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‘Métodos de Diagndstico das Lentiviroses
de Pequenos Ruminantes

Os lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR) o virus Maedi-Visna
(MVV) e o virus da Artrite-Encefalite Caprina (CAEV) pertencem a familia
Retroviridade, sendo que o CAEV infecta caprinos de diferentes racas,
idades e sexo, com quadros clinicos de leucoencefalomielite em cabritos e
artrite crébnica, mamite e pneumonia em adultos. O MVV  causa
alteracdes nos pulmdes, sistema nervoso central, glandula mamaéria e
articulacGes, principalmente em adultos. Na artrite encefalite caprina
(CAE), as perdas econdomicas se caracterizam por morte de animais
jovens, diminuicao da producao de leite e do periodo de lactacéo, perda de
peso, reducao do peso ao nascer e da taxa de crescimento. Além disto, os
reprodutores com graves problemas articulares tornam-se incapazes de
realizar a monta ou mesmo de responderem a coleta de sémen por vagina
artificial. Se por um lado & manutencéo de animais infectados no rebanho
representa sérias perdas econdémicas, o sacrificio de todos os animais
infectados é, muitas vezes, invidvel, como no caso de grande parte do
rebanho estar acometida. Mas, sobretudo, pela grande perda do material
genético. Desta forma, tém sido implantados programas de controle,
visando a obtencao de crias de animais enfermos antes de descarta-los.

Além destes prejuizos, a presenca de animais enfermos por LVPR reduz o
Dezemi?cl)),ra;()gf comeércio e o trénsito de pequenos ruminantes entre paises livres e paises
onde ainfecao é endémica.
O diagnéstico dos LVPR fundamenta-se no quadro clinico (quando
presente), consolidado por provas laboratoriais para deteccao direta do
Autores virus ou do seu material genético ou, ainda, através da deteccédo de
A R antic_orpos. O.isolamento viral, a r.nic'r(?sco~pia'elet.rc“)nic~a, a rea?éq em
Méd. Viet.-D.Sc.. et Ciencia Animal cadeia da polimerase (PCR) e a hibridizacao /n situ sao os principais
:f};‘;‘;isﬁgs‘;‘iaiﬁ‘gf;:b‘i:g:‘b‘is métodos u_tilizados para a detecgé(_) direta dp C.AEV. Em decorréncia das
caracteristicas da prépria enfermidade, principalmente quanto ao seu
Alice Auch ORI 1 carater de infeccdo persistente, a sorologia para deteccdo do LVPR é uma
Méd. Vet., D.Sc., em Ciéncia Animal ‘
Pesquisadora da Embrapa Caprinos forma funcional de diagnéstico, podendo ser realizada através de técnicas
E-mail: alice@cnpc.embrapa.br _ » g b como: imunodifusido em
S e g g ¢ gel de -agar; - imu-
i = oAtk nofluorescéncia indi-
* reta, Enzyme-linked
Immunosorbent assay
(ELISA), Dot-Blot e
immunoblotting.
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Fig. 1. Sincicio (seta) em cultura primaria de MSC
inoculada com fluido uterino de cabras infectadas
naturalmente com o CAEV. Coloracéo cristal violeta
0,1%, aumento 320X.
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Meétodos de Diagndstico das Lentiviroses de Pequenos Ruminantes

Métodos de Diagnéstico Direto

Isolamento viral

O isolamento viral em cultivo de células
tem sido um dos métodos laboratoriais de
diagnéstico mais utilizados em virologia,
sendo considerado um teste padrao. O
isolamento tem também a vantagem de
discriminar entre microrganismos vivos e
mortos. No entanto, a técnica, apesar de
sensivel, apresenta algumas restricoes, pois €
trabalhosa, onerosa e lenta, necessitando de
implantacdao de cultivos celulares especiais,
além de nao detectar os virus que nao causam
efeito citopatico (ECP) em cultivos celulares.

Paraoisolamentodo lentivirus caprino
de amostras clinicas, utiliza-se cultivo primério
de células de membrana sinovial de caprinos
(MSC), sendo que o ECP caracteristico é a
presenca de células multinucleadas tipicas
(sincicio) (Figuras 1 e 2).
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Fig. 2. Sincicio (seta) de cultura primaria de MSC
inoculada com fluido uterino de cabras infectadas
naturalmente com o CAEV. Coloracao cristal violeta
0,1%, aumento 200x.

