarose (25% em TNE) a 32500g por 120
min a 4°C (Houwers et a., 1982). O sedimento foi suspenso em PBS (0,05M; 1,5M NaCl; pH
7,4) contendo 0,20mM de phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) na propor¢do de 0,5% do

volumeinicial.

Dosagem de proteina, Eletroforese ,SDS-PAGE e Western Blotting (WB)

A concentragao de proteina total foi determinada segundo Bradford (1976) e o
antigeno mantido a -20°C até a realizacdo dos ensaios laboratoriais. O antigeno purificado foi
submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) utilizando mini-gel® com 4 % de
gel de concentragio e 12 % de gel de separagdo, acompanhado com padrido broad-range (10 — 200
kDa)" (Laemmi, 1970). O perfil detroforético foi determinado nas amostras de antigeno diluidas

em tampao de amostra (SDS 10%; glicerol 20%; azul de bromofenol 0,2%; 0,5M Tris-HCI, pH

® Amostraviral oriunda do Laboratoire Associé de Recherches sur les Petits Ruminants — INRA — ENVL - France.
® Mini-Protean Il Cell® - Bio-Rad
’ Broad-range 10-200kDa Protein Ladder. Gibco
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6,8) aguecendo a mistura a 100°C por 3 minutos. As proteinas do gel foram coradas usando azul

de Comassie, segundo Harlon & Lane (1988).

No WB, as proteinas do antigeno, inicialmente separadas por SDS-PAGE, foram
transferidas do gel para membrana de nitrocelulose® (MN) através do trans-blot® em tampio de
transferéncia, por 60 minutos a 100 volts e 350 mA. Apds a transferéncia para MN as proteinas
foram blogueadas com solugido de bloqueio (PBS Tween 0,3%) por 60 minutos e lavadas com
solugdo de lavagem (PBS Tween 0,05%) por trés vezes, cinco minutos cada. O soro positivo do
kit comercial™® para diagnéstico do Maedi-Visna foi diluido (1:50) adicionado as MN e incubado
por 90 minutos a 37°C. Apds a incubag¢do as MN foram lavadas seguindo o mesmo processo
citado anteriormente e foi colocado conjugado coelho anti-cabra peroxidase diluido (1:1500) em
PBS, por 60 minutos. As MN foram novamente lavadas com PBS Tween 0,05% por trés vezes,
cinco minutos cada e com PBS, duas vezes, cinco minutos cada. A MN foi colocada em solugéo
de DAB/4-Cloronapthol (solugdo A- 12 mg de Diaminobenzidine'™ em 12mL de PBS, solu¢do B-

5mg de 4-Cloronapthol*?

adicionado a 2 mL de metanol mais 10 mL de PBS). Misturou-se as
duas solugdes e acrescentou 10uL de H»O, a 30% por aproximadamente 15 minutos ao abrigo da
luz. No final, a reagdo foi finalizada através da lavagem das MN com agua destilada. Todas as

etapas, com excecao da revelagdo, foram realizadas sob agitacao.

8 Membrana de nitrocelulose Dura-blot™, com poro de 0,45um.SIGMA.

® Trans-blot ® - Bio-Rad

10 Caprine Arthritis-EncephalitiOvine Progressive Pneumonia Antibody Test Kit. Veterinary Diagnostic Technology,Inc® -
USA.

11 3,3"-Diaminobenzidine (DAB) - Sigma

12 4-Cloro-1-Naphto - Sigma
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RESULTADOS

A produgio do antigeno do virus total da Maedi-Visnaresultou em volume de 2,0 mL
apresentando a quantidade de proteina de 2,5 ug/uL. Em eletroforese (figura A) verificou-se
varias bandas protéicas 10ug nas canaletas. As proteinas tinham pesos moleculares variando de
16 kDaa 123 kDa.

No imunoblotting (figura B), quando utilizou-se uma quantidade de 10 pg na canaleta
observou-se sete proteinas imunogénicas, com os pesos moleculares aproximados de 16, 27, 35,
50, 42, 63 e 123kDa. Entretanto, a banda de peso molecular aproximado de 16 kDa e 27 kDa
foram as que apresentaram maior reagdo imunogénica, seguida pela proteina p50. As bandas de
peso molecular de 35, 42, 63 e 123 kDa também apresentaram uma boa rea¢do imunoldgica.
Quando utilizou-se soro negativo ndo verificou-se bandas protéicas imunogénicas pela

inexisténcia de ligagdes.

