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para cabritos e cabras adultas por meio de sémen infectado

experimentalmente?!

Marjorie Y. Hasegawa?, Maria do C.C.S.H. Lara®, Natalia C. Gaeta?, Julia A. Marques?,
Bruno L.M. Ribeiro?, Rodolfo S. Rossi*, Eduardo C. Marques? e Lilian Gregory**

ABSTRACT.- Hasegawa M.Y,, Lara M.C.C.S.H., Gaeta N.C., Marques J.A., Ribeiro B.L.M., Rossi
R.S., Marques E.C. & Gregory L. 2017. [Transmissibility of Small Ruminants Lentivirus
in kids by experimentally infected semen.] Transmissibilidade de Lentivirus de Peque-
nos Ruminantes para cabritos e cabras adultas por meio de sémen infectado experimen-
talmente. Pesquisa Veterindria Brasileira 37(8):805-812. Departamento de Clinica Médica,
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdao Paulo, Av. Prof. Dr.
Orlando Marques de Paiva 87, Sao Paulo, SP 05508 270, Brazil. E-mail: Igregory@usp.br

Caprine Arthritis Encephalitis is a multisystemic infectious disease, caused by a lentivi-
rus. The objective of this study was to evaluate the transmissibility of caprine lentivirus to
goats and their offspring, through experimentally infected semen. Therefore, eleven free-
-CAEV goats were artificially inseminated using semen from a free-CAEV buck experimen-
tally infected with CAEV-Cork strain (experimental group one). Pregnancy was confirmed
in only six goats and their offspring (n=6) constituted the experimental group two. Two
free-CAEV females were artificially inseminated with semen from the same seronegative
buck, without viral inoculum to constitute the control group. The diagnosis of caprine len-
tivirus infection was performed using AGID, cELISA and nested-PCR. All females were mo-
nitored for 210 days after artificial insemination. Kids were immediately separated from
their mothers after birth, and monitored at zero time, 15 days old and monthly until 12
months old. Regarding goat samples, 56.96% (9/159) were positive in cELISA, 24.05%
(38/158) were positive in IDGA and none was positive in nested-PCR. Regarding to the
offspring samples, 11.28% (15/133) and 5.26% (7/133) were positive in nested-PCR and
IDGA, respectively, while no sample was positive in cELISA. The control group showed no
positives in the three techniques. The positivity observed to nested-PCR may show its im-
portance to identify infected, but seronegative animals, in late seroconversion situations.
According to results, the transmission of caprine lentivirus to offspring and their mothers
through infected semen is possible.
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RESUMO.- A Artrite Encefalite Caprina se caracteriza por
ser multissistémica e infecciosa, causada por um lentivirus.
O estudo teve como objetivo avaliar a transmissibilidade
do Lentivirus Caprino, para fémeas e sua prole, por meio
de sémen infectado experimentalmente. Para tanto, onze
fémeas livres de CAEV foram inseminadas artificialmente
com sémen de bode livre de CAEV ao qual foi adicionado
CAEV-Cork para obter titulo infectante com carga viral em
10° TCID,,/ml. (grupo experimental 1). Destas, seis obtive-
rem prenhez confirmada, e a sua prole (n=6) constituiu o
grupo experimental 2. Duas cabras livres de CAEV foram in-
seminadas artificialmente com sémen do mesmo bode, sem
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o in6cuo viral, constituindo-se o grupo controle. O diagnoés-
tico da infecgdo pelo Lentivirus Caprino, foi realizado por
IDGA, cELISA e nested-PCR. As fémeas foram monitoradas
durante 210 dias p6s inseminacio artificial. Ja as proles fo-
ram imediatamente separadas das maes apds o nascimen-
to, e monitoradas nos momentos hora zero, aos quinze dias
de idade e mensalmente, até doze meses de idade. Em rela-
¢do as cabras, 56,96%/(9/158) apresentaram positividade
para cELISA, 24,05% (38/158) foram positivas a IDGA e ne-
nhuma para nested-PCR. Em relacao aos cabritos, 11,28%
(15/133) amostras positivas para nested-PCR, 5,26%
(7/133) amostras positivas para IDGA e nenhum para cELI-
SA. As proles do grupo controle apresentaram resultados
negativos para as trés técnicas. A positividade encontra-
da em nested-PCR pode indicar grande importancia para
identificacdo de animais infectados, porém soronegativos,
em situacdes de soroconversdo tardia. De acordo com os
resultados, concluiu-se que ha a transmissao do Lentivirus
caprino para a prole e para as maes pelo sémen infectado.

