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RESUMO

A Artrite-encefalite dos caprinos (AEC) é uma doenga infecciosa, multissistémica, causada por
um lentivirus, que acomete caprinos de todas as idades. As principais manifestacdes clinicas da
doenga sdo a leucoencefalomielite que acomete cabritos e a artrite mais freqUente nos animais
adultos. Os pulmdes e a glandula mamaria também podem ser afetados pelo virus causando,
respectivamente, uma pneumonia crdnica intersticial e uma mamite endurativa. Esta pesquisa
teve como objetivo comparar as técnicas de imunodifusdo em gel de agar, ensaio imunoenzimatico
e imunofluorescéncia indireta, utilizadas como técnicas auxiliares no diagnéstico da Artrite-
encefalite dos caprinos, assim como avaliar a sensibilidade e a especificidade de cada uma das
técnicas. Os valores de sensibilidade e especificidade obtidos no presente estudo, para o teste de
ELISA foram de 100% e 83,78%, respectivamente. Para a técnica de imunofluorescéncia o valor de
sensibilidade foi igual a 98,25% e o de especificidade 79,28%.

PALAVRAS-CHAVE: Artrite, encefalite, caprinos, imunodifusdo, ensaio imunoenzimatico,
imunofluorescéncia.

ABSTRACT

IMMUNO-SEROLOGICAL IDENTIFICATION OF ANTIBODIESANTI-CAPRINE ARTHITIS-
ENCEPHALITIS VIRUS: COMPARISON OF AGAR GEL IMMUNODIFFUSION,
IMMUNOENZYMATIC AND INDIRECT IMMUNOFLUORESCENCE ASSAYS. Caprinearthritis
encephalitis (CAE) is an infectious multisystemic disease caused by a lentivirus, and affects goats
at all ages. Main clinical signs of the disease are leukoencephalomyelitis, which affects kids and
arthritis, more frequent in adult animals. Lungs and the mammary gland may also be affected by
the virus, causing, respectively, chronic interstitial pneumonia and indurative mastitis. The
objective of the present trial was to compare the techniques used to aid CAE diagnosis — agar gel
immunodiffusion, immunoenzymatic assay and indirect immunofluorescence — as well as to
evaluate their sensitivity and specificity. Sensitivity and specificity obtained in this trial for ELISA
were 100% and 83.78%, respectively. Immunofluorescence technique presented sensitivity equal
to 98.25% and specificity equal to 79.25%.

KEY WORDS: Arthritis, encephalitis, caprine, immunodiffusion, immunoenzymatic assay,
immunofluorescence.

INTRODUCAO leucoencefalomielite que acomete cabritos (Corketal.,
1974) e a artrite mais frequiente nos animais adultos

A Artrite-encefalite dos caprinos é uma doenga (CrawrorbD et al., 1980). Os pulmdes e a glandula
infecciosa, multissistémica, causada por um mamaria também podem ser afetados pelo virus da
retrovirus, que acomete caprinos de todas as idades. AEC, causando, respectivamente, uma pneumonia
As principais manifestacgdes clinicas dadoengasdoa crénicaintersticial, freqlientemente denominada por
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pneumoniaprogressivadoscaprinos (Sivsetal., 1983),
e uma mamite intersticial endurativa (LERONDELLE, et
al., 1989).

Adoencaédeterminadapelainfec¢do dovirusda
Artrite-encefalite dos caprinos, lentivirus pertencente
afamiliaRetroviridae. A este mesmogénero pertencem
outrosvirusde importanciaem patologiaveterinaria
ehumana,comoosvirusdaanemiainfecciosaequina,
0 Maedi-Visna dos ovinos e das imunodeficiéncias
felina(FIV), bovina(BIV),simia(SIV)ehumana(HIV)
(ZaNONI,1993).

Os animais infectados pelo virus da AEC nem
sempreapresentamalteracGesclinicasevidentes, por
isso estabeleceu-se ser importante que o diagnostico
sejabaseado, tanto nos antecedentes e no histérico, no
exame fisico do doente, comotambémem resultados
deexames laboratoriais, principalmente, nas provas
imuno-soroldgicas para deteccdo de anticorpos virais
(CrAawFORD & ADAMS, 1981).