DISCUSSAO
Na quadro 1 estio listadas varias proteinas antigénicas encontradas em alguns

trabal hos para os Lentivirus de Pequenos Ruminantes.

Segundo Kwang & Cutlip (1992) a glicoproteina transmembranica (gp44) ¢ a
proteina do capsideo (p27) sdo os principais determinantes antigénicos dos lentivirus ovinos, o
gue corrobora em parte com os achados neste trabal ho, pois neste verificou-se a presenga da p27.

Torfason et a. (1992) numa revisio sobre polipeptidios em lentivirus ovino relataram

gue muitos trabalhos tém sido realizados para determinar o nimero de polipeptidios,
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nomenclatura em termos de peso molecular e glicosilacdo dos polipeptidios. Salientam, ainda,
que o numero de polipeptidios reportados para o virus Maedi-Visna maduro varia de 10 a 25.
Neste trabalho descreve-se que os trés gag polipeptidios dos lentivirus ovinos sdo pl14, pl6 (que
pode ser designado como pl5 ou pl6), e a principal proteina do caprideo p25 (designada como
p25, p26, p27, p28 e p30). A banda de 35kDa ¢ um precursor (Pr35), que de acordo com Sonigo
et al. (1985) pode ser agp39. A existéncia da gp44 (reportada como 44kDa, 45kDa ou 46kDa) é
bem documentada. Tem sido relatadas a p50 ou gp51, tanto quanto o precursor Pr55 gag. A
70kDa tem sido reportado uma glicoproteina (gp70) como também um mondmero da
transcriptase reversa. A p80 e a gp90 (reportada como gp92) foram descritas (Hasse & Baringer,
1974; Cheevers et a., 1988). Um polipeptideo fosforilado (gp90) pode possivelmente ser parte da
transcriptase reversa. Relatam-se, também, a gp105 e a gp135 (descrita como gp115, gp140 ou
gpl45). Finalmente existem os precursores. Pr150 gag-pol (ou Prl75gag-pol) e o gPr150 gag-
pol (ou gPrl75 gag-pol). Fevereiro & Barros (2004), identificaram as proteinas relacionadas ao
isolado P1OLV, tendo registrado a ocorréncia da Pr55Gag, p16, p14, Pr160GagPol, p30, gp150,
gpl25 e gp 41. A proteina de peso molecular aproximado 123 kDa detectado pelo immunoblot
neste trabalho esta relacionada ao precursor Pr160GagPol. Com o lentivirus caprino (LVC) os
relatos sdo semelhantes.

Dahlberg et al. (1981) estudando proteinas do virus MVV e CAEV realizadas em
eletroforese num mesmo gel encontraram perfis protéicos diferentes. As proteinas do MVV
(MVV K1514) encontradas neste trabalho, na SDS-PAGE e immunoblot, foram relatadas na
literatura. Torfason et a. (1992) relatam que alguns antigenos, especialmente as glicoproteinas,
S3o sensiveis ao tratamento sofrido na purificacdo. Relatam também, que no inicio dos testes

immunoblot e ELISA comerciais para o diagnostico do lentivirus humano (HIV) 0S
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Quadro 01. Polipeptideos encontrados nos LVPR segundo varios autores.

Autores (ano) Virus

Teste

Proteinas encontradas (kDa)

Dahlberg et al. CAEV
(1981) MVV
Johnson et d. CAEV
(1983)

Gogolewski et al. CAEV

(1985)

Cheeverset al. CAEV

(1988)

Torfason et al. MVV

(1992)