TERMOS DE INDEXACAO: Lentivirus caprino, sémen, transmis-
sdo, prole, IDGA, cELISA, nested-PCR.

INTRODUCAO

No contexto pecudrio mundial, o Brasil possui expressivo
rebanho caprino, com 8.779 milhdes de cabecas em 2013
(IBGE 2013). Dentre as enfermidades infectocontagiosas,
a Artrite-Encefalite Caprina (CAE) é uma das maiores res-
ponsaveis pela limitagdo do desenvolvimento da producido
de caprinos em nosso pais, estando associada a sérios pre-
juizos econdmicos, como descartes prematuros, mortalida-
de e reducdo da produtividade (Lara 2002).

A CAE é uma enfermidade transmitida por um per-
tencente ao grupo Lentivirus de Pequenos Ruminantes
(Leroux et al. 1995). Ela é associada a diversos prejuizos
econOmicos tais como descartes prematuros, mortalidade
e reducio da produtividade (Lara 2002). O impacto econo-
mico da infeccdo pelo virus da CAE foi estudado por varios
autores, evidenciando reducdo do indice de fertilidade, au-
mento do intervalo entre partos e reducio da producdo de
leite (Von Mockenhaupt & Bauer 1987), além de reducado
do periodo de lactacdo e leite com menores teores de gor-
dura (Greenwood 1995, Bohland 1998).

A doenca se manifesta por sintomas sistémicos, se di-
ferenciando em quatro principais formas clinicas: a leuco-
encefalomielite, acometendo cabritos (Cork et al. 1974), a
artrite, mais frequente em animais adultos (Crawford et al.
1980), a pneumonia cronica intersticial (Sims et al. 1983)
e a mamite intersticial endurativa (Gregory et al. 2009b).
A maioria dos animais que apresentam sintomatologia é
descartado ou sacrificado devido a claudicagio, dectbito,
perda de peso e queda na producao (Reilly et al. 2002).
Atualmente, ndo existem vacinas nem terapéutica eficazes.
Portanto, a forma de combate mais importante é pela de-
tecgdo precoce do virus nos rebanhos (Reina et al. 2009),
atentando-se para fatores como soroconversao tardia, la-
téncia viral e sorolégica (Pinheiro 2001).

A transmissdo da CAE pode ocorrer por via digestiva
através da ingestdo de leite e colostro provindos de fémeas
infectadas (Lara 2002), embora haja grande discussao em
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torno desta via. A transmissdo vertical foi observada em
certos casos de soroconversido de cabritos separados das
maes logo apds o parto, que receberam colostro e leite bo-
vino pasteurizado (East et al. 1993).

A identificagdo do DNA pré-viral do virus da artrite-en-
cefalite caprina (CAEV) ja foi realizada no sémen de capri-
nos reprodutores positivos, por meio de PCR (Gregory et al.
2011), sugerindo que tecidos e células do trato reprodutor
masculino possam contribuir para a transmissao do virus.
Particulas virais também foram isoladas em testiculo, epi-
didimo, ampola vesicular, prdstata, glandula bulbouretral
(Peterson et al. 2008) e em glandula vesicular (Ali Al Ah-
mad et al. 2008) de machos infectados. Novos estudos sdo
solicitados a fim de elucidar a possibilidade de transmissao
do DNA pré-viral pela via sexual, inseminando-se fémeas
ndo-infectadas com ejaculados positivos para CAEV ou por
monta natural com bodes infectados (Ali Al Ahmad et al.
2012, Cortez-Romero et al. 2013).

Com o intuito de aprofundar os conhecimentos sobre o
aspecto reprodutivo da transmissdo deste lentivirus e da
existéncia de poucos trabalhos sobre o assunto, o objetivo
do estudo foi avaliar experimentalmente a transmissibili-
dade do lentivirus caprino para fémeas adultas soronega-
tivas e sua prole, a partir da inseminagao artificial com uso
sémen infectado, por meio do uso de técnicas diagndsticas
de IDGA, cELISA e nested-PCR.

MATERIAL E METODOS

0 experimento foi conduzido no Hospital de Bovinos e Pequenos
Ruminantes, do Departamento de Clinica Médica da Faculda-
de de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo
Paulo, Brasil, no periodo de dezembro de 2011 a maio de 2014,
sob os principios éticos de experimenta¢do animal, adotados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da FMVZ-USP (protocolo
n22585/2011).