Os LVPR podem ser isolados de amostras
de animais vivos, tanto pelo co-cultivo em MSC
de células, como leucécitos do sangue
periférico, células somaticas do leite, sémen e
fluidos uterinos, como, também, de animais
mortos infectados, a partir de explants de
tecidos como membrana sinovial (MSC),
glandula mamaria, pulmao, plexo cordide e
tecidos linféides.

No caso de deteccéo viral em amostras de
sémen, pode haver substancias antivirais ou
téxicas para as células MSC presentes no
plasma seminal. O sémen pode, também,
apresentar forte carga de contaminacéao
bacteriana, sendo necessarios o tratamento
prévio com antibiéticos e a diluicdo, com o
intuito de diminuir os efeitos téxicos das
substancias presentes no plasma seminal.
Todavia, a diluicdo do sémen pode diminuir a
carga viral a valores abaixo do detectavel em
cultura, levando a resultados falso-negativos.

Como uma das caracteristicas principais
dos lentivirus é apresentar replicacao lenta,
eles necessitam de, no minimo, trés passagens
de células, com 7 dias de intervalos, para que o
ECP comece a ser observado. Uma grande
variacao é verificada quanto ao tipo e ao tempo
de aparecimento do ECP produzido pelos
isolados, além disso, os isolados virais de LVPR
podem nao causar efeitos citopaticos
evidentes.

Microscopia Eletronica (ME)

As particulas virais do CAEV medem de
70a 110 nm, com um corpo central de 30 a 50
nm, apresentam forma e tamanho semelhantes
aos do MVV. Nas células infectadas com LVPR
observam, por ME, vaérios brotamentos virais
com 120 a 140 nm de didametro além de virions
livres no espaco extracelular, medindo de 80 a
110 nm de diametro, e, virions e fragmentos
virais no citoplasma de células infectadas
(Figura 3). Os brotamentos virais na sua
superficie ocorrem geralmente dentro de
pequenos vacuolos citoplasmaticos, sendo
estes brotamentos similares aqueles de
retrovirus do tipo C. Este método é
interessante para estudo de ultraestrutura dos
virus entretanto é uma técnica muito cara e
trabalhosa para sua utilizacdo em rotina de
diagnéstico.
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Fig. 3. Microscopia eletrénica varios brotamentos virais
com 120 a 140 nm de diametro.

Hibridizacao in situ (HIS)

Esta técnica consiste na identificacdo de
segmentos especificos de acido nucléico de
origem viral, encontrados em tecidos ou células
infectados, capazes de serem detectados por
sondas marcadas por enzimas ou por
radioatividade. Esta técnica é de uso limitado,
em decorréncia da alta mutabilidade dos LVPR,
além de ser laboriosa e cara para ser colocada
em rotina, entretanto pode ser utilizada para
dirimir davidas de resultados duvidosos.

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A amplificacdo in vitro dos &cidos
nucléicos permite a obtencdo de milhares de
copias de uma seqiiéncia especifica de DNA.
Desta forma, a PCR vem sendo adotada em
todo o mundo na pesquisa de microrganismos
devido a especificidade, sensibilidade e rapidez
de seus resultados. E possivel detectar o DNA
proviral do CAEV um dia apés a infeccdo dos
cultivos celulares, e de apenas uma célula
infectada em um cultivo de 10° células, sendo
que PCR é a técnica mais eficiente em detectar
DNA no sangue nos estégios iniciais da
doenca.

Os primeiros trabalhos sobre o uso da
PCR no diagnéstico veterinério apareceram no
final dos anos 80, e tem sido de grande
importéncia para o diagnéstico de doencas
virais, em vdérias amostras de animais, visto
que os métodos de diagndstico tradicionais
requerem longos e complexos procedimentos,
como cultivo de células e microscopia

eletrénica. Outra vantagem da PCR é que esta .

técnica pode detectar pequenas quantidades
de DNA e RNA viral presentes no material,
amplificando-o em quantidades identificaveis.
Até mesmo patégenos de dificil crescimento
em cultivo ou que se encontrem sob estado de
laténcia ou integrados ao genoma do
hospedeiro, ou, ainda, microrganismos mortos,
podem ser detectados pelo método.

A PCR tem sido utilizada para a pesquisa
do DNA proviral do lentivirus de caprinos em
diferentes amostras como: sangue, liquido
sinovial, leite e soro de leite, tecidos, sémen,
fluidos uterinos e embrido (Figura 4).

Foto: Arquivo Embrapa Caprinos

Fig. 4. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.
Reacdo em cadeia da polimerase PCR Nested de
amostras de fluido uterino de cabras infectadas com o
CAEV, bandas de 185pb. Sendo M marcador DNA
Ladder; 2 e 4 - amostras positivas; 1, 3, 5, 6, 7 e 8
amostras negativas; 9 controle negativo e 10 - controle
positivo.