Hullinger et 4. CAEV

(1993)
Davieset d. (1997) CAEV
Pinheiro (2001) CAEV

Varea (2001) MVV

Imunoprecipitagao

Imunoprecipitagao

Immunoblot

Imunoprecipitagao

Imunoprecipitagao

Immunoblot

Imunoprecipitagao

Immunoblot
Immunoblot

Immunoblot

CAEV — gpl155, gp140, p63, p51, p28, pl17, p14
MVV- gpl55, gpl35, gpl05, p56, p46, p27, pl5,
p13,5

gp135, gp90, gp70, p46, p43, p28, gpls, pl3
gpl25, gp90, p45, p28, p15

gp135, gp92, gp70, gp45, p28, p19, pl16, pl4

Pr150%", gp 135, Proo®™, Pr55 %9, Pr479%9 | 4
polipeptidios entre 30-47k, p28, pl16 e pl14
MVV-gpl35, varias bandas (0-100kDa), p35,
p25, pl16, pl4

gp135, complexo 90, Pr46 9%, gp38, p14

gp135, gp90, p70, p56, gp4s, p32, p19
p145, p48, p27, p19

pl14, p17, p25, gp46

Quadro 1 - Polipeptideos encontrados nos LVPR segundo varios autores.
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glicopolipeptideos eram pobremente expressados, provavelmente devido a perda destes durante a
preparagdo. Ozyoruk et al. (2001) verificaram no immunoblot que anticorpos monoclonais
reagiram com glicoproteina de superficie do virus CAEV-63 seguidos de desnaturagdo somente
na auséncia de agente redutor, indicando que as pontes dissulfeto intramolecular foram essenciais

para aintegridade do epitopo.
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DESENVOLVIMENTO E PADRONIZACAO DO DOT-ELISA PARA O DIAGNOSTICO
SOROLOGICO DA MAEDI-VISNA

Maria Alzirado Carmo Aragio™®, Raymundo Rizaldo Pinheiro™, Ronaldo Pereira Dias™, Alice
Andrioli Pinheiro'®, Tania Valeska Medeiros Dantas'’, Maria Fatima da Silva Teixeira®

RESUMO

Atuamente para o diagndstico dos Lentivirus de Pequenos Ruminantes muitos testes sao
empregados, sendo que a IDGA ¢é o teste padrio. Para o controle destas lentiviroses, o
diagnostico inicial ¢ de grande importancia e, para tanto, a sensibilidade e especificidade do teste
empregado Sio caracteristicas relevantes. Com isso, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o
Dot ELISA (DE) frente a IDGA no diagnéstico da Maedi Visna. Inicialmente, produziu-se
antigeno viral completo através do cultivo de células de membrana sinovial caprina, inoculadas
com a cepa K 1514 do virus com um titulo 10**TCDIsy/mL. Testes de padronizagio do DE foram
realizados e mediante os resultados obtidos, utilizou-se como concentragdo 6tima de antigeno
0,25 ug /pogo. Avaliou-se 246 amostras de soro ovino e compararam-se os resultados a IDGA.

A sensibilidade do DE foi de 100 % e a especificidade 93,75% , sendo a concordancia de 93,9%.
Observou-se diferencga significativa entre os resultados (p < 0,05). O DE ¢é mais sensivel que a
IDGA e portanto, abre perspectivas para seu uso em testes de triagem, auxiliando nos processos
de transito, comercializa¢do de animais e no control e sanitario.

Palavras-chave: Maedi Visna, Dot-ELISA, IDGA, sensibilidade, especificidade.
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ABSTRACT

Currently for the diagnosis of Lentivirus of Small Ruminants many tests are employed, and that
the IDGA, is the pattern. To control these lentiviroses, the initial diagnosisis of great importance,
and to this, the sensitivity and specificity of the test are used features. With this, the objective of
this study was to evaluate the Dot ELISA (DE) opposite the IDGA the diagnosis of Maedi visna.
Initially, produced vira antigen is complete through the cultivation of cells of synovia
membrane goats, inoculated with the strain K1514 virus with atitle 10-*? TCDIsy/mL. Tests were
performed for the standardization and on the results obtained, used as optimum concentration of
antigen 0.25 ug / well. Evaluated is 246 samples from sheep serum and the results are compared
to IDGA. The sensitivity of the DE was 100% and specificity 93, 75%, with the concurrence of
93.9%. There was significant difference between the results (p <0.05). The DE is more sensitive
to the IDGA and therefore opens up prospects for its use in tests for screening, helping in the

process of transit, and the marketing of animal health control.

