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Small ruminant lentiviruses (SRLV) are distributed worldwide and cause persistent
infections in sheep and goats. The purpose of this work was to develop an indirect
immunofluorescent antibody (IFA) test using Brazilian SRLV isolates for serological diagnosis
of infection in goats. The IFA test was compared in its sensitivity and specificity to the AGID
test in which Maedi-Visna WLC-1 strain was used as antigen. Ovine synovial secondary cell
cultures infected with two goat SRLV isolates (CAEV UFRGS/Br-2 and CAEV UFRGS/Br-5) were
used for the IFA. Goat serum samples (n = 239) were tested by the two tests. The AGID test
detected antibodies in 129 (53.9%) serum samples. A higher number of animals was considered
positive for the IFA. However, different results were obtained depending on the isolate used
for the antigen preparation. When CAEV UFRGS/Br-2 was used as antigen, 216 (90.3%) serum
samples tested positive, against 213 (89.1%) with CAEV UFRGS/Br-5. There was no significant
statistical difference between the antigens prepared with these two isolates. The IFA had
sensitivity of 94.6% and 96.9%, and specificity of 14.5 % and 20%, when CAEV UFRGS/Br-2 and
CAEV UFRGS/Br-5 were used as antigens, respectively. These results demonstrate that the IFA
with antigens prepared with Brazilian SRLV isolates may play an important a role as a
complementary serological test for the diagnosis of infections by these agents.

INDEX TERMS: Small ruminant lentiviruses, Brazilian isolates, diagnosis, indirect immunofluorescence,
immunodiffusion, goats.

RESUMO.- Os lentivirus de pequenos ruminantes (SRLV) tém
distribuicdo mundial e causam infeccoes persistentes em ovi-
nos e caprinos. O objetivo deste trabatho foi desenvolver um
teste de imunofluorescéncia indireta (IFA), utilizando isola-
dos brasileiros de SRLY, para o diagndstico soroldgico de in-
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feccao por estes agentes em caprinos. A técnica de IFA foi
comparada, quanto a sensibilidade e a especificidade, ao tes-
te de AGID com antigeno do virus Maedi-Visna WLC-1. Culti-
vos celulares secunddrios de membrana sinovial ovina
infectadas com dois isolados de SRLV de origem caprina (CAEV
Br/UFRGS-2 e CAEV Br/UFRGS-5) foram utilizados para o teste
de IFA. Duzentas e trinta e nove amostras de soro caprino
foram submetidas aos dois testes. O teste de AGID detectou
129 (53.9%) amostras de soro caprino com anticorpos para
SRLV. O teste de IFA detectou mais amostras reagentes, sen-
do que resultados diferentes foram observados de acordo
com o isolado de SRLV empregado. Quando o isolado CAEV
Br/UFRGS-2 foi utilizado como antigeno, 216 (90.3%) amos-
tras de soro caprino foram reagentes, enquanto que o isola-
do CAEV Br/UFRGS-5 detectou 213 (89.1%) amostras de soro
positivas. Nao houve diferenca estatisticamente significativa
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entre esses dois isolados. O teste de IFA desenvolvido teve
sensibilidade de 94.6% e 96.9% e especificidade 14.5% e 20%,
quando os isolados CAEV Br/UFRGS-2 e CAEV Br/UFRGS-5 fo-
ram usados como antigeno, respectivamente. O aprimora-
mento da técnica, assim como sua compara¢ao com um tes-
te mais sensivel, ainda se fazem necessarios. No entanto, os
resultados demonstraram que a técnica de IFA, utilizando iso-
lados brasileiros de SRLV como antigeno, apresenta potenci-
al como um teste alternativo e complementar para o diag-
noéstico soroldgico de infecg¢ao por estes agentes.

TERMOS DE INDEXACAO: Lentivirus de pequenos ruminantes, isola-
dos brasileiros, diagndstico, imunofluorescéncia indireta,
imunodifusao em gel de agar, caprinos.