Quanto a deteccao dos lentivirus no
sémen, tem sido descrita a presenca de fatores
inibidores da sintese de &cidos mucléicos
presentes no plasma seminal. Esses fatores
interferem no uso do DNA como template, pois
parece que esses oligopeptideos se ligam ao
DNA. Desta forma, sdo utilizadas algumas
técnicas para separar o plasma seminal das
células.

No caso dos LVPR, esta técnica é
particularmente importante para a
identificacdao de animais que apresentam
soroconversao tardia ou de resultado
sorolégicoduvidoso.Porém, parecendohaver
relacdo entre o titulo de anticorpos e o
aparecimento de bandas positivas a PCR no
sangueenemtodasasamostras positivasaos
testes sorolégicos sdo também positivas na
PCR.
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Cerca de 3000 monécitos, contendo de
30 a 240 células infectadas, sao suficientes
para gerar resultados positivos na PCR, porém
ha uma quantitativa diferenca no nivel de

células associadas ao virus entre animais, 0s

quais podem variar de 10°a 10° mondcitos para
a deteccao. Desta forma, parece que a taxa de
infecdo dos mondcitos varia entre individuos
portadores da CAE, provavelmente, devido ao
nivel de restricdo da expressao viral, portanto,
a sensibilidade depende do tamanho da
amostra.

A PCR Nested ou PCR duplo Nested
aumenta a sensibilidade quando comparada a
PCR simples, enquanto que a combinacdo do
uso de PCR muiltiplos reduz o nimero de falsos
negativos. Porém, estas técnicas sdo mais
caras e trabalhosas, além de apresentar, no
caso da PCR MNested grande risco de
contaminacdo do laboratério com DNA
amplificado levando a ocorréncia de falsos
positivos.

A dificuldade em amplificar o DNA
proviral dos lentivirus pode estar na sua
caracteristica em apresentar uma alta taxa de
mutacao. A regido gag do genoma dos
lentivirus é a mais conservada, quando
comparada as regides pol e tat. A variacao das
sequéncias de bases no genoma dos lentivirus
afetam a eficiéncia da PCR, pois esta é
intimamente dependente da comple-
mentaridade entre os primers e template. Os
virus RNA de forma geral e particularmente os
lentivirus apresentam grande variedade de
quasispécies, o que se atribui ao fato da RNA
polimerase ter, intrinsecamente, altas taxas de
erro, desta forma, os lentivirus se reproduzem
imperfeitamente. Este mecanismo é Uutil aos
virus na sua habilidade de escape das defesas
do hospedeiro e de produzir infecédo
persistente. Desta forma, a escolha dos primers
€ de suma importancia para o sucesso da
técnica de PCR.

Esta técnica poderd ser utilizada em
programas de erradicacdo, quando estiver
disponivel rotineiramente, para identificar os
animais nao diagnosticados por sorologia.
Devido ao alto custo e aos resultados
discordantes entre testes sorolégicos e PCR,
sugere-se que esta técnica seja empregada

para esclarecer resultados sorolégicos inde-
terminados ou negativos.

Métodos de Diagndstico Indireto

Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA)
Devido a praticidade na coleta das
amostras e ao baixo custo/beneficio, a
deteccao de anticorpos, contra LVPR, é
amplamente utilizada, sendo a IDGA
recomendada para o diagndstico inicial de
triagem num rebanho ou regido onde seja
desconhecida a prevaléncia da CAE. Este teste
é recomendado pela Organizacgao Internacional
de Epizootias para o diagnéstico de infeccédo
por LVPR, no caso de comércio internacional de
pequenos ruminantes (OIE, 1996). O teste de
imunodifusao dupla de Ouchterlony
fundamenta-se na difusdo de anticorpo e
antigeno em uma base semi-sélida contendo
agar e eletrdlitos. Quando antigeno e anticorpo
se encontram em concentracées equivalentes,
interatuam e precipitam, formando imuno-
complexos estdveis que podem ser
visualizados como linhas de precipitacao

O teste de microimunodifusao (MIDGA)
para o diagnostico dos lentivirus, reduz o custo
por diminuir comparativamente a quantidade
de antigeno necessario no teste. O MIDGA
mais utilizado é o hexagonal por apresentar
melhores resultados, dado que a amostra de
soro a ser testada fica posicionada entre dois
padroes positivos, facilitando a leitura do
resultado.

