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ApresentaçãoApresentaçãoApresentaçãoApresentaçãoApresentação

A Embrapa empreende esforços para disponibilizar soluções
tecnológicas para a produção sustentável de caprinos e ovinos. O
apoio à estruturação de programas de controle das principais doenças
dos rebanhos nacionais é um dos desafios da agenda de Pesquisa,
Desenvolvimento e Inovação (P,D&I) para os próximos anos, sendo o
desenvolvimento de testes para deteccão precoce das doenças um dos
primeiros passos para a oferta de soluções tecnológicas para os
programas de controle. Esta é uma etapa muito importante, pois além
da sensibilidade e especificidade do teste diagnóstico, da frequência
de sua utilização nos animais, do manejo utilizado nos rebanhos e do
comprometimento dos técnicos e produtores depende o sucesso dos
programas de controle de muitas doenças.

O presente documento trata de uma atualização com relação aos
métodos de diagnóstico das Lentiviroses de Pequenos Ruminantes.
Elaborado com a pretensão de ser uma fonte de consulta para todos
aqueles que lidam com a sanidade de pequenos ruminantes, especial-
mente técnicos e estudantes das Ciências Agrárias.

Evandro Vasconcelos Holanda Júnior
Chefe-Geral da Embrapa Caprinos e Ovinos
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IntroduçãoIntroduçãoIntroduçãoIntroduçãoIntrodução

Os lentivírus de pequenos ruminantes (LVPR) pertencem à família
Retroviridae e compreendem o maedi-visna vírus (MVV), isolado
inicialmente de ovinos e o vírus da artrite-encefalite caprina (CAEV),
isolado inicialmente em caprinos. Entretato, de forma semelhante a
outros retrovírus, a maioria dos animais infectados não desenvolvem
sinais clínicos e a infecção permanece subclínica (CALLADO et al.,
2001; LEROUX et al., 2010).

Esses vírus apresentam-se como virions envelopados contendo duas
moléculas idênticas de RNA e proteínas estruturais. Possuem no seu
envelope uma glicoproteína importante, a gp135, e no capsídeo, a p28,
que induzem a formação de anticorpos nos animais infectados. As
enzimas transcriptase reversa e integrase são responsáveis pela
transcrição do RNA viral em DNA e pela integração deste último ao
genoma da célula hospedeira, facilitando seu escape frente ao sistema
imune. Ele infecta, principalmente, monócitos e macrófagos, causando
doença progressiva, lenta e fatal. A replicação desses vírus nos tecidos
afetados resulta numa resposta inflamatória crônica linfocitária com
formação de nódulos linfoides típicos em diversos órgãos (BRELLOU et
al., 2007; PAULA et al., 2008; STRAUB, 2004).
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MVV e CAEV comumente são considerados como entidades virais
distintas, de acordo com a espécie na qual foram isolados inicialmen-
te. Entretanto, nos últimos anos, evidências de transmissão
interespécie têm sido levantadas (LEROUX et al., 2010).  O protótipo do
vírus caprino é o CAEV-Co e do ovino é o MVV-K1514. Eles são intima-
mente relacionados, mas geneticamente distintos. Entretanto, a classifica-
ção viral baseada na espécie hospedeira parece ser incorreta, já que
diversas análises filogenéticas demonstraram grupos virais relacionados
com ambas às espécies (GJERSET et al., 2007).  Os estudos filogenéticos
realizados com amostras de LVPR têm indicado que esses vírus devem
ser considerados como quasispécies virais únicas que têm a capacidade
de infectar tanto ovinos quanto caprinos, indicando, portanto a transmis-
são entre espécies (COSTA et al., 2007; PASICK, 1998).

Estudos sobre os prejuízos diretos causados por estas doenças ainda
são limitados. Os resultados disponíveis indicam que, de uma manei-
ra geral, ocorre diminuição da vida produtiva e da produção leiteira
dos animais, redução na duração do período de lactação, predisposi-
ção para a ocorrência de infecções bacterianas, especialmente na
glândula mamária, crescimento deficiente ou aumento da mortalidade
das crias e diminuição da eficiência reprodutiva.  A Artrite-Encefalite
Caprina (CAE) pode promover, também, a redução dos níveis de
gordura e de proteína do leite de cabras infectadas (BRITO, 2009;
GREENWOOD, 1995; LILENBAUM et al., 2007; TURIN et al., 2005).
Martinez-Navalon et al. (2013) observaram num estudo retrospectivo
com 4543 cabras de 22 rebanhos leiteiros que animais soropositivos
tinham lactações mais curtas, produziam menos leite, e este apresen-
tava menos gordura, lactose e sólidos totais, além de apresentar
contagem de células somáticas maiores que as cabras soronegativas.

Carneiro (2011) constatou, ainda, que esta enfermidade predispõe os
animais à verminose gastrintestinal por Haemonchus spp., elevando o
número de vermifugações necessárias para o controle em até 70%,
principalmente em matrizes primíparas, com consequente aumento dos
custos, e reduzindo a rentabilidade da atividade para o caprinocultor.
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As perdas indiretas referem-se à desvalorização dos rebanhos, reposi-
ção precoce dos animais que desenvolvem sintomas, despesas com o
controle, barreiras comerciais para matrizes, reprodutores, sêmen e
embriões (ANDRIOLI et al., 2002a, 2002b).