Aavaliagdo laboratorial dainfeccéo pelovirusda
AEC pode ser feita por técnicas diretas ou indiretas.
A deteccdo direta da presenca do virus pode ser
realizada tanto pelo isolamento em cultura celular e
evidenciacdo do virus em microscopia eletronica,
como também através da reacdo em cadeia da
polimerase e da hibridizac¢éo in situ. A determinagéo
indireta da infeccdo pelo virus da AEC se faz pela
deteccdo dapresencade anticorpos por técnicas soro-
imunolégicas como: imunodifusdo em gel de agar
(IDGA), ensaio imunoenzimatico (ELISA),
imunofluorescéncia indireta (IFI) e "Western Blot"
(ReiscHAK, 2000). Devido apraticidade nacolheitadas
amostras e ao custo reduzido darealiza¢édo das men-
cionadas provas os métodos soroldgicos foram am-
plamente utilizados para auxiliar o diagnoéstico da
infeccdo pelo virus da AEC.

Varios levantamentos soro-imunolégicos demons-
traram a presenca da infec¢do por este virus, utili-
zando a prova de imunodifusdo em gel de &gar, em
variasregidesdo mundo. Porém, essafreqiiénciaem
alguns paiseserapequenacomonalrlandado Norte
onde correspondia a 0,0% (AbalIr, 1986) e 4,3% na
Inglaterra (DawsoN & WiLEsSMITH, 1985). Jaem outros,
era grande: 27,1; 31,5; 56,7; 74,0 e 81,0%, respectiva-
mente, no México, Alemanha, Franca, Italiae Estados
Unidos (CrawrForp & ADAMs, 1981; STRAUB, 1983; AGRIMI
etal.,1985; NAazARA et al., 1985; PErRRIN & PoLAck, 1987).
No Brasil, em vérios estados, demonstrou-se a
ocorrénciadainfeccdo pelovirusdaArtrite-encefalite
dos caprinos em enquetes soroldgicas, utilizando a
técnicade imunodifusdoemgel deagar. Osresultados
apresentaram numeros significantes na freqténcia
dessa infeccdo viral, como por exemplo em
Pernambuco, onde Saraiva NEeTo et al. (1995) relata-
ram indice de 17,6%; CuNnHA & NAscimeNTo (1995) no
Rio de Janeiro de 21,07%; FERNANDES (1997) em S&o

Paulo, de 29,8%; RamaLHo (2000) na Bahia de 65,2%
e PINHEIRO et al. (2001) no Cear4, de 1,0%.

Abaws et al. (1980), em pesquisa delineada para
avaliararespostaimune de cabras infectadas experi-
mentalmente com o virus da AEC, compararam 0s
resultados obtidos pelas técnicas de IDGA e ELISA,
verificando que apds o aparecimento dos anticorpos
anti-virusda AEC, estesaumentavam rapidamentee
gue ambos ostestesempregados puderam detectar os
resultados positivosao mesmotempo. Emborativesse
existido boa correlacéo, entre os dois testes empre-
gados, os pesquisadores consideraram o ELISA mais
sensivel.

Comafinalidade de estimar-seasensibilidadeea
especificidadedotestede ELISA, HeckerTetal. (1992),
avaliaram os resultados de 511 amostras de soro
sanguineo de caprinos criados no Canada. Os resul-
tadosobtidoscomoteste de ELISA foram comparados
com aqueles obtidos pela técnica de IDGA, além de
compara-los com outros dois testes imunoldgicos
("imunoblot”eimunoperoxidase). Essesautoresrela-
taram haver concordanciaentre os testes estudados,
nos quais o ELISA demonstrou ter sensibilidade de
98,3% e especificidade de 97,9%.

Um ELISA foi desenvolvido para detecgdo de
anticorpos anti-virus da AEC, e os resultados foram
comparados com os obtidos com atécnicade IDGA.
Asensibilidadeeespecificidade paraotestede ELISA
foram, respectivamente, de 99,4%e 99,3% (Samanetal.,
1999).

