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DETECCAO DO VIRUS DA ARTRITE ENCEFALITE CAPRINA EM
AMOSTRAS DE LEITE DE CABRAS PELA REACAO EM CADEIA
DA POLIMERASE (PCR) E NESTED-PCR

CAPRINE ARTHRITISENCEPHALITISVIRUS DETECTED BY PCR
AND NESTED-PCR IN MILK

L. GREGORY', M. C. C. S. H. LARA’, E. M. C. VILLALOBOS’, M. Y. HASEGAWA®,
R. S. CASTROY, J. N. M. RODRIGUES?, J. ARAUJO®, L. W. KELLER?, E. L. DURIGON®

RESUMO

A artrite encefalite caprina (CAE) é uma doenga infecciosa multissistémica causada por um Lentivirus, que pode
infectar animais de idade e sexo variados. Os principais sinais clinicos sdo leucoencefalomielite, pneumonia intersticial
Cronica, artrite e mastite indurativa intersticial. Foi descrito que cabras infectadas apresentavam endurecimento
gradativo e difuso do parénquima glandular e com a presenga de varios nodulos de consisténcia dura, além de
apresentarem diminui¢do na produgéo leiteira e alteragdes fisico-quimicas no leite. O exame de amostras de leite pelas
técnicas de PCR e nested-PCR para deteccao da CAE ¢ caracterizada como métodos com alta especificidade e
sensibilidade, oferecendo resultados rapidos. A técnica possibilita identificar virus em amostras com virus ndo viavel.
Nesse estudo, 72 amostras de leite de cabras sororreagentes ao teste de imunodifusio em agar gel (IDGA) foram
avaliadas. Utilizou-se para a produgdo de DNA primers especificos o gene Pol. As técnicas de PCR e nested-PCR
foram conduzidas para amplificar fragmentos gendmicos correspondentes ao gene Pol. Catorze amostras (19,4%)
apresentaram formagdo de banda positiva na atura de 600 pb para PCR, e 16 amostras (22,2%) para nested-PCR na
altura de 278 pb. Os resultados mostraram que a técnica foi adequada para detectar o DNA pro-viral em amostras de
leite e pode ser utilizado como uma ferramenta complementar no estudo da transmissio natural do virus pela ingestdo
do leite de cabras sororreagentes a CAE.

PALAVRAS-CHAVE: Artrite encefalite caprina. Virus. PCR. Nested-PCR. Leite

SUMMARY

The caprine arthritis encephalitis is a multisystemic infectious disease caused by a Lentivirus may affect animals at all
ages and sex. The major symptoms are leukoencephal omyelitis, cronical interstitial pneumonia, arthritis and hardening
interstitial mastitis. It was described that mammary glands from infected goats had a gradual non inflammatory diffuse
nodular hardening, and also decreased milk production and abnormal physical-chemical milk parameters. The detection
on milk samples by PCR and nested-PCR techniques are characterized as methods with high specificity and sensibility
that provides fast results. The techniques are able to identify nucleic acids on samples with no living virus. In this study,
72 milk samples from infected and seroreagent to IDAG test animals were evaluated. DNA generation with specifics
primers Pol gene, PCR and nested-PCR was conducted for individual amplification from a genomic fragment
corresponding to the Pol gene. Fourteen samples (19, 4%) presented positive by PCR at 600 bp length bands and 16
samples (22, 2%) by nested-PCR at 278 bp length bands. The results show that PCR and nested-PCR tecniques were
able to detect pro-viral DNA in goat milk samples and may be used as a complementary means of Caprine Arthritis and
Encephalitis diagnosis.