Keywords: Maedi visna, Dot-ELISA, IDGA, sensitivity, specificity

18 Med. Veterinaria, PhD, Professora da Universidade Estadual do Ceara — Orientadora.
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INTRODUCAO

Os Lentivirus de Pequenos Ruminantes (LVPR) determinam, geralmente, doengas
degenerativas de progressio lenta. Fazem parte deste género o Virus Maedi Visna (MVV) ¢ o
Virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV), que acometem ovinos e caprinos, respectivamente,
registrando-se, ainda, a infecgdo cruzada (Pisoni et al., 2005). Estes virus estdo distribuidos
mundia mente (Pasick, 1998), exceto Australia e Nova Zelandia, no caso da Maedi Visna (OIE,
2005).

O ciclo de vida dos LVPR esta diretamente relacionado a maturagdo dos mondcitos,
em virtude da ativagdo de fatores especificos nos macréfagos, assim, os monocitos infectados
circulam livremente até se fixarem nos tecidos, onde maturam, sem serem identificados pelo
sistemaimune, num mecanismo denominado “cavalo de Troia” (Borderias, 2004).

Tanto a resposta humoral, como a celular podem ser ativadas pela infec¢do (Bruland,
2003), tendo agdo estimuladora ou bloqueadora no desenvolvimento do ciclo viral.

Os cuidados advindos da necessidade de se controlar, ou mesmo erradicar, a LVPR
Sdo decorrentes, principalmente, dos efeitos economicos. Num mercado cada vez mais exigente
guanto a critérios sanitarios, em se tratando do comércio de animais €, por conseqiiéncia, de seus
produtos, torna-se importante efetuar um controle eficiente destas enfermidades. Dois dos
maiores entraves no rastreamento dos animais infectados por LVPR Sio a soroconversao tardia e
a laténcia das manifestagoes clinicas, 0 que torna inviavel a realizacdo de um diagnostico
exclusivamente clinico.

Entre os testes sorol6gicos, os mais comumente utilizados sdo a IDGA (Imunodifusio

em Gel de Agarose) e 0 ELISA (Enzime Linked Immunosorbent Assay) (OIE,2005). A IDGA ¢ o
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teste mais usado para o diagndstico das LVPR, sendo este recomendado pela OIE para uso em
programas de erradicacdo. No entanto, em se tratando de MV, ¢ sabido a utilizagdo de muitas
técnicas, para a identificagdo do virus, entre as quais incluem-se: isolamento vira (Brodie et a.,
1995), PCR (Brodie et a., 1995; Leginagoikoa et a., 2006), ELISA (Houwers et a., 1982,
Howers & Schaake, 1987; Brodie et a., 1995; Pinheiro, 2001; Hermann et al., 2003ab; Dantas,
2004; Leginagoikoa et al., 2006), IDGA (Knowles et al., 1994; Abreu, 1996; Abreu et al., 1998;
Pinheiro, 2001; Lara et a., 2002; Reischak et a., 2002a; Araijo et a., 2004; Dantas, 2004),
imunofluorescéncia indireta (Reishack et a., 2004; Lara et a., 2002), imunohistoquimica (Brodie
et a., 1995; Preziuso et al., 2004), hibridizagdo in situ (Brodie et al., 1995; Preziuso et a., 2004),
fixagdo do complemento (Houwers et al., 1982) e histopatologia (Brodie et a., 1995).

Para a escolha do teste diagnostico duas caracteristicas devem ser observadas:
sensibilidade e especificidade. Além destas caracteristicas, atualmente alia-se um interesse cada
vez maior naelaboragio de testes rapidos, praticos e de baixo custo.

Objetivando-se o efetivo controle da MV torna-se, portanto, necessario desenvolver
ou mesmo padronizar técnicas ja existentes para diagnosticar o mais rapido e preciso possivel a
enfermidade, barrando a disseminacdo desta. Um teste que possa reunir estes aspectos ¢ de suma
importancia na eficacia do diagnodstico e programas de controle e erradicagio das LVPR.

A IDGA ¢ um teste simples, sobretudo pelo baixo custo, mas que no entanto ja tem
sido questionado pela baixa sensibilidade o que o torna eficaz apenas para aqueles animais que ja
estdo soroconvertidos com indices de anticorpos elevados, sendo pois, ineficaz para aqueles que
soroconvertem tardiamente, ou que possuem baixas quantidades de anticorpos.