No Brasil, Castro et al. (1999) desenvolveram um
ELISA (lab-ELISA) paradetectar anticorposanti-virus
da AEC, eanalisaram 339 amostras de soro de caprino
comparando os resultados obtidoscomaquelesdeter-
minados pela técnica de IDGA estabelecendo para o
novo teste, os valores da sensibilidade e da
especificidade, respectivamente iguaisa54,2%e 100%.

Otestede ELISAtemsido utilizadoem programas
de controle da Artrite-encefalite dos caprinos em
alguns paises, como o realizado no rebanho da
Universidade daNoruega, permitindoaerradicacdo
destaenfermidade num periodo de trés anos (Norp
etal., 1998). Outros paisestambém preferiramutilizar
atécnicade ELISA emenquetessoroldgicas, entre 0s
guais destacaram-se a Nova Zelandia, Alemanha e
Canada (MacKenzie et al., 1987; KrRIEG & PETERHANS,
1990; BELANGER & LEBOEUF, 1993).

Estapesquisateve como objetivo primordial com-
parar os resultados da determinacdo de anticorpos
anti-virusda AEC pelastécnicasde IDGA, ELISAelFI,
e contribuir para suas utilizacbes como técnicas
auxiliares no diagnéstico clinico da AEC. Além do
mais, foi intencdo dapesquisaavaliarasensibilidade
e a especificidade do ELISA e da técnica de IFI para
deteccdo de anticorpos virais, considerando como
padrdo a técnica da IDGA.
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MATERIALEMETODOS

Paraacomparacgéo dos resultados de deteccdo de
anticorposanti-virusda AEC pelatécnicasde IDGA,
ELISAelIFlforamcolhidas 168 amostras de sangue
de caprinos, por puncdo da veia jugular externa,
utilizando-se Sistema Vacutainerd? (BirceL, 1982).
Os caprinos utilizados nesta pesquisa pertenciam a
diversasracasediferentesidadeseeram provenientes
de 17 propriedades localizadas em 14 municipios do
Estado de S&o Paulo.

A pesquisa de anticorpos séricos anti-virus da
AEC porimunodifusdoradialduplaemgel deagar de
Outcherlony, foi realizada segundo a técnica preco-
nizadapor Cutripetal. (1977), utilizando os antigenos
glicoprotéico (gpl135) e protéico (p28) extraidos
respectivamente doenvelopeedocapsideodovirus®.
Durante a realizacdo das provas foram seguidas as
recomendacdes dofabricante.

Para a detec¢do de anticorpos anti-virus da AEC
pela técnica de ELISA, as amostras de soro foram
submetidas a técnica usual recomendada para o0s
testesimunoenzimaticos, segundo ArcHAMBAULTEetal.
(1988), utilizando o Chekit CAEV/MVVe,

A pesquisa de anticorpos para o virus da AEC,
pelatécnicade IFI, foi realizadasegundoas recomen-
dacdes de ReiscHAK (2000), utilizando como antigeno
amostras de virus da AEC isoladas de caprinos
provenientes do Estado do Rio Grande do Sul.

Osvaloresepidemioldgicos relativos as sensibili-
dade e especificidade das técnicas de ELISA e de IFI
comparadosaosresultadosobtidosnaprovade IDGA,
foram calculados segundo orientagéo proposta por
SmitH (1991). O coeficiente Kappa (k), que indica a
concordancia entre os resultados obtidos nos testes,
foi analisado segundo as preposi¢cdes de Pereira
(1995).

RESULTADOS

Os resultados gerais das reac8es soroldgicas rea-
lizadas nas 168 amostras de soro pelas trés técnicas
avaliadas nesta pesquisa foram apresentados na
Tabela 1. Nas Tabelas 2 e 3 foram apresentado os
resultados positivos e negativosdasreacdesde ELISA
e IFI, respectivamente, frenteaos obtidos pelaprovade
IDGA. NaTabela4foramapresentados os resultados
comvaloresepidemioldgicosrelativos das respostas
obtidas para a detec¢do de anticorpos anti-virus da
AEC pelaprovade IFIeELISA, frenteaquelesdaprova
de IDGA, consideradacomo teste de referéncia.