KEY-WORDS: Caprine arthritis encephalitis. Virus. PCR. Nested-PCR. Milk.
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INTRODUCAO

O Brasil possui um rebanho caprino significativo
no contexto pecuario nacional, com aproximadamente
10.401.449 de cabegas, das quais 93% encontram-se na
regido Nordeste (IBGE, 2008). Mesmo se tratando de
um sistema de criagdo antigo e ndo tecnificado, a
caprinocultura nacional ainda apresenta uma Série de
problemas, que dificultam a produgio de forma
econdmica desses animais, por isto necessitam de
urgentes solugdes, visando minorar os grandes
prejuizos que causam a essa producéo agropastoril. De
fundamental importancia dentre esses fatores,
destacam-se as enfermidades infecto-contagiosas ainda
muito comuns nos rebanhos brasileiros, associadas a
outras, ainda consideradas como emergentes. Entre elas
merecendo especial destaque, a Artrite-Encefalite dos
Caprinos (CAE).

A CAE foi definida como uma enfermidade
infecciosa, multissistémica, causada por virus
pertencente ao género Lentivirus, que infecta caprinos
de todas as idades, independente do sexo, raga e tipos
de exploragido econémica (LARA, 2002). A doenga ¢
de dificil controle, sobretudo pela indisponibilidade de
vacinas e pela sua ampla distribui¢do em plantéis de
excelencia zootécnica e grande valor econdmico. Os
prejuizos decorrentes de qualquer uma das quatro
formas clinicas da CAE, tais como artrite cronica
(CRAWFORD et a, 1980), mamite intersticia
endurativa (SMITH e  SHERMAN, 1994,
LERONDELLE et a., 1995 SERAKIDES et 4.,
1996), leucoencéfalomielite (CORK et al.,, 1974) e
pneumonia intersticia cronica (SIMS et al., 1983), sio
consideraveis, principalmente porque encurta a vida
produtiva do animal com diminuicdo gradativa da
produgdo de leite, predispondo a glandula mamaria as
infecgdes, causando agalaxia e endurecimento da
mama e consegquentemente desvalorizando
comercialmente os animais de criatorios considerados
infectados.

De acordo com PERK (1988), as lesdes na glandula
mamaria de cabras infectadas, natural ou
experimentalmente, sio de evolugio gradativa e difusa
com endurecimento do parénquima resultando em
assimetria das metades do ubere e diminui¢do da
produgdo lactea (PERK, 1988, SMITH; CUTLIP,
1988, LERONDELLE et a. 1995, 1999, BIRGEL
JUNIOR et a. 2005, LARA et a. 2005). As ateracdes
histopatol6gicas evidenciaram infiltragdes por células
mononucleares, por linfoproliferagdo e hiperplasia dos
foliculos linfoides podendo evoluir para calcificagdo e
necrose dos avéolos (GONZALES et al., 1987, PERK,
1988, CHEEVERS et d., 1993, GREGORY et 4.,
2006). Segundo Birgel Junior et al. (2005) e Gregory et
al. (2006) a infecgdo pelo referido virus também
determina alteracdes na composi¢do fisico-quimica e
celular do leite de cabras sororreagentes.

Recentemente, estudos para a detecc¢do do virus da
CAE pela técnica de PCR tém sido realizados em
amostras (RIMSTAD et a., 1993, CLAVIJO,
THORSEN, 1996, CASTRO et a., 1999, LIMA et d.,
2004). Algumas vantagens deste método sdo a alta
sensibilidade e especificidade, a rapidez dos resultados

que podem ser obtidos entre um e dois dias, além da
possibilidade de detectar proteinas ou acido nucléico
em amostra na qual o virus ndo permanece viavel (OIE,
2000).

Desta forma, e tendo em vista a relevancia do virus
da CAE como agente causador de doengas em caprinos
e de perdas econémicas delas decorrentes, o estudo das
técnicas que facilitem o diagndstico desse agente em
animais infectados reveste-se de grande importancia. O
objetivo deste estudo é detectar, pela técnica molecular
PCR e nested-PCR, a presenca de DNA pré-viral de
lentivirus de pequenos ruminantes em amostras de leite
de cabras.