As proteina gp 135 e p28 dos LVPR
(Figura 5 e 6) sao as responsaveis pelas linhas
de precipitacdo observadas no teste de IDGA,
sendo que o antigeno gp 135 detecta maior
nimero de caprinos infectados do que o
antigeno p28, ainda que alguns animais
desenvolvam resposta anti-p28 na auséncia de
resposta anti-gp 135. Salienta-se, portanto, a
importancia da escolha dos soros de referéncia
utilizados em testes IDGA para diagnéstico de
infecao por LVPR. Além disto, a sensibilidade
do antigeno produzido a partir do virus da CAE
é, aproximadamente, 35% maior do que a
obtida no teste que emprega o antigeno
heterdlogo (MVV).
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Foto: Arquivo Embrapa Caprinos
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Fig. 5. MIDGA realizado com
antigeno de CAEV com a
proteina p28. Os pocos 1, 3 e b
possuiam soro reagente. O poco
2 soro positivo, o poco 4 soro
negativo € o poco 6 soro fraco

Fig. 6. MIDGA realizado com
antigeno de CAEV com as
proteinas p28 e gp 135. Os
pocos 1, 3 e 5 possuiam soro
reagente para as duas
proteinas. Os pocos 2 e 6
soro negativo para p28 e
positivo para gp 135. O poco
4 soro positivo para as duas
proteinas.

Reacéao de Imunofluorescéncia Indireta {RIFI)

As reacdes de imunofluorescéncia
indireta possibilitam a visualizacéo da interacao
antigeno/anticorpo, através -de uma anti-
imunoglobulina com fluorocromos. Estas
substancias sdo capazes de absorverem
energia luminosa tornando-se excitadas por um
curto espaco de tempo. Tais substancias
passam a liberar tal energia na forma de
fluorescéncia (Figura 7) . Os fluorocromos mais
comuns sao os do grupo da rodamina
(fluorescéncia vermelha) e o isotiocianato de
fluoresceina (fluorescéncia verde).

Foto: Arquivo Embrapa Caprinos

Fig. 7.

Imunofluorescéncia indireta de soro positivo
para LVPR (400x).

Esta técnica pode ser usada para detectar
e titular anticorpos, como também, identificar e
localizar antigenos.

Sé@o poucos os trabalhos, na literatura,
empregando RIFI no diagnéstico dos LVPR.

Comparando os testes RIFI, IDGA e ELISA, na
pesquisa de anticorpos contra o MVYV,
verificaram que o a RIFl e a IDGA apresentaram
concordédncia de 94%. Utilizada como
referéncia em outras retroviroses, tais como a
Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS), a RIFI chega a 100% de concordéncia
entre o ELISA e /Immunoblotting.

Apesar da técnica apresentar uma boa
sensibilidade e ser relativamente barata, é
necessario um treinamento especifico,
principalmente com relacdo a leitura dos
resultados.

Ensaios Imunoenzimaticos

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA)

O ensaio imunoenzimético (ELISA) se
baseia na utilizacdo de antigenos ou anticorpos
marcados com enzima, de forma que os
conjugados resultantes tenham atividade tanto
imunolégica como enzimatica. Estando um dos
componentes (antigeno ou anticorpo) marcado
com uma enzima e insolubilizado sobre um
suporte, a reacao antigeno-anticorpo ficara
imobilizada e podera, facilmente, ser revelada
mediante a adicao de um substrato especifico
que, sob acao da enzima, produzird uma cor
vista a olho nu e quantificado mediante o uso de
um espectrofotémetro (Figura 8).
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NEGATIVO

POSITIVO CONTROLE

Fig. 8. Placa de ELISA com resultados positivos

e negativos para LVPR.
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Diversos testes de ELISA foram
desenvolvidos para a deteccao de anticorpos
para LVPR, onde sdo empregados tanto
antigenos nativos como recombinantes. De
acordo com o antigeno e a técnica do ELISA
empregados (indireto, sanduiche, etc) existe
uma grande variacdo de sensibilidade e
especificidade. Apesar disto, esta técnica, de
uma maneira geral, apresenta boa sensibilidade
e mantém alta a especificidade. Sendo,
portanto, indicada na utilizacao de programa de
controle desta enfermidade. E aconselhavel a
utilizacdo de antigeno com pelo menos duas ou
mais proteinas, de preferéncia a core proteina
p28, a transmembranica gp40 e a de superficie
gp135, ou com o virus total.