INTRODUCAO

Os lentivirus de pequenos ruminantes (“small ruminants
lentiviruses” — SRLV), virus da artrite-encefalite caprina (CAEV)
e virus Maedi-Visna dos ovinos (MVV), pertencem a familia
Retroviridae sendo estreitamente relacionados biologica,
fenotipica e antigenicamente (Pasick 1998). Os caprinos jo-
vens infectados desenvolvem, geralmente, um quadro de
leucoencefalomielite, enquanto os adultos apresentam a
sindrome da artrite-encefalite caprina (CAE) caracterizada por
artrite, pneumonia e mamite (Perrin 1989).

Os SRLV encontram-se mundialmente difundidos, sendo
mais prevalentes em paises com sistemas intensivos de pro-
dugao caprina e ovina (Rowe & East 1997, Concha-Bermejillo
1997). No Brasil, a infec¢dao por SRLV em caprinos tem sido
relatada em diversos rebanhos, sendo primeiramente detec-
tada no Rio Grande do Sul em 1986 (Moogjen et al. 1986).
Entretanto, caprinos soropositivos ja estavam presentes no
pais (Rio de Janeiro) pelo menos desde de 1982, conforme
estudos de Cunha & Nascimento em 1995. A presenca de ani-
mais sorologicamente positivos para CAEV foi também rela-
tada em diferentes Estados brasileiros, como Bahia (Fiterman
1988, Assis & Gouveia 1994), Sao Paulo (Garcia et al. 1992),
Pernambuco (Saraiva Neto et al. 1995, Castro 1998), Minas
Gerais (Assis & Gouveia 1994, Dezan 1996), Ceara (Assis &
Gouveia 1994, Alves & Pinheiro 1997, Melo & Franke 1997),
Maranhao (Alves & Pinheiro 1997), Paraiba (Souza & Alves
1999) e Santa Catarina (Sell et al. submetido a publica¢ao). O
primeiro isolamento de CAEV no Brasil foi feito no Rio Gran-
de do Sul, a partir da membrana sinovial de um caprino clini-
ca e sorologicamente positivo a infecgao por SRLV por Hotzel
et al. (1993).

O sucesso em controlar a difusdao da infec¢ao por SRLV
depende da detecgdo precoce e da remogao dos animais
infectados (Rowe & East 1997). Devido a confiabilidade,
praticidade na coleta de amostras e baixo custo, a detecgao
‘de anticorpos é o método mais empregado para diagnosticar
a infeccdo (Knowles 1997). Os testes sorolégicos rotineira-

_mente utilizados sdo a imunodifusao em gel de dgar (AGID)
(Cutlip et al. 1977) e 0 ELISA (Archambault et al. 1988, Rimstad
et al. 1994). No entanto, estes testes podem ter sua sensibili-

"dade afetada por algumas das caracteristicas das infecgoes
por lentivirus, o que tém implicacao direta no sucesso ou
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ndo dos programas de controle (Hanson et al. 1996). Em vir-
tude da grande variabilidade gendmica e antigénica dos iso-
lados de SRLV (Rosati et al. 1995, Leroux et al. 1997, Marchesin
et al. 1998, Zanoni 1998, Ravazzolo et al. 2001) faz-se neces-
sario que sejam desenvolvidas técnicas sensiveis e especifi-
cas para o diagnostico. Dentro destes preceitos, o uso de
antigenos produzidos com isolados aut6ctones seria indica-
do, o que reduziria o nimero de resultados falso-negativos.

A técnica de imunofluorescéncia indireta (IFA) tem sido
empregada para o diagnoéstico sorolégico de infecgao pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) desde a primeira ca-
racterizacao deste agente (Gallo 1986), sendo utilizada, roti-
neiramente, em laboratérios de referéncia no Brasil (Daher
et al. 1999). Apesar de sua vasta utilizagcao na pesquisa de
anticorpos para diversos agentes virais, s30 escassos 0s re-
gistros de emprego desta técnica em estudos com lentivirus
animais (Dawson et al. 1982, Miyazawa et al. 1998, Cavirani
et al. 1998). O objetivo do presente trabalho foi desenvolver
uma técnica de IFA, empregando isolados brasileiros de SRLV
de origem caprina, para o diagnéstico de infec¢ao por estes
agentes em caprinos e compara-la, quanto a sensibilidade e a
especificidade, ao teste de AGID que emprega como antigeno
o isolado americano de origem ovina MVV WLC-1.