MATERIAL E METODOS

Foram colhidas 72 amostras de leite de cabras das
racas Saanen, Parda Alpina e Toggenburg
sororreagentes ao teste de imunodifusio em agar gel,
provenientes de propriedade leiteiras dos municipios de
Ibitina, Ttu, Sdo Bernardo do Campo, Sao Paulo e Tatui
no Estado de SP. Os animais encontravam-se no
periodo intermediario da lactagdo, aproximadamente
aos 120 dias. As amostras de leite foram colhidas
durante a ordenha apds a higienizagdo dos tetos com
algoddo com alcool 70%. As amostras de leite foram
acondicionadas em tubos Facon esterelizados e
transportadas em caixa isotérmica com gelo. As
amostras de leite foram armazenadas a -20°C até o
momento da extragdo do DNA.

O método utilizado de extragdo do DNA pré-viral
das amostras foi o fenol/cloroformio/alcool isoamilico
(25:24:1). A um volume de 20uL das amostras de leite
foram acrescentados 150uL de tampdo TNE (Tris HCI
10mM, EDTA 10mM e NaCl 10mM, pH 8,0), 20uL de
SDS 10% e 10uL de solugdo de proteinase K. Apds
homogeneizagio e incubagdo por 30 minutos em
banho-maria a 56°C foram feitas trés lavagens
consecutivas  adicionando-se  200uL.  de  fenol
(UltraPure™ Buffer-Saturated Phenol - Invitrogen),
150uL de uma mistura de fenol/cloroféormio/alcool
isoamilico na proporgio de 25:24:1 (UltraPure™
Phenol:Chloroform:lsopamyl Alcohol - Invitrogen), e
100uL de cloroférmio 100%, respectivamente, cada
uma, apos agitacdo e centrifugacdo das amostras por
um periodo de 4 minutos a 13.500 x g a 18-22°C. O
material da extragdo foi armazenado a -20°C, até sua
utilizagdo na amplificagdo.

Os cDNAs obtidos foram utilizados para
amplificagdo de uma regido conservada do gene pol,
empregando-se primers senso e anti-senso P1 - 5° DSA
AGA RAA ATT ARA RGG 3" ¢ P2 — 5’ATC ATC
CAT RTA ATA TBC CAA ATT G 3, nas posigdes
2198 a 2215 e 2672 a 2650 respectivamente, para
amplificar fragmentos de tamanhos de 600pb na PCR,;
e para a segunda amplificagdo da regido mais interna
do gene, empregou-se primers senso e anti-senso PN1
— 5"GGA AAD GCA CCY CCA CAT TG 3" e PN2
5'CAT GGT TCC RAY ATT ATT AGG 3’ para
amplificar fragmentos de tamanhos de 278pb na
nested-PCR.

Os cDNAs foram amplificados em um volume total
de 50uL contendo SpL de amostra de DNA, 50mM
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KCI, 10mM Tris HCI (pH 8,0), ImM EDTA, 5mM
MgCl,, 0,1% Triton X (pH 8,0), 50% glycerol (v/v),
20uM de cada ANTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP),
10pL de cada primer e 1 U de Taq polimerase. Como
controle negativo e positivo no lugar da amostra de
DNA foi utilizada dgua DPEC e amostra padrdo de
DNA pré-viral CAEV Cork derivada de cultivo de
cé¢lulas de membrana sinovial caprina infectadas,
respectivamente. As amostras foram primeiramente
denaturadas a 95°C por 5 minutos e depois submetidas
a 35 ciclos de amplificagio (Gene Amp” PCR System
9700, Applied Biosystems). Denaturagdo foi realizada
a 95°C por 45 segundos, hibridizagdo a 55°C por 45
segundos e extensio a 72°C por 45 segundos. A
extensdo final foi realizada a 72°C por 8 minutos ¢ as
amostras foram mantidas a 4°C até a sua retirada do
termociclador. Os fragmentos de DNA amplificados
foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
1,2% em tampao TBE (Tris Borato 0,09M, EDTA
0,002M pH 8,0). A corrida eletroforética foi realizadaa
80 V e, em seguida, o gel foi corado com de brometo
de etideo, visualizado e  registrado em
fotodocumentador ~ (BIORAD®). As  amostras
apresentando fragmentos de 600 e 278pb foram
consideradas positivas.

