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TITULACAO DE LENTIVIRUS DE PEQUENOS
. RUMINANTES ATRAVES DO CULTIVO DE
CELULAS DE MEMBRANA NICTITANTE CAPRINA
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Os pequenos ruminantes podem ser infectados por lentiviroses. Nos
animais afetados, a doenca é multissistémica, progressiva e crbénica. As
principais manifestacodes clinicas incluem: pneumonia intersticial,
encefalite, artrite, mastite e emagrecimento progressivo que podem
ocorrer de forma isolada ou simultadnea. Esse processo infeccioso é
realizado /n vitro através de cultivo celular de tecidos e células que sao
naturalmente infectados pelo virus no animal (/n vivo) para uma producao
de antigeno satisfatdria para os testes soroldgicos. Assim, deve-se saber
o titulo do inéculo viral, o qual é definido como a reciproca da maior diluicao
que apresentar, 14 dias apds inoculacao, sincicios em 50% dos pocos
inoculados, correspondendo a uma dose formadora de sincicio (DFS). O
processo de titulacao é essencialmente utilizado para especificar qual a
maior diluicao capaz de provocar reacao especifica nas células inoculadas
pelo agente infeccioso e informa também a quantidade aproximada de
particulas virais presente no material. A pesquisa foi desenvolvida na
EMBRAPA Caprinos e Ovinos, onde se utilizou um cabrito para o exp/ant
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das células de Membrana Nictitante (MN) e realizacao do cultivo celular.
Apds a confluéncia dos explant, foi feito o processo de subcultivo por meio
de tripsinizacao e inoculacao pela cepa viral CAEV CORK. Apds, o
sobrenadante foi coletado e destinado a diluicoes seriadas de 10" a 10'%e
levado as placas de 96 pocos com células de MN, mantidas em estufa de
CO, por 14 dias. As placas foram coradas com cristal violeta, realizando-
se leitura em busca de efeitos citopaticos virais. Na placa inoculada,
observaram-se sincicios contendo mais de quatro nucleos nos pocos com
as diluicées entre 10" a 103, J& para a diluicdo de 10*, verificou somente
dois pocos positivos e na de 10°, apenas um poco possuia sincicio.
Calculou-se o titulo viral obtendo, 10**TCID, /mL. Em seguida, houve a
comparacao dos titulos virais encontrados em referencial tedrico, onde a
cepa CAEV CORK possui titulo viral de 10*# TCID, /mL e o obtido no
experimento de 10*?TCID, /mL. Com a titulacéo realizada, foi possivel
estabelecer a diluicao necessaria que produza efeitos citopaticos
consequentes da infeccao viral, como a morte celular acentuada, a presen-
ca de sincicio e de vacuolos nas células infectadas. Com essas caracteris-
ticas, se alcanca uma producao de antigeno eficaz para os testes
soroldgicos na deteccao das lentiviroses caprinas.
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