As lentiviroses de pequenos ruminantes encontram-se difundidas nos
rebanhos de caprinos e ovinos de diferentes países e têm sido motivo
de restrições no comércio internacional dessa espécie. Diversos
estudos epidemiológicos no Brasil têm demonstrado a disseminação
dos LVPR em vários estados, sendo que um dos fatores que tem
contribuído para isso é a prática de melhoramento genético utilizando-
se raças de outros países, sem os devidos cuidados necessários para
evitar a introdução de agentes infecciosos (MARTINEZ et al., 2010;
PINHEIRO et al., 2005; SOUZA et al., 2012). Trabalhando os dados
destes levantamentos verifica-se que a CAE apresenta uma prevalência
geral no Brasil de 10,7% (1897/17784), enquanto a Maedi-Visna de 4,6%
(269/5786). Se for analisado por levantamento, todos (18/18) da CAE
apresentam pelo menos um animal positivo, enquanto que da Maedi-
Visna verifica-se positividade em 69% das enquetes. Estes dados
demonstram que a CAE encontra-se bem mais disseminada no Brasil
que a Maedi-Visna e possivelmente boa parte deste resultados sejam
de ovinos infectados pela CAE em decorrência de serem criando juntos
com caprinos submetidos ao mesmo manejo. Outro ponto a ser
observado é que todos os levantamentos de LVPR no país foram
realizados pelo teste imunodifusão em gel de agarose (IDGA), que
apresenta uma sensibilidade mediana.

DiagnósticoDiagnósticoDiagnósticoDiagnósticoDiagnóstico

O diagnóstico dos LVPR fundamenta-se no quadro clínico (quando
presente), consolidado por provas laboratoriais para detecção direta do
vírus ou do seu material genético ou, ainda, através da detecção de
anticorpos. Até o presente momento não existe um gold test para o
diagnóstico da infecção pelos LVPR.
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O isolamento viral, a microscopia eletrônica, a reação em cadeia da
polimerase (PCR) e a hibridização in situ são os principais métodos
utilizados para a detecção direta do CAEV. Em decorrência das caracte-
rísticas da própria enfermidade, principalmente quanto ao seu caráter
de infecção persistente, a sorologia para detecção do LVPR é uma
forma funcional de diagnóstico, podendo ser realizada através de
técnicas como: imunodifusão em gel de ágar, imunofluorescência
indireta, imunohistoquímica, Enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA), Dot-Blot e Western Blot.

Diagnóstico Clínico - PDiagnóstico Clínico - PDiagnóstico Clínico - PDiagnóstico Clínico - PDiagnóstico Clínico - Patológicoatológicoatológicoatológicoatológico
O diagnóstico clínico de animais afetados por estas viroses pode ser
útil na fase sintomática. Tanto na CAE quanto na MV ocorrem quatro
formas clínicas principais da doença: respiratória, nervosa, articular e
mamária, que podem apresentar de forma individual ou mista. Com
exceção da forma nervosa, os sinais clínicos são mais frequentes em
animais acima de dois anos de idade. É interessante salientar que os
animais podem estar infectados com os LVPR e não apresentarem
sintomatologia clínica e/ou o aparecimento de sintomas coincidirem
com situações de estresse, infecções bacterianas secundárias ou
alteração na alimentação.  Avaliando rebanhos infectados para a CAE,
por longo tempo (mais de 15 anos), os técnicos da Embrapa Caprinos
e Ovinos verificaram que  os animais soropositivos geralmente apre-
sentam algum sintoma da patologia ao longo da sua vida.

Na forma respiratória, a mais comum nos ovinos infectados com o
MVV, os animais, geralmente com mais de três anos, podem apresentar
dificuldade respiratória, taquipneia com presença de respiração abdomi-
nal, intolerância ao exercício, emagrecimento crônico e pneumonia
intersticial crônica. Na forma neurológica (meningoencefalomielite) os
animais podem apresentar incoordenação, andar em círculo, postura
anormal da cabeça, nistagmo, paresia gradual posterior, que progride à
paralisia e até a morte. Nos caprinos esta forma ocorre mais com
animais jovens com menos de seis meses. O quadro articular, mais
comum em caprinos infectados pelo CAEV e em animais com idade
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superior a oito meses, é caracterizado por claudicação e aumento de
volume das articulações, principalmente do carpo e tarso. Entretanto,
outras articulações podem estar envolvidas. A mastite caracteriza-se por
uma mastite intersticial que causa endurecimento difuso do úbere e
presença de pequenos nódulos, só identificados pela cuidadosa
palpação; diminuição da produção de leite e até agalactia. Outro sintoma
verificado é um emagrecimento progressivo dos animais afetados
apesar de manter uma boa ingestão de alimentos (CALLADO et al., 2001;
DALTABUIT TEST, 2006; MELO; FRANKE, 1997).

Considerando-se que o sinal clínico mais frequente na CAE, com
ocorrência de 8% a 38% dos casos, é o aumento do diâmetro das
articulações carpo-metacarpianas, o Índice Articular Clínico (IAC) pode
representar uma ferramenta auxiliar para diagnosticar a problemas
articulares (GARCIA, 1993; PINHEIRO et al., 2005). Seu cálculo é basea-
do na diferença entre a maior medida dos diâmetros das articulações
carpo-metacarpianas e a menor medida do diâmetro do metacarpo
(Figuras 1 e 2). A partir de mensurações articulares de animais no
Nordeste do Brasil foi montada uma tabela de IAC (Tabela 1). Este
índice não é adequado para um diagnóstico para qualquer problema
articular específico, entretanto, pode ser utilizado como triagem de

Figura 1. Medida do carpo.Medida do carpo.Medida do carpo.Medida do carpo.Medida do carpo.
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Figura 2. Medida do metacarpo.Medida do metacarpo.Medida do metacarpo.Medida do metacarpo.Medida do metacarpo.

TTTTTabela 1abela 1abela 1abela 1abela 1..... Valores do IAC de caprinos segundo o tipo racial, faixa etária e sexo

considerados normais, suspeitos e portadores de problemas articulares.