O Dot-Blot ¢ um teste ja desenvolvido para diagnosticar patologias virais como

reovirus aviario (Georgieva et a., 2002), HIV ( Herbelling et al., 1988), bem como a Artrite
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Encefalite Caprina (Pinheiro, 2001; Pinheiro et al., 2006), no entanto, nao se encontrou na
literatura registros da utilizagdo desta técnica para diagnostico da Maedi Visna Em virtude da
alta sensibilidade, especificidade e um custo baixo (Pinheiro et a., 2006), torna-se interessante
testa-lo para Maedi Visna. O objetivo deste trabalho foi padronizar o Dot-ELISA para o

diagnostico do MV'V, comparando os resultados obtidos com o teste padrao da OIE (IDGA).

MATERIAL E METODOS

Producio de antigeno

O virus MV (cepa K1514) foi cultivado em células de membrana sinovial caprina (MSC) em
meio essencial minimo (MEM) com 5 % de soro fetal bovino (SFB), 10 % de gentamicina e 1 %
de anfotericina B. A cultura inoculada com o virus foi acompanhada durante 21 dias e as coletas
dos sobrenadantes realizadas a intervalos de sete dias. O material foi clarificado por
centrifugacdo a 3300g em rotor Sorvall GSA a 4°C por 20 minutos. Posteriormente, foi tratado
com 8 % de polietilenoglicol 8000 (PEG 8000) a 40 % durante 18 horas a 4 °C e peletizado por
centrifugagio a 4°C a 12000g em rotor Sorvall GSA por 60 min (Reis & Leite, 1994). Nesta etapa
0 sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido em TNE (10,0 mM Tris-HCI, pH 7,4;
10,0 mM NaCl; 1,0 mM EDTA) e centrifugado a 42500 g em colchdo de sacarose em rotor
Beckman SW41TI a 4 °C por duas horas (Houwers et al., 1982). Finamente o pellet foi

ressuspendido em PBS (0,05M; 1,5M NaCl; pH 7,4) e 10 % (do volumeinicial) de
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phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF). O antigeno foi submetido a dosagem de proteinas pelo
método Bradford (1976) e immunoblotting, tendo sido verificada a presenca de sete bandas
protéicas (16, 27, 35, 50, 42, 63 e 123 kDa) imunogénicas (dados nao publicados). Como controle

utilizou-se sobrenadante nao inoculado e processado da mesma forma que o antigeno.

Padronizacdo do Dot-ELISA

A dosagem de proteinas revelou uma concentracao de 2,5 pg/ ul. A partir deste valor, realizou-se
uma titulagdo do antigeno como forma de verificar a menor concentracdo capaz de promover a
reacio. Membranas de nitrocelulose™® foram colocadas no aparelho de dot?® e sensibilizadas com
antigeno diluido em PBS (Na,HPO,4 0,5 M; NaH,PO, 0,5 M; NaCl; pH 7,4) nas concentragdes
de 0,25; 0,5; 1,0 e 2 ug/ pogo e secas durante dez minutos com jato de ar quente. Cada
concentracao foi feita em quadruplicata com duas réplicas para cada concentragdo. Apds
devidamente secas, foram, entdao, coradas com corante Ponceau’s e numeradas. A partir desta
etapa foram divididas em dois grupos e submetidas a dois tipos de bloqueio. Grupo A, bloqueado
com TTBS (Tris 20 mM; NaCl 500 mM, Tween 20 0,05 %, pH7,5) (Georgieva, 2002) por 15
minutos e grupo B blogueado com PBS-Tween 0,3 % por 40 minutos. Passados 0s respectivos
tempos, as membranas foram lavadas duas vezes por dois minutos sob agitagdo lenta com PBS-
Tween 0,05 % e submetidas a duas diluigdes distintas (1:25 e 1:50) do soro positivo e soro

negativo (ambos do kit comercial®®) durante 30 minutos. Numa etapa seguinte, as membranas

19 Membrana de nitrocelulose SIGMA Dura-blot™, com poro de 0,45um. Cat. N° N 9641
2 Minifold™ SRC-96 Marca: Schieicher & Schuell, INC. Keene, N.H.
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foram novamente lavadas e incubadas com conjugado® em duas diluicdes (1:10000 e 1:15000)
durante 30 minutos. Passado este periodo, as membranas foram lavadas duas vezes com PBS-
Tween 0,05 %, duas com PBS e reveladas com 4 cloronaftol®® e diaminobenzidina (DAB)*. A
reacdo ocorreu em um minuto ¢ a reacao foi parada com agua destilada. Considerou-se como
melhor resultado para efeito da padronizagdo, a maior diluigdo do antigeno que apresentou
melhor diferenciagdo visual de cor entre 0 Soro positivo e 0 negativo. A partir deste resultado
inicial, realizou-se um novo teste, no qual se avaliou o desempenho do fraco positivo (do kit
americano), testando-se, ainda, as diluigdes de conjugado 1:10000, 1:15000 e 1:20000. Todas as
etapas foram realizadas em estufaa 37 °C sob agitacdo constante.
IDGA