RESULTADOS

Das 72 amostras de leite avaliadas, 14 foram
positivas na PCR (19,4%) e 16 foram positivas na
nested-PCR (22,2%) (Figura 1). Todas as amostras
positvas na nested-PCR também foram positvas na
PCR.

Figura 1 - Eletroforograma de gel de agarose 1,2%, com o
resultado da amplificagdo por nested-PCR do gene Pol do
CAEV em amostras de leite de cabra. Canaletas 1 a 3:
amostras negativas. Canaletas 4 e 5: amostras positivas.
Canaleta 6: controle negativo. Canaleta 7: controle. Canaleta
8: peso molecular DNA Ladder 100pb.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

A deteccdo de material genético do virus de CAE
no leite pode sugerir a presenga de infecgdo viral na
glandula mamaria e apresentar um status de eliminagdo
do virus por essa via. Esse tltimo fato comprova com
mais propriedade as pesquisas com a transmissio que
pode ocorrer geralmente por meio da via digestiva com
a ingestao de colostro ¢ leite contaminados (PERETZ
et a., 1993), que favoreceria a disseminacdao da
infecgdo viral (ELLIS et al., 1986).

«—278pb

Apesar dos estudos intensos sobre o CAEV, ainda
persistem demandas por pesquisas aplicadas, como de
pesquisas basicas, que possam fornecer subsidios para
o conhecimento do CAEV, sua biologia e relagdo com
o0 hospedeiro na natureza.

O uso da PCR em rotina de diagnostico deve
atender a certos requisitos basicos, como a rigorosa
observincia dos procedimentos para evitar falso
positivos, 0 barateamento dos testes e simplificagdo
dos protocolos, além da validagdo de sua capacidade de
amplificar fragmentos conservados do genoma de
amostras existentes na populagdo alvo (CASTRO,
1998). Segundo Rimstad et a. (1993) e Chebloune et
a., (1996) a PCR tem ainda se apresentado como
potencial dternativa na identificagio de animais
apresentando sinais clinicos da doenga com sorologia
negativa sem soroconversio. A utilizagdo da PCR pode
agregar mais informagdes quanto ao diagndstico,
porém sempre associado a outras técnicas diagndsticas.

Astécnicas de PCR e de nested-PCR, associadas ao
protocolo de extragao de DNA por
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico, foram capazes de
detectar o0 virus da artrite encefalite caprina em
amostras de leite de cabras, sendo a nested-PCR mais
sensivel.

O baixo namero de amostras positivas para o
CAEV nas amostras avaliadas pode estar relacionado
a0 congelamento das amostras de leite, que pode
ocasionar degeneragdo do material genético do virus.
Alternativas para aumentar a sensibilidade da técnica
com a concentracdo do virus foram descritas por
Barlough et al. (1994) em que sugerem na extragido
uma centrifugagdo em baixa velocidade e uma
separagdo em gradiente de densidade das amostras a
fim de obter maior quantidade de DNA pro-vira de
fragdo de células mononucleares.

Mesmo assim, a presenca do virus da CAE em leite
pode ter implicagdes na disseminagdo e controle da
doenga. As técnicas de PCR e nested-PCR oferecem
uma ferramenta valida para o diagnostico da CAEV
frente ao controle na epidemiologia da doenca. Além
disto é importante ampliar o conhecimento sobre a
manifestagdo do virus e suas implicagdes também em
outras enfermidades de espécies diferentes como a
proximidade entre o virus do Maedi Visna em ovinos e
também em humanos pela reatividade cruzada com
HIV tipo 1 (TESORO-CRUZ et a. 2003 e LOUIE et
al. 2003). Por fim, acredita-se que os resultados obtidos
podem contribuir para melhorar o entendimento desta
doenga ¢ ainda auxiliar nas medidas de controle
sanitario que podem ser adotadas.
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