11111 22222 33333 44444 55555 66666 77777 88888 99999

Puro 0,5 - 1,0 Fêmea 100 5,0 0,57 5,6 5,7 a 6,1 6,1

Leiteiro 1,0 - 2,0 Fêmea 164 5,4 0,53 5,9 6,0 a 6,5 6,5

2,0 - 3,0 Fêmea 97 5,4 0,53 5,9 6,0 a 6,5 6,5

acima de 3,0 Fêmea 164 5,6 0,55 6,2 6,3 a 6,7 6,7

Mestiço 0,5 - 1,0 Fêmea 3 3 3 4,8 0,51 5,3 5,4 a 5,8 5,8

1,0 - 2,0 Fêmea 442 5,1 0,51 5,6 5,7 a 6,1 6,1

2,0 - 3,0 Fêmea 440 5,2 0,52 5,7 5,8 a 6,2 6,2

acima de 3,0 Fêmea 728 5,3 0,50 5,8 5,9 a 6,3 6,3

SRD/Nativo 0,5 - 1,0 Fêmea 136 4,7 0,55 5,3 5,4 a 5,8 5,8

1,0 - 2,0 Fêmea 240 5,0 0,46 5,5 5,6 a 5,9 5,9

2,0 - 3,0 Fêmea 144 5,1 0,51 5,6 5,7 a 6,2 6,2

acima de 3,0 Fêmea 230 5,2 0,47 5,7 5,8 a 6,3 6,3

Puro 0,5 - 1,1 Macho 46 5,4 0,50 5,9 6,0 a 6,4 6,4

Leiteiro 1,0 - 2,0 Macho 22 5,6 0,56 6,1 6,2 a 6,6 6,6

2,1 - 3,1 Macho 22 5,6 0,63 6,2 6,3 a 6,9 6,9

acima de 3,1 Macho 24 6,2 0,38 6,6 6,7 a 7,1 7,1

I A CI A CI A CI A CI A C

Continua...
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11111 22222 33333 44444 55555 66666 77777 88888 99999

Mestiço 0,5 - 1,1 Macho 176 5,1 0,56 5,7 5,8 a 6,2 6,2

1,0 - 2,1 Macho 57 5,6 0,51 6,1 6,2 a 6,6 6,6

2,0 - 3,1 Macho 25 5,6 0,63 6,2 6,3 a 6,9 6,9

acima de 3,1 Macho 29 5,7 0,54 6,2 6,3 a 6,8 6,8

SRD/Nativo 0,5 - 1,1 Macho 74 5,1 0,55 5,7 5,8 a 6,2 6,2

1,0 - 2,1 Macho 45 5,4 0,56 6,0 6,1 a 6,5 6,5

2,0 - 3,1 Macho 8 5,7 0,59 6,3 6,4 a 6,9 6,9

acima de 3,1 Macho 8 6,1 0,39 6,5 6,6 a 7,0 7,0

1 = Tipo Racial; 2 = Idade (ano); 3 = Sexo; 4 = N; 5 = Média; 6 = Desvio Padrão; 7 = Normal até
(cm); 8 = Suspeito entre (cm); 9 = Provável Problema articular acima (cm).

Continuação.

I A CI A CI A CI A CI A C

problemas articulares (artrites e artroses). Ressalta-se que a artrite
também pode ocorrer em razão de infecções bacterianas e lesões
traumáticas. O diagnóstico de LVPR só é confirmado com testes
laboratoriais (PINHEIRO et al., 2001).

Métodos LaboratoriaisMétodos LaboratoriaisMétodos LaboratoriaisMétodos LaboratoriaisMétodos Laboratoriais
Isolamento Isolamento Isolamento Isolamento Isolamento VVVVViraliraliraliraliral
O isolamento viral em cultivo de células tem sido um dos métodos
laboratoriais de diagnóstico mais utilizado em virologia, sendo considera-
do um teste padrão. Se baseia em cultivar células provenientes de tecidos
ou fluidos para a posterior infecção. Estas células estão adaptadas a um
meio artificial, se mantêm a 37°C, geralmente num ambiente de 5% de
CO

2
, com meio de cultivo, soro fetal bovino ou ovino e antibióticos. O

isolamento tem também a vantagem de discriminar entre microrganis-
mos vivos e mortos. No entanto, a técnica, apesar de sensível, apresenta
algumas restrições, pois é laboriosa, onerosa e lenta, necessitando de
implantação de cultivos celulares especiais, além de não detectar os vírus
que não causam efeito citopático (ECP) em cultivos celulares.

Para o isolamento dos LVPR existe uma variedade de cultivos primári-
os ou de linhagem. As principais culturas celulares para estes vírus
são membrana sinovial, plexo coroíde, membrana nictitante e explante
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de pulmão (CELER, et al., 1997; PINHEIRO, et al., 2006;
SIGURDARDOTTIR; THORMAR, 1964; SOUSA, et al.,  2012).

A infecção dos LVPR nas células pode variar de semanas a meses,
dependendo da adaptação do vírus às condições de laboratório, dose
infectante, diversidade e virulência da cepa.  O aparecimento dos
efeitos citopáticos (ECP) necessita de pelo menos duas a três passa-
gens de células, com sete dias de intervalo, em virtude de sua
replicação lenta. Uma grande variação é verificada quanto ao tipo e ao
tempo de aparecimento do ECP produzido pelos isolados, além disso,
os isolados virais de LVPR podem não causar efeitos citopáticos
evidentes. O ECP mais característico é a presença de células
multinucleadas típicas (sincício) apresentando de cinco a 30 núcleos.
Estas células ao morrerem se desprendem da monocamada formando
estruturas como balões flutuando no meio de cultivo (Figura 3). Este
efeito geralmente é observado por volta dos 14 dias pós-infecção,
entretanto pode variar de seis a 21 dias (CELER et al., 1997; LAMARA et
al., 2001). Daltabuit Test et al. (1999) reporta ECP de LVPR somente com
seis meses. Outros efeitos como destruição da monocamada,
vacuolização de células também podem ser observados como efeito

Figura 3.Figura 3.Figura 3.Figura 3.Figura 3. Sincício (setas) em cultura primária de MSC inoculada com fluido uterino de cabras
infectadas naturalmente com o CAEV. Coloração cristal violeta 0,1%, aumento 320X.
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destes vírus. Singh et al. (1999) confirmaram a presença do vírus e
produção viral sem a presença de sincícios.

Os LVPR podem ser isolados de amostras de animais vivos, tanto pelo
co-cultivo em membrana sinovial (MSC) de células, como leucócitos
do sangue periférico, células somáticas do leite, sêmen e fluidos
uterinos, e, também, de animais infectados, a partir de explants de
tecidos como MSC, glândula mamária, pulmão, plexo coroide e
tecidos linfoides. O cultivo de macrófagos seguido de co-cultivo de
MSC é outra forma de isolamento.