MATERIAL E METODOS

Cultivo celular

Cultivos celulares primarios foram estabelecidos a partir de
explantes de membrana sinovial ovina (MSO) de animais negativos
aos testes de imunodifusao em gel de agar (AGID) e reagao em cadeia
da polimerase (PCR), como descrito por Crawford et al. (1980). Os
cultivos secundarios entao obtidos, denominados de MSO-50, foram
utilizados para inoculagao e titulacao dos isolados de lentivirus de
pequenos ruminantes e confec¢ao das laminas para o teste de
imunofluorescéncia indireta (IFA). Os cultivos celulares foram
mantidos a temperatura de 37°C em meio essencial minimo (MEM)
de Eagle com sais de Earle, acrescido de soro fetal bovino (SFB) em
concentragoes de 2 a 10% para manutencao e crescimento,
respectivamente.

Isolados de lentivirus de pequenos ruminantes

Foram utilizados neste trabalho dois isolados brasileiros de
lentivirus de pequenos ruminantes (SRLV) de origem caprina
anteriormente obtidos a partir de animais naturalmente infectados
e com sinais clinicos de infec¢do pelo virus (Laboratério de Virologia
Clinica da Faculdade de Veterinaria da UFRGS). Esses isolados foram
identificados como CAEV Br/UFRGS-2 e CAEV Br/UFRGS-5,
anteriormente denominados de CAEV 767 e CAEV 047,
respectivamente (Moojen 1996).

Amostras de soro

Duzentas e trinta e nove amostras de soro caprino obtidas de
animais pertencentes a propriedades dos Estados do Ceara, Goias,
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Rio Grande do Sul e Santa Catarina
foram utilizadas para pesquisa de anticorpos para SRLV através das
técnicas de AGID e IFA. Todas as amostras pertenciam ao estoque do
Laboratério de Virologia Clinica da FAVET-UFRGS.

Imunodifusdo em gel de dgar
O teste de AGID foi realizado como descrito por Cutlip et al.
(1977). Os reagentes comerciais empregados de acordo com a
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recomendacao do fabricante foram produzidos pelo “Veterinary
Laboratories Agency” (New Haw, Addlestone, Reino Unido) e
consistiam de antigeno originado do isolado MVV WLC-1 e de padroes
de soro controle positivos anti-p28 e anti-gp135 de origem caprina
e ovina, respectivamente.

Preparacgio das laminas para imunofluorescéncia indireta

As laminas utilizadas para o teste de imunofluorescéncia indireta
(IFA) foram produzidas a partir dos cultivos celulares MSO-50
inoculados com sobrenadantes de cultivos celulares infectados com
os isolados CAEV Br/UFRGS-2 e CAEV Br/UFRGS-5, em multiplicidade
de infec¢do (MOI) 2 1. Os cultivos foram tripsinizados ao apresentarem
pelo menos 30% do tapete celular com efeito citopatico (CPE). Apds
centrifuga¢do durante 10 min a 1000 x g, o sobrenadante foi
desprezado e as células foram ressuspendidas em PBS pH 7,4 a 4-
8°C e novamente centrifugadas. Este procedimento de lavagem foi
repetido trés vezes. Apds as lavagens, o sedimento celular foi
ressuspendido em PBS pH 7,4 a 4-8°C a fim de se obter uma
concentragdo de 1 x 106 células vidveis/ml. As laminas para
imunofluorescéncia (Knittel Gldser) continham dez orificios com 7
mm de didmetro cada, sendo que em cada orificio foram colocados
20 ml da suspensdo celular (= 20.000 células). As laminas foram
incubadas 30 min a 37°C para fixacao das células as mesmas, sendo
entdo fixadas por imersdao em acetona a 4°C por 10 min e
armazenadas a ~20°C. o