Tabela 1 - Resultados gerais obtidos pelas técnicas de
Imunodifusdo em gel de &gar (IDGA), Ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e Imunofluorescéncia indireta
(IF1), para a determinacgdo de anticorpos anti-virus da
Artrite-encefalite dos caprinos, em 168 amostras de soro
de caprinos. Sao Paulo, 2001.

Técnicas
Resultado IDGA ELISA IF
Negativo 111 (66,1%) 93 (55,4%) 89 (53,0%)
Positivo 57(33,9%)  75(44,6%) 79 (47,0%)
Total 168 (100,0%) 168 (100,0%) 168 (100,0%)

Tabela 2 — Associagdo entre os resultados positivos e
negativos obtidos pelas rea¢des de Imunodifusdo em gel
de agar (IDGA) e Ensaio imunoenzimético (ELISA), para
a detecgdo de anticorpos anti-virus da Artrite-encefalite
dos caprinos. Sdo Paulo, 2001.

IDGA
ELISA Positivos Negativos Total
Positivos 57 (34,0%) 18 (10,6%) 75 (44,6%)
Negativos 0 (0,0%) 93(55,4%)  93(55,4%)
Total 57 (34,0%) 111 (66,0%) 168 (100,0%)

k= 0,778 (boa concordancia)

Tabela 3 — Associa¢do entre os resultados positivos e
negativos obtidos pelas rea¢des de Imunodifusdo em gel
de agar (IDGA) e Imunofluorescéncia indireta (IFl), para
a detec¢do de anticorpos anti-virus da Artrite-encefalite
dos caprinos. Sdo Paulo, 2001.

IDGA
IFI Positivos Negativos Total
Positivos 56 (33,3%) 23 (13,7%) 79 (47,0%)
Negativos 1 (0,6%) 88(52,4%) 89 (53,0%)
Total 57 (33,9%)  111(66,1%) 168 (100,0%)

k=0,709 (boa concordancia)

Tabela 4 — Valores epidemioldgicos relativos dos resulta-
dos obtidos pelos testes ELISA e IFI, para a detec¢do de
anticorpos anti-virus da Artrite-encefalite dos caprinos em
soros sanguineos, considerando os resultados da prova
IDGA como padrédo de referéncia. Sdo Paulo, Brasil, 2001.

Valores ELISA/IDGA % IFIZIDGA %
Sensibilidade 57/57 100,0 56/57 98,2
relativa
Especificidade 937111 83,8 887111 79,3
relativa

aVacutainer®: tubos de vidro para colheita de sangue com aspiracao pelo vacuo.
bCaprine Arthritis-Encephalitis Antibody Test Kit, Veterinary Diagnostic Technology, Inc., EUA.

¢Chekit CAEV/MVV, Bommeli AG, Berna, Suica.
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O coeficiente de kappa foi igual ak=0,778, guando
sefezacomparacdo dos resultados do ELISA com os
obtidos pela técnica de IDGA, e igual a k=0,709,
guando comparamos o teste de IFI com a técnica de
IDGA, indicando uma concordéncia boa.

DISCUSSAO

A avaliacdo de testes sorologicos, para que eles
tenham utilizagdo rotineira incontestavel, deve
incluir os valores epidemiolégicos de determinagéo
dasensibilidade e especificidade, o que envolve uma
comparacao dos resultados dessestestes, comoestado
real de infec¢do do animal, cujo soro sangliineo esta
sendo utilizado nas mencionadas determinacdes.
Entretanto, o estado verdadeiro de infeccdo de um
animal, raramente, pode ser conhecido, em especial
em se tratando da Artrite-encefalite dos caprinos.
Determinar uma infeccéo real pelo virus causador
dessaenfermidade, sempre foi consideradadificilem
razdo de sua complexa patogenia (portadores
assintomaticos), além da técnica de isolamento do
virus, ser estimadacomo trabalhosae dificil. Em tais
situac¢des tem sido recomendado comparar os resul-
tados de provas novas e/ou modificagbes com 0s
resultados de outro teste soroldgico, definido como
padraodereferéncia, pelacompeténciaaeleatribuida
paraidentificar osanimaisinfectados. Nesta pesquisa,
definiram-se como animais positivos de referéncia,
aqueles sororeagentes positivos aos antigenos do
virus da AEC pela técnica de IDGA, e os animais
negativos de referéncia, aqueles negativos nesse
exame. Isto permitiu que se estimasse os valores de
sensibilidade e especificidade relativos, das outras
duas provas imuno-sorolégicas especificas para
avaliar o estado de infecgédo dos caprinos: o ELISA e
alFl.