No caso de detecção viral em amostras de sêmen, pode haver substân-
cias antivirais ou tóxicas para as células MSC presentes no plasma
seminal. O sêmen pode, também, apresentar forte carga de contamina-
ção bacteriana, sendo necessários o tratamento prévio com antibióti-
cos e a diluição, com o intuito de diminuir os efeitos tóxicos das
substâncias presentes no plasma seminal. Todavia, a diluição do
sêmen pode diminuir a carga viral a valores abaixo do detectável em
cultura, levando a resultados falso-negativos.

Microscopia Eletrônica (ME)Microscopia Eletrônica (ME)Microscopia Eletrônica (ME)Microscopia Eletrônica (ME)Microscopia Eletrônica (ME)
Existem basicamente dois tipos de microscópios eletrônicos, o micros-
cópio de transmissão de elétrons e o microscópio de elétrons por
scanner (varredura). Para o estudo de estrutura viral, a técnica escolhida
é a de transmissão. Podem ser obtidas duas informações: a presença de
estrutura viral e o número de partículas virais. As partículas virais do
CAEV medem de 70 a 110 nm, possuem um corpo central de 30 a 50 nm
e apresentam forma e tamanho semelhantes aos do MVV. Nas células
infectadas com LVPR observam, por ME, vários brotamentos virais com
120 a 140 nm de diâmetro, além de virions livres no espaço extracelular,
medindo de 80 a 110 nm de diâmetro, e virions e fragmentos virais no
citoplasma de células infectadas. Os brotamentos virais na sua superfí-
cie ocorrem geralmente dentro de pequenos vacúolos citoplasmáticos,
sendo estes brotamentos similares àqueles de retrovírus do tipo C. Este
método é interessante para estudo de ultraestrutura dos vírus. Entretanto
é uma técnica muito cara e trabalhosa para sua utilização em rotina de
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diagnóstico. Recentemente, a microscopia imunoeletrônica é um
método que está se implantando por ser rápido para o diagnóstico de
amostras de tecido infectado.

O primeiro relato de ME em LVPR foi em cultivos de plexo coroide
infectados com MVV. Recentemente, Ricarte et al. (2010) detectaram
através de ME partículas virais na porção intermediária de
espermatozoides (Figura 4).

Figura 4.Figura 4.Figura 4.Figura 4.Figura 4. Microscopia eletrônica de transmissão – inclusões do CAEV na parte intermediária
do espermatozoide caprino.

Hibridização Hibridização Hibridização Hibridização Hibridização in situ in situ in situ in situ in situ (HIS)(HIS)(HIS)(HIS)(HIS)
Esta técnica consiste na identificação de segmentos específicos de
ácido nucleico de origem viral, RNA no caso dos LVPR, encontrados
em tecidos ou células infectados, previamente fixados, capazes de
serem detectados por sondas de DNA marcadas por enzimas ou por
radioatividade (DNA 35S). As sondas são sequências de nucleotídeos
complementares desenvolvidas a partir de segmentos conhecidos do
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DNA ou RNA que se deseja identificar. Esta técnica é de uso limitado,
em decorrência da alta mutabilidade dos LVPR, além de ser laboriosa e
cara para ser colocada em rotina. Entretanto, pode ser utilizada para
dirimir dúvidas de resultados duvidosos.

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)
A amplificação in vitro dos ácidos nucleicos permite a obtenção de
milhares de cópias de uma sequência específica de DNA. Desta forma,
a PCR vem sendo adotada em todo o mundo na pesquisa de microrga-
nismos devido à especificidade, sensibilidade e rapidez de seus
resultados. É possível detectar o DNA proviral do CAEV um dia após a
infeção dos cultivos celulares e de apenas uma célula infectada em um
cultivo de 106 células, sendo que a PCR é a técnica mais eficiente em
detectar DNA no sangue nos estágios iniciais da doença.

Os primeiros trabalhos sobre o uso da PCR no diagnóstico veterinário
apareceram no final dos anos 80 e tem sido de grande importância
para o diagnóstico de doenças virais, em várias amostras de animais,
visto que os métodos de diagnóstico tradicionais requerem longos e
complexos procedimentos, como cultivo de células e microscopia
eletrônica. Outra vantagem da PCR é que esta técnica pode detectar
pequenas quantidades de DNA e RNA viral presentes no material,
amplificando-o em quantidades identificáveis. Até mesmo patógenos
de difícil crescimento em cultivo ou que se encontrem sob estado de
latência ou integrados ao genoma do hospedeiro, ou, ainda, microrga-
nismos mortos, podem ser detectados pelo método.

A PCR tem sido utilizada para a pesquisa do DNA–proviral do lentivírus
de caprinos em diferentes amostras como: sangue, líquido sinovial,
leite e soro do leite, tecidos, sêmen, fluidos uterinos e embrião
(ANDRIOLI, 2001; ANDRIOLI et al., 2002a, 2002b) (Figura 5).

O grande êxito da PCR depende em grande parte da eleição do gene
viral e do desenho correto dos primers que devem ser específicos do
vírus.
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No caso dos LVPR, esta técnica permite a detecção da infecção em
animais com anticorpos colostrais e é particularmente importante para
a identificação de animais que apresentam soroconversão tardia ou
resultado sorológico duvidoso. Porém, parece não haver relação entre
o título de anticorpos e o aparecimento de bandas positivas à PCR no
sangue e nem todas as amostras positivas aos testes sorológicos são
também positivas na PCR.

Cerca de 3000 monócitos, contendo de 30 a 240 células infectadas, são
suficientes para gerar resultados positivos na PCR, porém há uma quanti-
tativa diferença no nível de células associadas ao vírus entre animais, os
quais podem variar de 103 a 105 monócitos para a detecção. Desta forma,
parece que a taxa de infeção dos monócitos varia entre indivíduos porta-
dores de LVPR, provavelmente, devido ao nível de restrição da expressão
viral, portanto, a sensibilidade depende do tamanho da amostra. Reco-
menda-se a coleta de 10 mL de sangue para esta prova.