Foram utilizadas onze cabras Saanen, entre um ano e meio
e quatro anos de idade, soronegativas para CAEV (confirmada
por ELISA e IDGA) e artificialmente sincronizadas segundo Tral-
di et al. (2007). Todas as fémeas foram inseminadas com 900 pl
sémen fresco de bode soronegativo obtido por eletroejaculagdo,
com concentracdo espermatica de 480-860 x 10° sptz/ml, infec-
tado experimentalmente com 100ul do virus CAEV-Cork padrao,
totalizando um mililitro. Optou-se pela utiliza¢do da estirpe viral
padrdo CAEV-Cork para infec¢do do sémen, pois é empregada na
producdo do kit comercial de IDGA, cedida pelo Laboratério de
Virologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

0 diagnostico de prenhez foi realizado 60 dias apés a insemi-
nagdo artificial, através de exame ultrassonografico por via retal.
Seis cabras obtiveram resultado de prenhez positivo e compuse-
ram o grupo experimental do presente estudo.

Como grupo controle, duas cabras Saanen de trés anos de ida-
de, soronegativas para CAEV, artificialmente sincronizadas pelo
mesmo protocolo, foram inseminadas com sémen fresco do mes-
mo bode, porém sem o in6cuo viral.

As fémeas foram mantidas em baias em conjunto durante
gestacdo, paricdo e lactacdo, sendo monitoradas até 210 dias pos-
-inseminacdo, por meio de colheita de soro e sangue total a cada
15 dias. Todas as pari¢des foram acompanhadas a fim de que os
cabritos fossem imediatamente separados apds o nascimento. Co-
lostro e leite em p6 integral bovinos aquecidos foram fornecidos
as proles, sendo realizado desmame aos 60 dias de idade. O estu-
do foi conduzido em ambiente controlado, com proles separadas
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imediatamente apds o nascimento e mantidas em baias isoladas
sem contato com animais externos.

As amostras dos cabritos foram colhidas nos momentos hora
zero (antes do fornecimento de colostro bovino), aos quinze dias
de idade, aos trinta dias de idade, e mensalmente, até completa-
rem doze meses de idade.

Para obtencdo do soro, foram realizadas colheitas de 7mL e
3mL de sangue total das fémeas e dos cabritos, respectivamente,
por venopuncdo da veia jugular externa, em tubos de coagulagdo
com gel separador no volume. As amostras foram mantidas em
temperatura ambiente até a coagulacdo e retragdo do coagulo, e
centrifugadas a 3000xg durante 15 minutos. Os soros obtidos fo-
ram transferidos para microtubos estéreis, separados em dupli-
cata e armazenados em freezer até momento do processamento.

Para o diagnéstico do DNA prd-viral por biologia molecular,
colheu-se 1,9mL de sangue total dos cabritos e 2,7 mL das maes,
em tubos com citrato de sédio, utilizando-se o mesmo acesso ve-
noso descrito anteriormente. As amostras foram homogeneizadas
imediatamente apds a coleta, para impedir a formacdo de coagulo
sanguineo e estocadas a -20°C. A extracdo do material genético foi
realizada em até 24 horas pds-colheita utilizando o kit comercial
(GE Healthcare - Illustra, Amersham Place, UK).

Para diagnéstico da infec¢do pelo Lentivirus Caprino, foram em-
pregadas as seguintes técnicas: Imunodifusido em Agar Gel (IDGA)
(Abreu et al. 1998), utilizando kit comercial (Biovetech, Brasil) e
Ensaio Imunoenzimatico Competitivo (cELISA) (Herrmann et al.
2003), utilizando o kit comercial Caprine Arthritis - Encephalitis
Virus Antibody Test Kit ¢ ELISA (VMRD, USA) para determinagio
de anticorpos séricos antivirus da Artrite Encefalite Caprina nas
amostras de soro, e nested-PCR para deteccdo de DNA gendmico
viral nas amostras de sangue total, segundo Gregory et al. (2009a).

O processamento das amostras e a realizacdo das técnicas fo-
ram efetuados no Laboratério de Virologia Clinica e Molecular do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Sao Paulo, no
Laboratdrio de Pesquisa Clinica do Departamento de Clinica Mé-
dica da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Univer-
sidade de Sdo Paulo e no Laboratério de Raiva e Encefalites Virais
do Instituto Bioldgico de Sado Paulo.

Os resultados foram analisados pelo teste de Kolmogorov-
-Smirnov, utilizando o programa Statistical Analysis Systems (SAS).