Realizagdo da técnica de IFA

Atécnica de IFA foi realizada basicamente segundo Zapiola et al.
(1995). As amostras de soro caprino foram diluidas a 1:10 em PBS
pH 7,4 e a antigamaglobulina caprina conjugada com isotiocianato
de fluoresceina (Sigma, F-7367) foi diluida a 1:500. Sobre cada orificio
da ldmina foram colocados 20 ml de uma amostra de soro caprino.
Em cada lamina foram colocados também um controle positivo e
um controle negativo (amostra de soro caprino positivo/negativo
para infec¢do por SRLV por AGID e/ou por PCR a partir de leucocitos
do sangue periférico). As laminas foram incubadas em camara imida
por 60 min a 37°C e submetidas a duas lavagens de 5 min cada em
PBS pH 9,0, sob agitagao, a temperatura ambiente (aproximadamente
25°C). O excesso de PBS foi retirado com papel absorvente e foram
entdo distribuidos 15 ml do conjugado anti-IgG caprino sobre cada
orificio. Apés incubagdo de 30 min a 37°C, as laminas foram
submetidas a duas lavagens, como anteriormente descrito. Na
montagem das laminas foi utilizado PBS-glicerol 50% pH 9,0 e
laminulas para visualizagao ao microscdpio de epifluorescéncia
(Standard, Carl Zeiss). A leitura das laminas foi realizada em aumento
de 400X, utilizando-se filtros de excitagao para comprimento de onda
entre 450 a 490 nm. A reacao foi considerada positiva quando as
células apresentaram fluorescéncia de membrana efou
citoplasmatica.

Validagdo do teste

Foi realizado um estudo comparativo dos resultados obtidos nos
testes de AGID e IFA, tomando o primeiro como teste padrio. Foram
avaliados os parametros de sensibilidade (Se), especificidade (Sp),
valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e
eficiéncia (E). Estes parametros foram calculados segundo Fletcher
et al. (1996) e Ceballos et al. (1998), de acordo com o disposto no
Quadro 1.

Andlise estatistica
Foi utilizado o teste de McNemar (Remington & Schork 1970)
para comparar os resultados dos testes de AGID e IFA e verificar

Quadro 1. Esquema de comparago entre os testes de imunodifusao
‘em gel de agar (AGID) e imunofluorescéncia indireta (IFA)

IFA - AGID
Positivos

Negativos

Positivos
Negativos

Verdadeiros-positivos (VP)
Falsos-negativos (FN)

Falsos-positivos (FP)
Verdadeiros-negativos (VN)

possiveis diferengas entre os resultados obtidos com os diferentes
isolados de SRLV empregados nesta tltima técnica.

RESULTADOS

Imunodifusdo em gel de agar

Avisualizacao de linhas de precipitacdo indicou a presen-
¢a de anticorpos especificos para SRLV, sendo que as amos-
tras foram classificadas como positivas (formacao de linha de
identidade entre o soro controle positivo e a amostra em
teste em relagcdo ao antigeno), negativas (nao formacao de
linha de identidade) ou suspeitas (leitura inconclusiva).

Das 239 amostras de soro caprino submetidas ao teste de
AGID, 70 (29.3%) foram positivas, 110 (46%) negativas e 59
(24.7%) foram consideradas suspeitas (Fig. 1).
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Fig. 1. Resultados obtidos nos testes de imunodifusio em gel de
agar (AGID) e imunofluoiescéncia indireta (IFA) utilizando dois
isolados brasileiros de lentivirus de pequenos ruminantes (CAEV
Br/UFRGS-2 e CAEV Br/UFRGS-5) para pesquisa de anticorpos em
239 amostras de soro caprino. 4

Imunofluorescéncia indireta

Os resultados obtidos no teste de IFA sdo apresentados
na Figura 1. No teste de IFA com antigeno CAEV Br/UFRGS-2
(IFA CAEV Br/UFRGS-2) 216 amostras de soro (90.4%) tiveram
resultado positivo, enquanto 213 (89.1%) tiveram este mes-
mo resultado quando o isolado CAEV Br/UFRGS-5 (IFA CAEV
Br/UFRGS-5) foi utilizado como antigeno. '

Validagdo do teste »

Os resultados da comparagdo entre os testes de AGID e
IFA utilizados neste trabalho estdo representados no Quadro
2. Os valores estimados de Se, Sp, VPP, VPN e E para o teste
de IFA em relag¢ao ao teste padrao de AGID sdo apresentados
no Quadro 3.
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Quadro 2. Comparagio dos resultados obtidos nos testes de
imunodifusdo em gel de agar (AGID) e imunofluorescéncia indireta
(IFA) para 239 amostras de soro caprino