Quanto à detecção dos lentivírus no sêmen, tem sido descrita a pre-
sença de fatores inibidores da síntese de ácidos nucléicos presentes
no plasma seminal. Esses fatores interferem no uso do DNA como

 Figura 5. Figura 5. Figura 5. Figura 5. Figura 5. Gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. Reação em cadeia de polimerase
– RT-PCR nested     de amostras de ovócitos de cabras infectadas com o CAEV, bandas de 187 pb.
Sendo M – marcador DNA; C+ controle positivo; C - controle negativo; 2, 3, 5 e 8 – amostras
positivas; 1, 4, 6 e 7 amostras negativas.

187 pb
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template, pois parece que esses oligopeptídeos se ligam ao DNA.
Desta forma, são utilizadas algumas técnicas para separar o plasma
seminal das células (ANDRIOLI, et al., 1999; ANDRIOLI, et al., 2006).

A PCR Nested ou PCR duplo Nested aumenta a sensibilidade quando
comparada à PCR simples, enquanto que a combinação do uso de PCR
múltiplos reduz o número de falsos negativos. Porém, estas técnicas
são mais caras e trabalhosas, além de apresentarem, no caso da PCR
Nested grande risco de contaminação do laboratório com DNA amplifi-
cado levando a ocorrência de falsos positivos.

A dificuldade em amplificar o DNA proviral dos lentivírus pode estar na
sua característica em apresentar uma alta taxa de mutação. As diferen-
ças de sensibilidade da PCR se devem a variabilidade genética entre as
cepas de LVPR. A região gag do genoma dos lentivírus é a mais conser-
vada, quando comparada às regiões pol e tat.  A variação das
sequências de bases no genoma dos lentivírus afeta a eficiência da PCR,
pois esta é intimamente dependente da complementaridade entre os
primers e template. Os vírus RNA de forma geral e particularmente os
lentivírus apresentam grande variedade de quasispécies, o que se atribui
ao fato da RNA polimerase ter, intrinsecamente, altas taxas de erro,
desta forma, os lentivírus se reproduzem imperfeitamente.  Este meca-
nismo é útil aos vírus na sua habilidade de escape das defesas do
hospedeiro e de produzir infeção persistente. Desta forma, a escolha dos
primers é de suma importância para o sucesso da técnica de PCR. Em
virtude do genoma destes vírus apresentarem duas regiões LRT (Long

Terminal Repeat), primers desenhados destas áreas têm apresentado
bons resultados, principalmente por duplicar a chance de amplificação.

Quando o objetivo é detectar o vírus livre é necessário realizar o RT-
PCR, purificando inicialmente o RNA viral e transcrevendo o RNA em
DNA complementar (DNAc) utilizando a enzima transcriptase reversa.
Esta técnica já foi padronizada para várias amostras clínicas e  é muito
útil para o estudo da patogenia da enfermidade (SIDER et al., 2010a,
2010b, 2010c).



22 Lentiviroses de pequenos ruminantes...

Esta técnica poderá ser utilizada em programas de erradicação para
identificar os animais não diagnosticados por sorologia. Devido ao
custo e aos resultados discordantes entre testes sorológicos e PCR,
sugere-se que esta técnica seja empregada para esclarecer resultados
sorológicos     indeterminados ou negativos.

Outra variação da técnica do PCR é a PCR quantitativa (PCRq). Esta técnica
permite a detecção e quantificação de ácidos nucleicos. A diferença com a
PCR convencional é que a PCRq se baseia na detecção de fluorescencia, a
qual aumenta proporcionalmente ao tempo em que o produto de PCR é
amplificado. A estratégia de marcação se baseia em sondas marcadas com
fluoróforos (Taqman) ou sem a utilização de sondas, através de composto
fluorescente para detecção de DNA (SYBR green). A detecção da
fluorescência se realiza mediante filtros de emissão otimizados para o uso
de fluoróforos e, no caso de sondas marcadas com diferentes compostos
fluorescentes, permite o desenvolvimento de reações multiplex. A base
teórica do PCR em tempo real está na determinação do ciclo de amplifica-
ção (limiar) em que a fluorescência emitida ultrapassa um determinado
nível acima do ruído de fundo ou de um valor baseado em um fluoróforo
referência. O valor do ciclo limiar é, em geral, diretamente correlacionado
com a quantidade inicial de sequência alvo na amostra. A quantificação do
DNA e o RNA pode ser relativa ou absoluta. A relativa determina a quantida-
de de moléculas relativizadas frente a um ou vários genes endógenos, ideal
para análise de expressão gênica. A absoluta permite obter o número exato
de moléculas comparado a uma curva padrão, ideal para detecção de
partículas virais sendo possível a quantificação de menos de cinco cópias
de DNA ou RNA com um desvio padrão de menos de 2%.

Imunodifusão em Gel de Ágar (IDGA)Imunodifusão em Gel de Ágar (IDGA)Imunodifusão em Gel de Ágar (IDGA)Imunodifusão em Gel de Ágar (IDGA)Imunodifusão em Gel de Ágar (IDGA)
Devido à praticidade na coleta das amostras e ao baixo custo/benefício,
a detecção de anticorpos contra LVPR é amplamente utilizada, sendo a
IDGA recomendada para o diagnóstico inicial de triagem num rebanho
ou região onde seja desconhecida a prevalência da CAE. Este teste é
recomendado pela Organização Mundial de Saúde Animal (OIE) para o
diagnóstico de infecção por LVPR, no caso de comércio internacional
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de pequenos ruminantes (OIE, 1996). O teste de imunodifusão dupla de
Ouchterlony fundamenta-se na difusão de anticorpo e antígeno solúvel
em uma base semi-sólida contendo ágar e eletrólitos. Quando
antígeno e anticorpo se encontram em concentrações equivalentes,
interatuam e precipitam, formando imunocomplexos estáveis que
podem ser visualizados como linhas de precipitação.