RESULTADOS

0 Quadro 1 apresenta dados referentes as datas de con-
cepcdo e paricdo das seis fémeas do grupo experimental e
duas fémeas do grupo controle, bem como o sexo de suas
proles. O Quadro 2 apresenta o monitoramento das onze

Quadro 1. Datas de concepgio, paricio, identificacao e sexo
das proles referentes ao grupo experimental (E, ], F, G, D e A)
e grupo controle (M1 e M2)

Quadro 2. Resultados referentes as 11 fémeas monitoradas
até 210 dias apods inseminacao artificial com indcuo viral
(A aK) e 2 féemeas controle (L e M), pelas provas de IDGA,

cELISA e nested-PCR

Cabras A B CDEVF GHTI J] KL M

Pré-1A IDGA - - - - - - - - ... -
cELISA -
nested-PCR - ..o o oo

15 IDGA - - - - - - - - ..o
cELISA - - - - - - - - - - - - -
nested-PCR - - - - - . oL -

30 IDGA - - - - - - - o ..o
cELISA - - - - + - + - - - - - -
nested-PCR - So oo oo

45 IDGA - - - - - - - o ..
cELISA - - - - + - + - - % - - -
nested-PCR - oo - oo

60 IDGA -
cELISA -
nested-PCR -
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cELISA -
nested-PCR -
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nested-PCR -
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IDGA

CELISA  nr nr
nested-PCR n.r. n.r
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Cabras Data de Concepgdo Data de Parigdo  Cabrito Sexo

E 03/11/2012 03/04/2013 18 Macho
19 Fémea

] 11/11/2012 12/04/2013 20 Macho
21 Macho

F 11/11/2012 13/04/2013 22 Macho
23 Fémea

G 12/11/2012 14/04/2013 24 Macho
D 19/11/2012 27/04/2013 27 Macho
28 Macho

A 29/12/2012 26/05/2013 29 Fémea
M1 18/12/2011 18/05/2012 10 Macho
11 Macho

M2 25/03/2013 27/08/2013 31 Macho

n.r. = Colheita de amostra ndo realizada. + Positivo, - Negativo.

fémeas do grupo experimental e duas fémeas do grupo con-
trole, pelas técnicas de IDGA, cELISA e nested-PCR. A Figura
1 apresenta o numero de fémeas com resultado positivo,
apos inseminagdo com inécuo viral CAEV, para as provas

10
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WIDGA
W cELISA

Numerode fémeas
PN

Mnested-PCR

w

=N

15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210
Dias apos 1A com indcuo viral

Fig.1. Nimero de fémeas com resultado positivo nas provas de
IDGA, cELISA e nestes-PCR ap6s inseminagdo artificial com
in6cuo viral.
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Quadro 3. Valores de kappa de todas as fémeas inseminadas
com o indcuo viral monitoradas até 210 dias pés-IA. Sido
Paulo, 2014

Dias p6s-1A com CAEV IDGA-NESTED  IDGA-cELISA cELISA-NESTED
Antes 1A n.c. n.c. n.c.
15 n.c. n.c. n.c.
30 n.c. n.c. n.c.
45 n.c. n.c. n.c.
60 n.c. +0.364 (p=0.078) n.c.
75 n.c. +0.286 (p=0.127) n.c.
90 n.c. +0.286 (p=0.127) n.c.
105 n.c. +0.340 (p=0.091) n.c.
120 n.c. +0.340 (p=0.091) n.c.
135 n.c. +0.588 (p=10.016)a n.c.
150 n.c. +0.364 (p=0.078) n.c.
165 n.c. +0.435 (p=0.057) n.c.
180 n.c. +0.182 (p=0.343) n.c.
195 n.c. +0.182 (p=0.343) n.c.
210 n.c. +0.286 (p=0.197) n.c.

2 Valores concordantes (p<0.05), n.c. = ndo calculado.

Quadro 4. Resultados referentes ao monitoramento das proles
do grupo experimental (1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,9 e 10) e do grupo
controle (11, 12 e 13), nos momentos hora zero, 15 dias e
mensalmente, por doze meses, pelas técnicas de IDGA, cELISA
e nested-PCR

Momento  Técnica 1 2 345 6 7 8 9 1011 12 13
IDGA - - e - L

Horazero  cELISA ... ..o
nested-PCR - - - - + - + - - - - - -

IDGA .