IFA AGID
Positivo Negativo Total IFA
CAEV Br/UFRGS-2? Positivo 122 94 216 (90,4%)
Negativo 7 16 23 (9,6%)
CAEV Br/UFRGS-5° Positivo 125 88 213 (89,1%)
Negativo 4 22 26 (10,9%)
Total AGID 129 (54%) 110 (46%) 239 (100%)

2 Isolados de SRLV.

Quadro 3. Valores estimados de sensibilidade (Se), especificidade (Sp),
valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e eficiéncia (E)
para o teste de imunofluorescéncia indireta (IFA) em relagao ao teste
padrao de imunodifusao em gel de agar (AGID)

Teste Se Sp VPP VPN E
IFA CAEV Br/UFRGS-2 94,6 14,5 56,5 69,6 57,7
IFA CAEV Br/UFRGS-5 96,9 20 58,7 84,6 61,5

Anilise estatistica

Para que os resultados obtidos nos testes de AGID e IFA
pudessem ser comparados estatisticamente, as amostras de
soro caprino consideradas suspeitas no teste de AGID foram
reagrupadas como positivas.

O teste de IFA desenvolvido com os dois isolados de SRLV
para diagnéstico de infec¢ao em caprinos foi capaz de detec-
tar mais animais positivos do que o teste de AGID, sendo a
diferenca estatisticamente significativa (p < 0,001). Os resul-
tados obtidos nos testes de IFA CAEV Br/UFRGS-2 e IFA CAEV
Br/UFRGS-5 nao apresentaram diferenca estatisticamente sig-
nificativa entre si.

DISCUSSAO

O teste de imunofluorescéncia indireta (IFA) desenvolvido
neste trabalho detectou um maior niimero de animais positi-
vos quando comparado ao teste padrao de imunodifusao em
gel de agar (AGID). Os diferentes resultados obtidos a IFA
podem ser decorrentes de reacoes a uma variedade de
antigenos que nao sao detectdaveis ao teste de AGID. Resulta-
dos similares foram obtidos quando a IFA foi comparada ao
Western blot para diagndstico soroldgico de infecgao pelo
HIV e pelo virus da imunodeficiéncia bovina (BIV). Mahony et
al. (1989) verificaram que amostras de soro humano que apre-
sentavam anticorpos apenas para a gp41 do HIV no teste de
Western blot, sendo seu resultado considerado como
indeterminado, foram positivas por IFA. Da mesma forma,
Cavirani et al. (1998) em estudo de soroprevaléncia para in-
feccao pelo BIV na Itélia, observaram que das 85 amostras de
soro bovino positivas a IFA, 81 (95.3%) apresentaram
anticorpos para p26 ao Western blot, enquanto quatro (4.7%)
reagiram com outras protéinas virais. Amostras de soro
coletadas de animais em diferentes fases de infec¢ao e a exis-
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téncia de isolados antigenicamente distintos também podem
explicar os resultados discordantes nos dois testes (Cavirani
et al. 1998). A reacao antigénica cruzada entre isolados de
CAEV e MVV envolve todas as principais proteinas e
glicoproteinas associadas ao virion (Gogolewski et al. 1985).
Em virtude dessa reatividade cruzada entre proteinas estru-
turais de lentivirus de pequenos ruminantes (SRLV), antigenos
de MWV, que alcan¢am altos titulos in vitro, podem ser utiliza-
dos para detectar anticorpos especificos para SRLV tanto em
ovinos como em caprinos. Com base nesta similaridade
antigénica e por estar disponivel no mercado internacional,
o antigeno empregado neste trabalho foi de origem ovina,
contendo os antigenos gp135 e p28 do isolado WLC-1 e os
respectivos padroes de soro, o que confere maior sensibili-
dade ao teste de AGID. Se um antigeno de origem caprina
tivesse sido utilizado neste trabalho, presume-se que um
maior nimero de caprinos seria diagnosticado como positi-
vo, uma vez que a sensibilidade do teste de AGID pode ser
incrementada pelo uso de antigenos homoélogos (Knowles et
al. 1994). Fatores como soroconversao tardia, variagao no ti-
tulo de anticorpos para SRLV ao longo da vida do animal
(Hanson et al. 1996) e heterogeneidade gendmica dos isola-
dos também podem influenciar o resultado dos testes
sorologicos e subestiinar o nimero de animais infectados.
Por estes motivos, testes complementares, como a IFA, po-
dem ser desenvolvidos e empregados, a exemplo do que ocor-
re em trabalhos de diagndstico de infeccao pelo HIV, onde a
IFA é utilizada como teste confirmatério para amostras de
soro de individuos classificados como reagentes ou
indeterminados por teste imunoenzimatico.