O teste de microimunodifusão (MIDGA) para o diagnóstico dos
lentivírus reduz o custo por diminuir comparativamente a quantidade
de antígeno necessário 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 padrões positivos, facilitando a
leitura do resultado (GOUVEIA,1994).

O teste de IDGA utiliza antígeno produzido em cultivo celular geral-
mente de membrana sinovial com cepas padrões do CAEV e do MVV.
Os anticorpos detectados vão dirigidos a glicoproteína de superfície
gp135, a proteína do capsídeo p25 no caso do MVV ou p28 do CAEV.
Estas proteínas (Figuras 6 e 7) são as responsáveis pelas linhas de
precipitação observadas no teste de IDGA, sendo que o antígeno gp135
detecta maior número de caprinos infectados do que o antígeno p28,
ainda que alguns animais desenvolvam resposta anti-p28 na ausência
de resposta anti-gp135. Salienta-se, portanto, a importância da escolha
dos soros de referência utilizados em testes IDGA para diagnóstico de
infeção por LVPR (PINHEIRO et al., 2010). A sensibilidade do antígeno
produzido a partir do vírus da CAE é, aproximadamente, 35% maior do
que a obtida no teste que emprega o antígeno heterólogo  (MVV).

Segundo Varea et al. (2001), a sensibilidade e especificidade do IDGA-
LVPR frente ao Western Blot foram de 76,3% e 98,3%, respectivamente.
Dados similares, foram observados por Rodrigues et al. (2009). Entre-
tanto, Azevedo et al. (2011) verificaram uma baixa sensibilidade (21,6%)
do IDGA frente ao Western Blot. A exigência da participação de múlti-
plas interações epítopos-anticorpos para um resultado positivo é uma
das principais causas que leva a baixa sensibilidade do IDGA.
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Figura 6.Figura 6.Figura 6.Figura 6.Figura 6. MIDGA realizado com antígeno de CAEV com a proteína p28. Os poços 1, 3 e 5
possuiam soro reagente. O poço 2 soro positivo, o poço 4 soro negativo e o poço 6 soro fraco
positivo.

Figura 7Figura 7Figura 7Figura 7Figura 7..... MIDGA realizado com antígeno de CAEV com as proteínas  p28 e gp 135. Os poços 1,
3 e 5 possuiam soro reagente para as duas proteínas. Os poços 2 e 6 soro negativo para p28 e
positivo para gp 135. O poço 4 soro positivo para as duas proteínas.
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Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI)Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI)Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI)Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI)Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI)
As reações de imunofluorescência indireta possibilitam a visualização
da interação antígeno/anticorpo, através de uma anti-imunoglobulina
com fluorocromos. Estas substâncias são capazes de absorverem
energia luminosa tornando-se excitadas por um curto espaço de
tempo. Tais substâncias passam a liberar tal energia na forma de
fluorescência (Figura 8). Os fluorocromos mais comuns são os do
grupo da rodamina (fluorescência vermelha) e o isotiocianato de
fluoresceína (fluorescência verde).

Figura 8Figura 8Figura 8Figura 8Figura 8. Imunofluorescência indireta de soro positivo para LVPR (400x).

Esta técnica pode ser usada para detectar e titular anticorpos, como
também, identificar e localizar antígenos. São poucos os trabalhos, na
literatura, empregando RIFI no diagnóstico dos LVPR. Comparando os
testes RIFI, IDGA e ELISA, na pesquisa de anticorpos contra o MVV,
verificou-se que o a RIFI e a IDGA apresentaram concordância de 94%.
Utilizada como referência em outras retroviroses, tais como a
Síndrome de Imunodeficiência Adquirida (AIDS), a RIFI chega a 100%
de concordância entre o ELISA e Western Blot.

Apesar de a técnica apresentar uma boa sensibilidade e ser relativa-
mente barata, é necessário um treinamento específico, principalmente
com relação à leitura dos resultados.
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Imunohistoquímica (IHQ)Imunohistoquímica (IHQ)Imunohistoquímica (IHQ)Imunohistoquímica (IHQ)Imunohistoquímica (IHQ)
A imunohistoquímica se fundamenta na detecção de um antígeno mediante
anticorpos policlonais ou monoclonais específicos e um sistema de revela-
ção, geralmente diaminobenzidina (DAB). Os complexos antígeno-anticorpo
são observados em microscopia óptica. Com o objetivo de melhorar a
visualização da reação geralmente empregam-se sistemas de amplificação
de sinais como método peroxidase – antiperoxidase ou biotina-streptavidina.
Com esta técnica foi observada a presença de LVPR em várias células e
tecidos: nervoso, pulmonar, sistema monocítico-fagocitário, glândula
mamária, células da granulosa derivados de oviduto, células intersticiais e
epiteliais do epidídimo. Os testes imunohistoquímicos são principalmente
utilizados para estudo da patogenia e como diagnóstico diferencial dos LVPR.

Ensaios ImunoenzimáticosEnsaios ImunoenzimáticosEnsaios ImunoenzimáticosEnsaios ImunoenzimáticosEnsaios Imunoenzimáticos
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
O ensaio imunoenzimático (ELISA) se baseia na utilização de antígenos
ou anticorpos marcados com enzima, de forma que os conjugados
resultantes tenham atividade tanto imunológica como enzimática.
Estando um dos componentes (antígeno ou anticorpo) marcado com
uma enzima e insolubilizado sobre um suporte, a reação antígeno-
anticorpo ficará imobilizada e poderá, facilmente, ser revelada median-
te a adição de um substrato específico que, sob ação da enzima,
produzirá uma cor vista a olho nu, podendo ser quantificado mediante
o uso de um espectrofotômetro (Figura 9).