Osvaloresde sensibilidade e especificidade obti-
dosnopresenteestudo, paraotestede ELISA, concor-
daram com osrelatados por Heckertetal. (1992), que
obtiveram 98,3% e 97,9%, respectivamente, para
sensibilidade e especificidade. Estes valores
epidemiolégicos também foram semelhantesaos de-
monstrados por Samanetal. (1999), que comparando
adeteccdodeanticorposanti-virusdaAEC por ELISA
e pela IDGA, obtiveram valores de sensibilidade de
99,4%e deespecificidade de 99,3%. Entretanto, Abams
et al. (1980), avaliaram essas caracteristicas para a
IDGAeoELISA, afirmando, paradoxalmente, que os
resultados eram semelhantes, mas consideraram o
ELISA mais sensivel.

Osresultadosde sensibilidade e especificidade do
ELISA, tendocomo parametrodecomparacdoalDGA,
nédo concordaram com os referidos por Castro et al.
(1999), que ao avaliarem 339 amostras de soro de

caprinos destacaram menor sensibilidade (54,2%
contra 100,0%) e maior especificidade (100,0% contra
83,78%).

Os valores de sensibilidade para a prova de IFI
(98,25%) e de especificidade (79,28%), ndo puderam
ser comparados com os resultados de outros pesqui-
sadores, pois naliteraturacompulsadanéo se encon-
traram cita¢des que permitissem tal discusséo. Mas
ndo houve dlvidas paraafirmar-se que os resultados
obtidos pelo ELISA e pelo IFI se equivaleram.

Os resultados demonstraram a semelhanca de
sensibilidade e especificidade das trés provas avalia-
das — IDGA, ELISA e IFI; o que permitiu afirmar-se
suas utiliza¢gdes nacomplementagdo doexameclinico,
confirmando as recomendacgdes de ReiscHAk (2000).
Da mesma forma pode-se recomendar o uso das
mencionadas provas para realizacdo de inquérito
clinico-epidemiolégicodainfec¢dopelovirusdaAEC,
concordando comasrealiza¢des de inimeros pesqui-
sadores (IDGA — CRAWFORD & ADAMS, 1981; STRAUB,
1983; Acrimietal., 1985; Nazaraetal., 1985; DawsoN &
WiILESMITH, 1985; ADAIR, 1986; PERRIN & PoLAck, 1987;
CuNHA & NAscIMENTO, 1995; Saraiva NeToetal., 1995;
FERNANDES, 1997; MELO & FRANKE, 1997; RAmMALHO, 2000)
(ELISA — HeckerT et al., 1992; MacKenzie et al., 1987,
KRIEG & PETERHANS, 1990; BELANGER & LEBOEUF, 1993;
Norbp et al., 1998; Saman et al., 1999).

CONCLUSAO

Tantoo ELISAcomoalFl, utilizadas paraadetec-
cdodeanticorposanti-virusda AEC, demonstraram
concordancianosresultados que estimaram asen-
sibilidade, especificidade e concordancia, quando
contrastadas com a prova de IDGA, considerada
como teste de referéncia. As trés técnicas soro-
imunoldgicas avaliadas podem ser recomendadas e
utilizadas como métodos complementares para
confirmacgdo do diagnostico clinico da Artrite-
encefalite dos caprinos; bem como serem utilizadas
em levantamentos clinico-epidemioldgicos para
determinacéo das prevaléncias da doenca e/ou da
infeccdo determinada pelo virus da AEC.
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