15 dias cELISA - - e - ..

nested-PCR - - - - - - - 4+ + - - - -

IDGA e

1 més cELISA S ..o oo

nested-PCR - - - - - + - + + - - - -

IDGA R T T R T

2 meses cELISA S. ..o
nested-PCR + - - - - + - - + - - - -

IDGA - - - ..o oo oo

3 meses cELISA - e e e oL
nested-PCR + + + + - + - - + - - - -

DGA .- - ..o

4 meses cELISA .- - ..o oo
nested-PCR - - - - - - - - - - - - -

IDGA R T T R

5 meses cELISA .o oo oo oo
nested-PCR - - - - - - - - - - - - -

IDGA - - - - - - - -nr - - - -

6 meses cELISA - - - - - - - -nr - - - -
nested-PCR - - - - - - - -nr - - - -

IDGA - - - - - - - -nr - - - -

7 meses cELISA - - - - - - - -nr - - - -
nested-PCR - - - - - - - - nr - - - -

IDGA - - - - - - - -nrn - - - -

8 meses cELISA - - - - - - - -nr - - - -
nested-PCR - - - - - - - - nr - - - -

IDGA - - - - - - - -nr - - - -

9 meses cELISA - - - - - - - -nr - - - -
nested-PCR - - - - - - - -nr - - - -

IDGA - - - - - - - -nr - - - nr

10 meses cELISA - - - - - - - -nr - - - nr
nested-<PCR - - - - - - + - nr - - - nn

IDGA - - - - - - - -nrn - - - nn

11 meses cELISA - - - - - - - -nr - - - nr
nested-PCR - - - - - - - - nr - - - nn

IDGA - - - - - - - -nr - - - nr

12 meses cELISA - - - - - - - -nr - - - nr
nested-PCR - - - - - - - - nr - - - nn

n.r. = Colheita de amostra ndo realizada. + Positivo, - Negativo.
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diagnosticas realizadas durante o monitoramento. Do total
de 158 amostras analisadas, 90 (56,96%) apresentaram
positividade para cELISA, 38 (24,05%) foram positivas a
IDGA e zero para nested-PCR. As fémeas do grupo controle
foram negativas em todas as técnicas, durante o periodo de
monitoramento. Foi realizado para o grupo experimental
de fémeas o teste de concordancia entre as técnicas diag-
nésticas, com valores de kappa sumarizados no Quadro 3.

Os resultados apresentados no Quadro 4 se referem a
dez cabritos do grupo experimental e trés cabritos do gru-
po controle, monitorados até 12 meses de idade, pelas téc-
nicas de cELISA, IDGA e nested-PCR. A Figura 2 apresenta o
numero de cabritos do grupo experimental com resultados
positivos para as provas diagnésticas durante o monitora-
mento. Do total de 133 amostras estudadas, observou-se 15
(11,28%) amostras positivas para nested-PCR, 7 (5,26%)
amostras positivas para IDGA e zero para cELISA. Nao hou-
ve diferenca estatistica entre a técnica de IDGA e de nested-
-PCR para a detec¢ao dos cabritos positivos. Observou-se
concentracdo de resultados positivos para as proles no ter-
¢o inicial do periodo monitorado, sendo o terceiro més de
idade o que apresentou maior nimero de resultados posi-
tivos (dois positivos para IDGA e seis positivos para nested-
-PCR). Os cabritos do grupo controle testaram negativo em
todas as amostras para IDGA, cELISA e nested-PCR.

7 1

6 -

85

.‘:'

-

S 4 A

o

° mIDGA
$31

§ mnested-PCR
Z 2 HCELISA

[
1

.HHJ. .

hora 15d 1m 2m 3m 4m Sm é6m 7m 8m 9m 10mllmi2m

zero .
Tempo apés nascimento

Fig.2. Nimero de cabritos do grupo experimental com resultado
positivo para as provas de IDGA, cELISA e nested-PCR.

DISCUSSAO

Do total de 158 amostras analisadas, 90 (56,96%) apresen-
taram positividade para cELISA, 38 (24,05%) foram positi-
vas a IDGA e zero para nested-PCR. Pela técnica de cELISA,
foi detectada a presenca de anticorpos anti-CAEV nas féme-
as 30 dias apds a inseminacao artificial (IA), comprovando
a transmissdo via sémen para as mdes com a carga viral
de titulo infectante em 10° TCID_ /mL. Isto concorda com
outro estudo conduzido por Souza et al. (2013), no qual
também demonstra a transmissdo do lentivirus caprino
para fémeas soronegativas, por inseminacao artifical, com
in6cuos virais de carga infectante em 10° TCID, /mL e 10*
TCID,,/mL para agdo direta no sémen. No estudo citado, as
fémeas também apresentaram soroconversao apos 30 dias
da inseminacdo artificial, utilizando, entretanto, os testes
de Western Blot e IDGA.

Os resultados obtidos discordam dos observados em
outro estudo (Adams et al. 1980), no qual nenhuma fémea
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apresentou soroconversio apos 18 meses da IA utilizando-
-se bodes infectados. Isto pode estar relacionado a sus-
ceptibilidade dos animais, uma variavel que ndo pode ser
contornada. Outro fator que pode influenciar o momento
de soroconversao é a diferenca entre a quantidade de carga
viral vidvel presente no sémen dos reprodutores natural-
mente infectados do estudo citado (Adams et al. 1980), e a
quantidade de carga viral inoculada artificialmente no sé-
men do presente estudo. Em situacdes naturais de infeccao,
os titulos de infec¢do podem representar valores bem abai-
xo dos utilizados nesta infec¢cdo experimental.