As provas de ELISA se dividem em cinco categorias: 1 – Indireto
(ELISAi) que consiste na fixação do antígeno numa placa, a qual se
unem os anticorpos presentes na amostra. A qualidade da purificação
do antígeno pode ser um fator limitante da prova, quanto maior seja a
pureza mais alta será a sensibilidade e especificidade; 2 – direto
(ELISA) detecta antígeno ou anticorpo; 3 – ELISA sandwich direto -
detecta antígeno; 4 - ELISA de competição, onde compete dois
anticorpos para a união antígeno-anticorpo; e 5 – ELISA de bloqueio
onde compete dois anticorpos para a junção antígeno-anticorpo,
entretanto uma incubação prévia bloqueia a união entre um dos dois
anticorpos.
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Figura 9Figura 9Figura 9Figura 9Figura 9. Placa de ELISA com resultados positivos e negativos para LVPR.

Diversos testes de ELISA foram desenvolvidos para a detecção de
anticorpos para LVPR, onde são empregados tanto antígenos nativos
como recombinantes. Este é outro teste recomendado pela OIE para o
diagnóstico dos LVPR. De acordo com o antígeno (tipo, número e
purificação das proteínas virais) e a técnica do ELISA empregados
(indireto, sanduíche, etc) existe uma grande variação de sensibilidade e
especificidade. A diversidade viral dos LVPR também influencia direta-
mente na sensibilidade do teste. Apesar disto, esta técnica, de uma
maneira geral, apresenta boa sensibilidade e mantém alta a
especificidade, sendo, portanto, indicada na utilização de programa de
controle desta enfermidade. É aconselhável a utilização de antígeno
com duas ou mais proteínas, de preferência a core proteína p28, a
transmembrânica gp40 e a de superfície gp135, ou com o vírus total.

Dot-Blot (Dot-ELISA ou Dot-imunoblotting)
O Dot-imunoblotting pode ser usado como método qualitativo para
separar rapidamente um grande número de amostras, ou como uma
técnica quantitativa para determinação da concentração de antígeno
(Figura 10). As amostras são aplicadas em uma tira de nitrocelulose
coberta com anticorpos e analisadas por um dos sistemas de
detecção. A técnica é usada como um método qualitativo, para avaliar
os vários parâmetros que afetam a qualidade do Western Blot após a
transferência do antígeno para a membrana.

Foto: Raymundo Rizaldo Pinheiro
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A sensibilidade deste teste é maior que o IDGA e similar ao ELISAi
cujo antígeno é o vírus total (PINHEIRO, 2001). No diagnóstico da CAE,
o Dot Blot é um teste com boa resolução e baixa reação inespecífica
sendo mais viável que a IDGA e o ELISA indireto para utilização no
controle desta enfermidade, pois além de ser mais sensível que a
IDGA, não necessita da indumentária tecnológica do ELISA. É, tam-
bém, mais barato, mais rápido e, consequentemente, mais prático,
podendo ser utilizado em eventos (exposições, leilões, etc) ou, até
mesmo, no campo (ARAGÃO et al., 2008; PINHEIRO et al., 2006).

Immunoblotting ou Western blotting (WB)

O WB em princípio, pode ser delineado como método onde proteínas
(anticorpos séricos ou plasmáticos) podem ser imobilizadas em uma
membrana ou transferidas por capilaridade, difusão ou forças elétricas.
As forças de ligação da membrana podem ser de natureza covalente ou
não-covalente (BJERRUM; HEEGAARD, 1988). O material proteico deve
ser separado antes da transferência por eletroforese. O complexo

Quantidade do antígeno - 0,5 /poçoQuantidade do antígeno - 0,5 /poçoQuantidade do antígeno - 0,5 /poçoQuantidade do antígeno - 0,5 /poçoQuantidade do antígeno - 0,5 /poço

Diluição do conjugDiluição do conjugDiluição do conjugDiluição do conjugDiluição do conjugado - 1:50ado - 1:50ado - 1:50ado - 1:50ado - 1:5000000

Diluição do Soro - 1:50Diluição do Soro - 1:50Diluição do Soro - 1:50Diluição do Soro - 1:50Diluição do Soro - 1:50

PositivoPositivoPositivoPositivoPositivo
FracoFracoFracoFracoFraco

PositivoPositivoPositivoPositivoPositivo NegativoNegativoNegativoNegativoNegativo

Figura 1Figura 1Figura 1Figura 1Figura 100000. Dot-Blot para o diagnóstico sorológico de LVC de um pool de soros positivos,
fracos positivos e negativos, testados pelo IDGA.
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antígeno-anticorpo é visualizado através da aplicação de um conjugado
enzimático ao qual se adiciona um substrato que reage com a enzima,
dando cor à reação. Em decorrência de ser uma técnica demorada e
laboriosa vem sendo utilizada em LVPR somente para esclarecer
resultados divergentes e no estudo da composição das proteínas virais
dos LVC. Entretanto, a Embrapa Caprinos e Ovinos padronizou uma
rotina da técnica de WB agilizando as etapas de sua realização (PINHEI-
RO et al., 2011).

O WB detecta anticorpos para p28 já aos quatro dias pós-infecção,
enquanto no ELISA indireto os anticorpos são detectados 15 a 20 dias
pós-infecção. Comprova-se, assim, a alta sensibilidade do Western Blot
para detecção precoce de anticorpos para o CAEV. É um teste muito
sensível e específico, mas não pode ser considerado um gold test

(Figura 10). Cavalcante (2011) estudando 13 matrizes inoculadas pela cepa
viral CAEV Cork e todas soropositivas no IDGA e WB com 30 e 60 dias
pós-infecção, verificou que após 24 meses os animais soronegativaram
no IDGA e somente três tiveram resultado positivo no WB. Observou,
também, que dessas treze cabras, três tiveram resultado negativo no
IDGA, Elisa-i, WB e PCR-Nested de sangue, porém foram positivas no
PCR-Nested e/ou RT-PCR de ovócito e/ou fluído uterino, demonstrando
reações soropositivas intermitentes (CLAVIJO;  THORSEN, 1996; HANSON
et al., 1996), e que o vírus em alguns momentos pode ser detectado em
órgãos e/ou tecidos e não na corrente sanguínea.