A metodologia utilizada foi a técnica de micro IDGA (MIDGA), padronizada por

Gouveia (1994). Utilizando-se o kit comercia®.

Amostras

Como universo amostral utilizou-se 246 amostras de sangue de ovinos provenientes
de rebanhos do estado do Ceara. O sangue foi coletado em tubos Vacutainer , sem anticoagulante.
Apbds a coleta, as amostras sanguineas foram encaminhadas ao laboratorio de virologia da
EMBRAPA Caprinos, onde foram centrifugados a 3000 g por 10 minutos. Os soros foram, entao

identificados, armazenados em criotubos e conservados em freezer —20 °C, até a realizagio das

2 Caprine Arthritis-Encephalitis/Ovine Progressive Pneumonia Antibody Test Kit. Veterinary Diagnostic

Technology, Inc®, USA.

2 Anti-goat 1gG peroxidase conjugate — Sigma Cat. N° A5420

2 3 3"-Diaminobenzidine (DAB) - Sigma. Cat. N° D 5637

24 4-Cloro-1-Naphto — Sigma. Cat. N° C 8890

% Caprine Arthritis-EncephalitiOvine Progressive Pneumonia Antibody Test Kit. Veterinary Diagnostic Technology, Inc®,
USA.
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analises. Todos os testes foram submetidos a dois avaliadores em momentos distintos.

Analise Estatistica

Para efeito de calculo da sensibilidade e especificidade do Dot ELISA, utilizou-se como
teste padrio para comparagdo a IDGA (recomendado pela OIE). Os resultados dos testes
analisados quanto a sensibilidade, especificidade, VPP (Vaor Preditivo Positivo), VPN (Valor
Preditivo Negativo) e indice Kappa, utilizado o programa Winepsicope 1.0.

RESULTADOS

Padronizacdo do Dot ELISA

Para 0 antigeno, todas as concentracdes testadas reagiram especificamente com as
dilui¢des do soro utilizadas, revelando a possibilidade de utilizagdo de qualquer titulo estudado
para uso eficiente na execugdo dos testes. Entretanto, a concentragdo otima considerada para
efeito de padronizacdo foi a de 0,25 ug/ pogo de proteina viral. A melhor dilui¢ao do conjugado
foi de 1:15000, a qual apresentou melhor distingdo visual entre os soros controles positivo e
negativo. Ambos os bloquei os tiveram 0 mesmo desempenho, tendo sido o bloqueio com TTBS o0
preferido em virtude de requerer, apenas 15 minutos de agéo.

O vaor de dilui¢ao 6tima dos soros empregados na realiza¢ao dos testes foi de 1:50,
entretanto, o Dot foi capaz de detectar as variadas diluigdes utilizadas (1:25; 1:50) (ver figs. 01 e
02).
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Conjugado 1: 10000 Conjugado 1:12000
0,2 0,2
0, 0,
1, 1,
2, 2.
A B C D A B C D

Fig. O1. Resultado das padronizagdes realizadas. Na vertical encontram-se as dilui¢des de antigeno. Na
horizontal encontram-se as diluigdes do soro, onde A= 1:25+; B= 1:25-; C= 1. 50+; D= 1:50-. Bloqueio
utilizado: PBS 0,03 %. -

Conjugado 1: 10000 Conjugado 1: 12000
0,25 I 0,25
0,5 0,5
1,0 1,0
2,0 2,0
A B C D A B C D

Fig. 02. Resultado das padronizagdes realizadas. Na vertical encontram-se as dilui¢des de antigeno. Na horizontal
encontram-se as dilui¢des do soro, onde A= 1:50+; B= 1: 50-; C= 1: 25+; D= 1.:25-. Bloqueio utilizado: TTBS.
A 4rea marcada corresponde adilui¢ao 6tima de antigeno e soro.
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Durante a analise dos 246 testes, foi possivel verificar uma distingdo precisa entre 0s

soros positivo e negativo. Devido a utilizagdo de controles positivos e negativos, o pogo

considerado positivo foi 0 que mais visualmente se distinguiu do padrao negativo.