A baixa carga viral in vivo e sua varia¢do sdo os principais
obstaculos para a padronizacdo das provas de PCR para o
diagnoéstico da CAE (Andrés et al. 2005). Ha hipétese de que
os primers ndo anelariam corretamente com o DNA extraido
na técnica, enquanto outra afirma que a alta taxa de mutacdo
destes virus (1 mutagdo para cada 10° nucleotideos) seria
responsavel pela diminuicdo da eficicia da técnica de PCR
para detec¢do do DNA pré-viral (Barquero et al. 2013b). O
teste de IDGA nas fémeas adultas detectou maior niimero
de animais infectados em relagdo ao nested-PCR, pelo qual
nenhum positivo fora detectado. Este resultado concorda
com o reportado por Rutkoski et al. (2001), em cujo estudo
houve maior propor¢do de deteccdo de animais infectados
pelo CAEV pelo IDGA quando comparado ao PCR. Relatam-
-se casos de animais que mantiveram contato com o lenti-
virus caprinos, porém apresentaram resultados negativos
para sangue utilizando a PCR (Peterson et al. 2008). Fatores
genéticos do hospedeiro podem influenciar a eficiéncia da
resposta imune, controlando a carga viral desses lentivirus
(Cardinaux et al. 2013). A ativagdo de cargas virais do len-
tivirus caprino pode se dar em situagdes de estresse, como
durante a estagdo de monta (Peterson et al. 2008) e perio-
do de transicdo da estagdo chuvosa para seca (Paula et al.
2009) provocando subsequente excrecdo e deteccdo de DNA
pro-viral em ejaculados de bodes infectados (Peterson et al.
2008). Além do fator de restricdo da replicagdo viral, ja ci-
tado, outra possibilidade gira em torno do fato de CAEV in-
fectar somente mondcitos, que constituem apenas 10% dos
leucdcitos do sangue periférico. O DNA proé-viral estd apenas
nestas células, implicado na falha da detecgao simplesmen-
te pela carga viral abaixo do limite de deteccdo da técnica
(Smith & Sherman 1994, Andrés et al. 2005). Ainda, é pos-
sivel que tenha ocorrido o clearance (limpeza) pré-viral te-
nha ocorrido, no qual o ADCC (Antibody dependent cellular
cytotoxicity) e/ou anticorpos neutralizantes tenham papel
fundamental (Herrmann-Hoesing et al 2007, Barquero et al.
2013b). Gregory et al. (2011), utilizando as técnicas de PCR
e Nested-PCR para deteccdo do cDNA em amostras de leite,
observaram 19,4% (14/72) amostras positivas na primeira
reacdo e 22,2% (16/72) na segunda. A técnica para nested-
-PCR possui outras desvantagens relatadas, como baixa por-
centagem de positivos (Gonzales et al. 2013), baixa sensibi-
lidade (Andrés et al. 2005) e falsos positivos (Brinkhof et al.
2008, Brinkhof et al. 2010, Barquero et al. 2011). Os resulta-
dos negativos para o nested-PCR ndo devem ser interpreta-
dos como falsos negativos, pois é observada intermiténcia da
presenca do DNA pré-viral em sémen e sangue (Andrioli et
al. 2006, Peterson et al. 2008, Minardi 2009).

Somente duas cabras, “A” e “D”, ndo apresentaram an-
ticorpos anti-CAEV em IDGA e cELISA durante o monito-
ramento. O kit da prova de IDGA utilizado possui sensibi-
lidade de 66,67% e especificidades de 90,48% (Silva et al.
2013). Devido a esta caracteristica, ao baixo custo e prati-
cidade, o teste proporciona grande importancia em levan-
tamentos epidemioldgicos e na triagem de animais. Pode-
-se, ainda, considerar um cenario de soroconversao tardia,
impedindo a detecgao da positividade.