Apesar da especificidade estimada para o teste de IFA ter
sido baixa neste estudo, alguns fatores devem ser considera-
dos para a analise dos resultados. Segundo Fletcher et al.
(1996), quando dois testes diagndsticos sdo comparados é
preciso escolher como padrao de validade um teste que seja
considerado o melhor disponivel para aquele caso. No entan-
to, segundo 0 mesmo autor, na pritica nenhum teste é per-
feito e, sendo assim, o teste utilizado como padrao pode ser
menos sensivel ou menos especifico que o teste que esta sen-
do desenvolvido. .

0 AGID foi utilizado neste trabalho como teste padrao em
virtude de sua utilizacdo em programas de controle e
erradicacao da infec¢ao por SRLV e por ser o teste recomenda-
do pela Organizacao Internacional de Epizootias para o diag-
ndstico sorologico de infecgao por SRLV no caso de comércio
internacional de pequenos ruminantes (OIE 1996, Knowles
1997). Apesar de especifico, o teste de AGID mostrou-se me-
nos sensivel do que varios testes de ELISA desenvolvidos para
diagnoéstico de infec¢ao por SRLV (Houwers & Schaake 1987,
Rosati et al. 1994, Celer Jr et al. 1998). Esta baixa sensibilidade
pode ser explicada pelos mecanismos de interagao antigeno-
anticorpo. Enquanto os testes imunoenzimaticos requerem a
interagao de apenas um epitopo por anticorpo para obter um
resultado positivo, o teste de AGID requer vérias destas
interacoes (Celer Jr et al. 1998). Além disto, alteracoes
antigénicas nas proteinas e glicoproteinas contidas no antigeno
também podem influenciar a sensibilidade do teste, como ja
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discutido. Verificou-se neste estudo que a IFA detectou mais
animais soropositivos do que o teste de AGID, mas estes indi-
viduos identificados adicionalmente pela IFA foram considera-
dos falsos-positivos em relacao ao AGID, segundo os critérios
de validagao utilizados, o que colaborou significativamente para
a baixa especificidade estimada para o teste de IFA. Conside-
rando-se que em todos os rebanhos caprinos avaliados pelo
menos um animal era positivo ou suspeito de infecgao por
SREV pelo teste de AGID, provavelmente outros animais do
mesmo rebanho também estivessem infectados. Entretanto,
individuos que apresentem titulos baixos de anticorpos para
os antigenos gp135 e p28 de SRLV podem ser diagnosticados
como negativos ao teste de AGID, assim como aqueles que
apresentam anticorpos para outros antigenos virais nao
detectaveis através do teste empregado. Estes animais podem
ter sido identificados como positivos pelo teste de IFA desen-
volvido, o que também justificaria o maior nimero de animais
diagnosticados por esta técnica. Neste caso, os valores estima-
dos de sensibilidade e especificidade do teste de IFA teriam
sido erroneamente descritos em virtude da escolha de um pa-
drao improprio de validade (Fletcher et al. 1996). Finalizando,
resultados obtidos em trabalhos com o HIV evidenciam que a
técnica de IFA para diagnéstico soroldgico de infeccao oferece
sensibilidade e especificidade equivalentes ao teste de Western
blot, sendo superior a este no que diz respeito a facilidade de
realizacdo, rapidez e custo (Gallo et al. 1986, Abraham et al.
1994, Ceballos et al. 1998). Além disto, a IFA tem sido utilizada
como teste confirmatério quando as amostras de soro de indi-
viduos suspeitos de infec¢ao pelo HIV sao positivas ag ELISA
(Yankey et al. 1989, Buchalter et al. 1999). Portanto, com base
nestas observacgoes e com trabalhos de aprimoramento desta
técnica de IFA, sugere-se que a mesma seja comparada com
um teste mais sensivel que o de AGID, como por exemplo o
teste de Western blot, estimando-se que a IFA utilizada no di-
agnostico de infecgao por SRLV tenha um desempenho similar
aquela empregada para HIV.
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