Comparacgdo do Dot ELISA com a IDGA

Os resultados da comparagio dos testes sdo apresentados na tabela 01. Dos 246 soros
analisados, 21 do total foram positivos ao Dot ELISA. O VPP do teste foi de 28,5 %, enquanto o
VPN foi de 100 %, sendo que a sensibilidade e especificidade foram, respectivamente, 100 % e
93,75 %. A IDGA detectou a presenga de anticorpos para 0 MVV em apenas seis das amostras
analisadas (2,4 %). A concordancia observada entre os resultados foi de 93,9 %.

Com relagdo a execucdo dos testes, verificou-se que ambos sio de facil realizacdo,
entretanto o tempo utilizado até a revelagdo dos resultados foi bem distinto. A IDGA requereu 48
a72 horas paraaleitura, ja o Dot ELISA precisou de, apenas, 1,5 horas entre arealizagio do teste
e leitura, que neste caso ¢ imediata. Ainda com relagdo a execugao do teste, foi observado que
ambos nao requerem instrumentacgdo cara para sua realizagao.

O controle feito com o sobrenadante de células ndo inoculado e concentrado 500

vezes ndo revelou qualquer reacdo em nenhum dos testes (dados ndo apresentados).
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TABELA 01: Resultados obtidos no teste dos soros pelo Dot ELISA e IDGA*

Resultados

Dot ELISA IDGA No. (%)

+ + 6 (2,4)

- - 225 (91,4)
+ - 15 (6,09)
- + 0

*Concordancia 93,9 %

DISCUSSAO

O DE foi mais sensivel que a IDGA (p < 0,05) IDGA. Tal resultado pode ser
explicado tanto pelo aspecto metodologico, pela utilizagdo de membranas de nitrocelulose como
suporte de fixagdo do antigeno viral, como, também, pelo tipo de antigeno empregado na
realizagio dos testes.

A IDGA, apesar de ser um teste amplamente utilizado, apresenta como desvantagem
o fato de possuir baixa sensibilidade. Tal caracteristica se deve, sobretudo, ao tipo de antigeno
utilizado. O kit diagndstico usado neste trabalho possui como proteinas antigénicas a p27 e a
gp135 dos virus da CAE e OPPV provenientes da América do Norte. A utilizagdo deste antigeno,
leva em consideragdo o fato de que as proteinas do capsideo viral apresentam regides
conservadas para ambos os virus (CAE e OPP) garantindo assim que mesmo com a presenga de
outra glicoproteina (gpl35) variavel seja possivel detectar os anticorpos através de

reconhecimento cruzado, através das regioes conservadas existentes (Grego et a., 2002). A
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proteina p27 estimula uma forte produgao de anticorpos (Brodie et al., 1998). Estas proteinas sao
especificas aos virus relacionados, portanto apresentam alguma distingdo entre as diversas cepas
existentes. Reischak et a. (2002b) verificaram a necessidade de se produzir antigenos virais a
partir de cepas nacionals e seus soros padroes, ja que segundo os autores haveria a possibilidade
de serem detectados maior quantidade de animais positivos, evitando a problematica dos
resultados fal so-negativos.

Outro aspecto a ser enfocado ¢é o fato dos animais infectados sofrerem alternancia nas
reacdes imunogénicas, variando de acordo com o estagio da infeccdo. Os animais que tiveram
Seus soros analisados, ndo possuiam sinais clinicos da doenga, € ndo se sabia a partir de quando
estes animais haviam sido infectados e, consegiientemente, o estagio da infecgdo. Lacerenza et al.
(2006) verificaram que ovinos infectados dirigem sua produgdo de anticorpos a diferentes
epitopos. Ainda em 2006, Mordasini e colaboradores observaram haver umarelagao direta entre a
dose infectante e a soroconversio, sendo que os animais naturalmente infectados apresentam
baixos niveis de anticorpos ¢ lenta soroconversao. Além disto, ovinos infectados a mais tempo,
tem a capacidade de produzir quantidades de anticorpos que favorecem a sua detecgio
(Leginagoikoa et al., 2006).