A progénie apresentou 15 (11,28%) amostras positi-
vas ao nested-PCR, 7 (5,26%) amostras positivas ao IDGA
e nenhuma positiva ao cELISA. A técnica de nested-PCR
conseguiu detectar mais amostras positivas que o teste
de IDGA, indicado estatisticamente pelo valor de porcen-
tagem maior do que o dobro da porcentagem de positivos
ao IDGA. A baixa positividade encontrada pode indicar que
os testes de PCR tendem a apresentar menor sensibilidade
do que as provas de ELISA, porém, a PCR apresenta maior
eficiéncia na deteccdo em infeccdes recentes. Também se
observou que os animais 1 e 2 apresentaram resultados
positivos ao nested-PCR mais precocemente, aos dois e trés
meses, respectivamente, quando comparado ao IDGA, com
resultados aos trés e quatro meses, respectivamente. Este
comportamento pode ser explicado pela intermiténcia da
resposta imunolégica, que apresenta niveis variaveis de
anticorpos em animais sabidamente positivos, ao longo de
semanas, meses e até anos (Rowe et al. 1992, Rimstad et al.
1993, Preziuso et al. 2003). Também é relatado que, nor-
malmente, apds a soroconversao, os niveis de anticorpos se
elevam até determinado pico, decaindo depois para nivel
estavel menor (Adams et al. 1980, Cheevers et al. 1988). A
soroconversao tardia é uma das causas para a subestima-
¢do do numero de animais infectados quando utilizamos os
testes sorolégicos rotineiros (Rimbaud et al. 1993).

Os cabritos 3, 4, 5, 6 e 7 apresentaram resultados po-
sitivos ao nested-PCR e nenhum positivo aos dois testes
sorologicos. No entanto, estes animais ndo devem ser con-
siderados falsos positivos, pois é relatada a eventual so-
roconversao tardia (Barquero et al. 2011). Outra hipétese
esta relacionada a possivel falha do kit comercial em de-
tectar anticorpos relativos ao maior niimero de epitopos
de superficie de Lentivirus e, por este motivo, resultar em
muitos falsos negativos. Kits baseados em virus completo
para a detecgdo de anticorpos anti-CAEV se demonstram
mais sensiveis do que os tradicionais, pois seus antigenos
podem compensar a heterogeneidade viral devido a va-
riabilidade de epitopos para a reacdo (Zanoni et al. 1994,
Mordasini et al. 2006). Também deve ser levado em con-
sideracdo que, além de fatores inerentes aos testes, ha
animais com resposta imunolégica seletiva para determi-
nados antigenos (Rimstad et al. 1994), o que influenciara
a deteccdo destes. Relata-se que quando a prova de ELISA
é utilizada como unica técnica diagnoéstica, novos casos de
infeccdo podem ndo ser detectados, sendo recomendado
0 uso concomitante de uma técnica diagndstica indireta e
direta (Barquero et al. 2013a). E importante ressaltar a po-
sitividade ao nested-PCR dos cabritos 5 e 7 na hora zero,
eliminando qualquer chance de infec¢do pelo meio exter-
no. Ressalta-se que todos os animais foram imediatamente
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separados das mies para que nio fossem infectados com o
virus sabidamente eliminado pelo colostro e pelo leite (Ga-
eta etal. 2016). Esses resultados indicam a transmissido do
lentivirus para cabritos a partir da inseminacao de fémeas
com sémen infectado.

Foi observada a presenca de anticorpos anti-CAEV em
IDGA nos cabritos 1 e 2, filhos da cabra “E”, e nos cabritos
8 e 9, filhos da cabra “D”. A fémea “E” apresentou sorocon-
versdo a partir dos 30 dias pds-infecgao a técnica de cELI-
SA, e a partir dos 60 dias pds-infeccao para IDGA. A fémea
“D” ndo apresentou nenhum resultado positivo durante o
periodo monitorado, para as trés técnicas diagnosticas, in-
dicando que, naquele momento, a infecc¢do estivesse loca-
lizada no sistema reprodutor conforme foi observado por
Cavalcante et al. (2013) ou uma possivel transmissdo para
0 embrido diretamente pelo sémen infectado como sugeri-
do por Ricarte et al. 2010. As provas de imunodiagndstico
sdo dependentes da quantidade de anticorpos no organis-
mo, que serd afetada de acordo com o nivel de replicagao
viral em cada animal (Tigre et al. 2006), sendo observado
menor tempo médio de soroconversdo em rebanhos com
maior prevaléncia (Peterhans et al. 2004). Com base nisto,
ha possibilidade de que, por se tratar de estudo conduzido
em ambiente controlado, ou seja, proles separadas imedia-
tamente apds o nascimento e mantidas em baias isoladas
sem contato com animais externos (representando reba-
nho com baixa prevaléncia), os resultados negativos na
prova de cELISA e IDGA signifiquem que maior tempo pode
ser necessario para a detec¢ao dos anticorpos. A intermi-
téncia da resposta imunoldgica, com niveis de anticorpos
variaveis, também pode ser responsavel pelo comporta-
mento de animais sabidamente positivos que apresentam
resultados negativos para testes de cELISA e IDGA, ob-
servada em animais acompanhados ao longo de semanas,
meses e até anos (Rowe et al. 1992, Preziuso et al. 2003,
Rimstad et al. 1993). Relata-se também que, normalmente,
ap0ds a soroconversao, os niveis de anticorpos se elevam até
um determinado pico, decaindo depois para nivel menor,
porém estavel (Adams et al. 1980, Cheevers et al. 1988).
Este padrio justifica os dados encontrados no presente es-
tudo, no qual houve maior detec¢do de anticorpos até o 32
meés de idade dos cabritos e reducdo dos niveis nos outros
meses, chegando a titulos indetectaveis.