As bandas de proteínas do sobrenadante viral presentes no gel SDS-
PAGE a 12,5% são muitas, em decorrência da sua composição: meio
de cultura, soro fetal bovino e proteínas virais. Porém, após a transfe-
rência e a reação imunoenzimática somente algumas proteínas são
evidenciadas, dentre elas as proteínas de 19 KDa, 28 KDa, 43 KDa e
67KDa. A banda proteica mais visível foi da proteína do capsídeo viral
cujo peso molecular é de 28 KDa (seta) e representa o maior compo-
nente estrutural do núcleo, sendo a proteína de base para a interpreta-
ção do WB (Figura 11).
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67 kDa

43 kDa

30 kDa

20 kDa

14,4 kDa

Figura 1Figura 1Figura 1Figura 1Figura 111111. Teste de Western Blotting para o diagnóstico da Artrite Encefalite Caprina. Detecção
da proteína viral p28 (setas).
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Comparação de Comparação de Comparação de Comparação de Comparação de TTTTTestes Sestes Sestes Sestes Sestes Sorológicos no Diagnósticoorológicos no Diagnósticoorológicos no Diagnósticoorológicos no Diagnósticoorológicos no Diagnóstico
da CAEda CAEda CAEda CAEda CAE
Com a finalidade de avaliar o nível de detecção de anticorpos anti-
CAEV dos três principais testes sorológicos (IDGA, ELISA e WB) foram
realizadas diluições seriadas de um pool de soros de animais positi-
vos.  Os resultados estão detalhados na  tabela 2.

A classificação do nível de positividade dos testes foi verificada de
acordo com a espessura das bandas nas fitas do WB, espessura da
linha de precipitação Ag/Ac do IDGA e pela absorbância do ELISA. Nos
testes WB e IDGA foram estabelecidos níveis de 1 a 6 relacionados ao
grau de positividade (Tabela 2). Nas colunas relacionadas ao teste de
IDGA, observa-se que somente até a diluição 1/8 visualizou-se linha de
precipitação. No ELISA, resultados positivos foram alcançados até a
diluição 1/64. Enquanto no WB, verificou-se que  até a diluição 1/1024
apresentou positividade. Com isso, constatou-se que o WB tem a
capacidade de detectar anticorpos numa diluição de até 128 vezes
maior que o IDGA e 16 vezes maior que o ELISA. Quando comparou-se
o ELISA com o IDGA constatou-se que o ELISA tem a capacidade de
detectar diluições oito vezes maior que o IDGA.
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 Entretanto, convém salientar que a sensibilidade e a confiança dos
testes sorológicos não dependem somente do tipo de teste utilizado,
mas pode ser influenciado pelo método de preparação do antígeno
utilizado no diagnóstico, na escolha da cepa viral, e dos componentes
virais do antígeno mais relevantes imunologicamente (CELER JÚNIOR
et al., 1998).

TTTTTabela 2. abela 2. abela 2. abela 2. abela 2.  Comparação dos três principais testes de diagnóstico sorológico da

Artrite Encefalite Caprina

NivelNivelNivelNivelNivel ResultadoResultadoResultadoResultadoResultado NívelNívelNívelNívelNível ResultadoResultadoResultadoResultadoResultado NívelNívelNívelNívelNível ResultadoResultadoResultadoResultadoResultado

  Diluição  Diluição  Diluição  Diluição  Diluição d ed ed ed ed e d ed ed ed ed e d ed ed ed ed e

Pos.Pos.Pos.Pos.Pos. Pos.Pos.Pos.Pos.Pos. Pos.Pos.Pos.Pos.Pos.

Puro ++++ POS 0,905 POS ++++ POS

1//2 +++ POS 0,830 POS ++++ POS

1//4 ++ POS 0,783 POS ++++ POS

1//8 + POS 0,766 POS ++++ POS

1//16 - NEG 0,556 POS ++++ POS

1//32 - NEG 0,473 POS ++++ POS

1//64 - NEG 0,355 POS +++ POS

1//128 - NEG 0,212 NEG ++ POS

1//256 - NEG 0,111 NEG + POS

1//512 - NEG 0,069 NEG *(+) POS

1//1024 - NEG 0,045 NEG (+) POS

1//2048 - NEG 0,044 NEG Traços Incon.

1//4096 - NEG 0,027 NEG - NEG

1//8192 - NEG 0,021 NEG - NEG

IDGAIDGAIDGAIDGAIDGA ELISAELISAELISAELISAELISA W BW BW BW BW B

* meia cruz.
Nível 1: ++++; nível 2:+++; nível 3: ++; nível 4: +, nível 5: (+) e nível 6: traços.
Pos = Positividade; Incon. = Inconclusivo
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ConclusãoConclusãoConclusãoConclusãoConclusão

A detecção precoce e a remoção dos animais infectados dos rebanhos
são a base do sucesso dos programas de controle. Portanto, a eficiên-
cia de programas de controle das LVPR depende da sensibilidade e da
especificidade do teste diagnóstico, da frequência de sua utilização nos
animais e do manejo utilizado no rebanho. A identificação dos animais
infectados por LVPR é geralmente feita de forma indireta, sendo a IDGA
com antígenos de origem ovina e caprina, o teste comumente empre-
gado. Entretanto, fatores como a soroconversão tardia, latência viral,
latência sorológica, replicação restrita, manejo do rebanho e limita-
ções de alguns testes em detectar animais infectados têm implicação
direta no sucesso de programas de controle destas enfermidades.
Somado a isto, a grande variabilidade antigênica e genética dos LVPR
induz à necessidade do desenvolvimento de técnicas mais sensíveis e
específicas para o diagnóstico dos LVPR, para que possa reduzir o
número de resultados falsos-negativos.

Como teste inicial de triagem para detecção de animais portadores de
LVPR, o teste de IDGA pode ser utilizado, entretanto deve ser feito de
preferência com antígeno homólogo e que possua, preferencialmente,
duas proteínas (p28 e gp 135). Além deste teste, pode ser utilizado o
teste de ELISA. No caso de programas de controle mais avançados ou
programas de erradicação devem ser utilizadas provas sensíveis como
o WB, associadas a provas de detecção direta como a PCR.
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