Dot-Blot (Dot-ELISA ou Dot-imunoblotting)

O Dot-imunoblotting pode ser usado
como método qualitativo para separar
rapidamente um grande nimero de amostras;
ou como uma -técnica quantitativa para
determinacdo da concentracdo de antigeno. As
amostras sdo aplicadas em uma tira de
nitrocelulose coberta com anticorpos e
analisadas por um dos sistemas de deteccdo. A
técnica é usada como um método qualitativo,
para avaliar os véarios parametros que afetam a
qualidade do immunoblotting ap6s a trans-
feréncia do antigeno para a membrana.

POSITIVO FRACO POSITIVO

NEGATIVO

Fig. 9. Dot-Blot para o diagndstico sorolégico de LVC de
um pool de soros positivos, fracos positivos e negativos,
testados pelo IDGA.

No diagnéstico da CAE, o DB é um teste
com boa resolucéo e baixa reacao inespecifica
sendo mais viavel que a IDGA e o ELISA indireto
para utilizacdo no controle desta enfermidade,
pois além de ser mais sensivel que a IDGA, nao
necessita de equipamentos caros como 0S
utilizados no ELISA. E, também, mais barato,
mais rapido e, conseglientemente, mais pratico,
podendo ser utilizado em eventos (exposicoes,
leiloes, etc) ou, até mesmo, no campo.

Immunoblotting ou Western blotting

Em decorréncia de ser uma técnica
demorada e laboriosa vem sendo utilizada em
LVPR somente para esclarecer resultados
divergentes e no estudo da composicdo das
proteinas virais dos LVPR. Na sua execucéao, o
material protéico viral é separado por
eletroforese e transferido para uma membrana
de nitrocelulose. Na membrana, o complexo
antigeno/anticorpo é visualizado através da
aplicacdo de um conjugado enzimético ao qual
se adiciona um substrato que reage com a
enzima, dando cor a reagao. O immunoblotting
detecta anticorpos para p28 ja aos 4 dias pos-
infeccao, enquanto no ELISA indireto os
anticorpos sdo detectados 15 a 20 dias poés
infeccdo. Comprova-se, assim, a alta
sensibilidade do immunoblotting para deteccao
precoce de anticorpos para o CAEV. Apesar de
ser considerado como gol/d test nao se conhece
a sensibilidade relativa do immunoblotting para
deteccao de anticorpos para LVPR (Figura 10) .

P1 AgK AgLl AgLICA CN
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Fig. 10. /mmunoblotting de soro positivo para LVPR
testado em vérios antigenos (Ag): Ag comercial (AgK),
antigeno nacional concentrado(AgL,) e antigeno nacional
purificado por afinidade em coluna anti-LVPR (AgL,CA) e
confrontado com padrdo de peso molecular (P1) e
controle negativo (produzido a partir de células de
membrana sinovial de caprino ndo infectada CN).
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Conclusao

A deteccdo precoce e a remocao dos
animais infectados dos rebanhos sdo a base do

sucesso dos programas de controle. Portanto,

a eficiéncia de programas de controle das LVPR
depende da sensibilidade e da especificidade
do teste diagndstico, da freqliéncia de sua
utilizagdo num determinado rebanho e do
manejo utilizado neste mesmo rebanho. A
identificacdo dos animais infectados por LVPR
é geralmente feita de forma indireta, sendo a
Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA) com
antigenos de origem ovina e caprina, o teste
comumente empregado. A IDGA é o teste
recomendado pela Organizacdo Internacional
de Epizootias para diagndstico dos LVPR, o
gual além de pratico tem baixo custo e boa
especificidade. Entretanto, os -animais
infectados por estes virus podem apresentar
soroconversao tardia e variacao nos niveis de
anticorpos durante a vida, o que reduz a
sensibilidade, e tem implicacao direta no
sucesso de programas de controle destas
enfermidades. Somado a isto, a grande
variabilidade antigénica e genética dos LVPR
induz a necessidade do desenvolvimento de
técnicas mais sensiveis e especificas para o
diagndstico dos LVPR, para que possa reduzir o
numero de resultados falsos-negativos.

Como teste inicial de triagem para
deteccao de animais portadores de LVPR, o
teste de IDGA pode ser utilizado, entretanto
deve ser feito de preferéncia com antigeno
homdélogo e que possua, preferencialmente,
duas proteinas (p28 e gp 135). Além deste
teste, pode ser utilizado o teste Dot-Blot, que é
mais pratico e apresenta sensibilidade
semelhante ao ELISA. No caso de programas
de controle mais avancados ou programas de
erradicacao devem ser utilizadas provas
sensiveis como o ELISA, associadas a provas
de deteccao direta como a PCR.
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