O DE ja é um teste bastante utilizado para o diagnostico de diversas enfermidades. O
principio utilizado ¢ bastante semelhante ao ELISA indireto, diferindo-se, apenas pela utilizagao
de membranas de nitrocelulose, produzindo reacdes enzimaticas antigeno — anticorpo (Hibi &
Saito, 1985). E um teste bastante simples, sendo de facil execugdo. Ao contrario da IDGA, o
tempo de execugido deste teste ¢ bastante curto, levando cerca de uma hora e meia entre a
execucdo ¢ a revelagdo dos resultados, porém, aIDGA, requer a subjetividade de um analisador.

Mais umavez sobrevém a importancia de um antigeno para realizacdo dos testes.
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Neste trabalho, o Dot padronizado, fez uso do antigeno viral completo, sendo que a gp135 estava
em baixos niveis no antigeno final apds ultra-centrifugagdo. Isto ocorreu em virtude da
concentragao ter sido feita em colchdo de sacarose, a qual retirou grande parte da gp no momento
da ultra-centrifugagao (Pinheiro et al., 2006). A utilizagdo do virus completo permite uma maior
deteccdo dos animais positivos visto que possui uma maior quantidade de proteinas distintas,
contornando a problematica da variagdo dos tipos de anticorpos durante a infecgdo. Esta
constatagao ja foi verificada por outros autores. Nacen & Goyal (1990) analisando o uso de
antigeno cru (sem a separagdo de proteinas especificas) para deteccdo do herpes virus bovino,
afirmaram que num processo de purificagdo, a especificidade do teste ¢ garantida, entretanto a
sensibilidade ¢ comprometida pela falha na detec¢do de anticorpos contra outras proteinas nao
presentes no materia purificado. Varea et a., (2001) através do acompanhamento pelo ELISA,
verificaram que animais infectados apresentam diferentes niveis de anticorpos ao longo da vida,
relacionando, na ocasido, que o aumento da sensibilidade do teste estava diretamente ligado aos
titulos dos anticorpos especificos.

Com o resultado do diagndstico em 1,5 horas o DE padronizado na EMBRAPA
Caprinos ¢ o teste mais rapido para o diagnostico da Maedi Visna, corroborando com Sulimenko;
Draber (2004) verificaram que utilizagdo da membrana de nitrocelulose para a imobilizagdo das
proteinas antigénicas permite uma realizagao rapida dos testes.

E de grande importancia atualmente, a elaboragio de técnicas que possam ser mais
praticas, ndo onerosas € que apresentem bons resultados. Tais caracteristicas ja foram verificadas
por outros autores (Naeen & Goyal, 1990; Georgieva et a., 2002; Lin & Habert, 1986;
Madhusudana et al., 2004; Sumi et a., 1999; Sulimenko & Drauber, 2004; Pinheiro, 2001) E

neste contexto que se insere o DE, revelando-se como uma alternativa a problematica sanitaria



75

gue envolve 0s processos de transito e comercializacdo dos animais.
Frente aos resultados, o DE, por ser um teste mais sensivel e rapido, surge cOmMo

alternativaaum diagndstico da MV.
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8. CONCLUSOES

1. O DE ¢ mais sensivel e rapido que aIDGA para o diagnéstico sorologico da MV.

2. ODE ¢ um teste recomendado para o diagnostico da MV.

3. O uso do antigeno viral completo ¢ uma alternativa na resolu¢do da problematica da

variagdo dostitulos de anticorpos.

4. A tilizagdo de antigeno viral completo oferece uma maior diversidade de proteinas

imunogénicas, amplificando a capacidade de detecgio de anticorpos.
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. PERSPECTIVAS

A rapidez demonstrada na execugdo do DE permitira a utilizagdo do teste para diagnostico

imediato da MV em ovinos participantes de exposi¢oes.

Suas caracteristicas poderdo ser ainda mais aprimorado, tornando o teste definitivamente
independente de estrutura laboratorial e realizado em menor tempo, mediante algumas

adaptagoes.

Uma total independéncia laboratorial permitira realizagdo de um diagndstico dinamico,

podendo ser realizados inquéritos sorologicos mais precisos e rapidos.
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