A positividade encontrada ao nested-PCR nas proles
pode ter relevancia para a identificacao de animais infecta-
dos, porém soronegativos, como nas situacdes de sorocon-
versdo tardia, nas quais a producdo de anticorpos é baixa
ou inexistente, ou em situac¢des de fase inicial de infecc¢io,
periodo no qual a técnica apresenta maior sensibilidade
(Frota et al. 2005, Tigre et al. 2006, Souza 2010). Consi-
derando-se a variacdo nos resultados obtidos mediante
diferentes métodos diagnosticos, relatam-se resultados
semelhantes em outro estudo, no qual foram testados ca-
britos filhos ou netos de animais soropositivos para o CAEV,
sendo identificado que 76,08% dos cabritos em seu 12 ano
de vida possuiam DNA pré-viral em células mononuclea-
res do sangue periférico, porém, apenas 2,17% dos animais
tiveram resultado positivo ao IDGA (Frota et al. 2005). A
prole apresentou também maiores taxas de positividade ao
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nested-PCR aos trés meses. Sugere-se que houve influéncia
do estresse provocado pelo desmame realizado a partir dos
dois meses de idade, contribuindo para certa interferéncia
nos resultados, pois produc¢do de anticorpos e sua concen-
tracdo no sangue de animais infectados sdo influenciadas
por situacgdes de estresse, pela condigdo alimentar e idade
(Franke 1998). A replicagdo intracelular dos lentivirus ndo
permite o desenvolvimento de uma resposta imune eficaz.
Além disso, por ndo produzirem particulas virais e acumu-
larem altas taxas de mutacgdo durante a replicagao, ocorre o
escape do sistema imunoloégico (Cheevers et al. 1993, Calla-
do etal. 2001) e, portanto, ha maior detec¢do pelas técnicas
diagnosticas.

A presenca de células infectadas pelo lentivirus, origi-
narias de epitélios ou de macréfagos, encontrada em secre-
¢Oes pos-parto em caprinos (Rowe 1999) pode contribuir
para a infeccdo da prole ao nascimento, mensurada em
18% (Cross et al. 1975) e em 11% (Brodie et al. 1994). De
acordo com outro estudo, embora a placentacdo cotilédo-
ne-epiteliocorial de pequenos ruminantes previna contato
direto entre o sangue maternal e fetal, o intercambio celu-
lar pode ocorrer se houver inflamagao local com infiltracdo
leucocitaria (Ali Al Ahmad et al. 2005), como ao nascimen-
to, durante maturacdo placentaria, no caso de distensdo da
cérvix (Ali 1987, Owny et al. 1995) ou durante a cesarea
(Hoff-Jorgensen 1977).

A cabrita 29 foi a Unica nascida por procedimento de
cesarea, estando teoricamente mais exposta ao sangue ma-
terno, porém nao apresentou nenhum resultado positivo.
No entanto, a mae desta cabrita também ndo apresentou
resultados positivos nas trés provas diagndsticas. Portanto,
nao foi possivel avaliar o potencial na transmissibilidade
do lentivirus caprino quanto ao procedimento realizado
durante a paricao.

CONCLUSOES

Foi possivel observar a transmissdo de CAEV para as
maes livres de CAEV e sua prole por meio do sémen com
in6cuo viral.

A associagdo de diferentes técnicas diagnodsticas se
mostrou importante para a deteccdo de infeccdo pelo virus,
melhorando o desempenho do diagndstico, sendo que o
teste de IDGA e nested-PCR se mostraram mais eficientes
na detec¢do dos animais infectados.

Espera-se que os resultados do estudo possam ser apli-
cados no auxilio de definicdo de medidas a serem tomadas
para programas de controle do virus da CAE e medidas de
erradicacdo, para manutengao da sanidade caprina e apri-
moramento da rentabilidade da cadeira produtiva.
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