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RESUMO 

 

A Maedi Visna é uma enfermidade típica de ovinos, embora possa infectar, também, caprinos. 

Encontra-se disseminada em todo mundo, exceto na Austrália e Nova Zelândia. No Brasil, é 

sabida a existência de rebanhos infectados inclusive no Ceará, mas a real situação sanitária não é 

bem documentada. Possui como característica um longo período de incubação com ausência de 

manifestações clínicas e lenta produção de anticorpos. Para a detecção desta enfermidade, testes 

laboratoriais sensíveis são de grande importância para um dianóstico inicial. Neste contexto, 

muitos testes já foram empregados, sendo a IDGA, até hoje, o recomendado pela OIE. No 

entanto, por ser um teste de baixa sensibilidade seu uso já é questionável. O objetivo do presente 

trabalho foi padronizar o Dot-ELISA, comparando-o com a IDGA. Para tanto, produziu-se 

antígeno viral (cepa K1514) e a partir da padronização realizada, testou-se 246 amostras de soro 

ovino. Os testes (Dot-ELISA x IDGA) foram comparados estatisticamente, tendo o Dot 

apresentado uma sensibilidade superior a IDGA  e uma concordância de 93, 9 %. O Dot-ELISA, 

portanto, é um teste recomendado para o diagnóstico da Maedi Visna, por apresentar além das 

características citadas,  boa praticidade, sendo de fácil execução e rápido. 

Palavras-chave: Maedi Visna, IDGA, Dot-ELISA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

The Maedi Visna is a disorder typical of sheep, but can infect also goats. It is spread worldwide, 

except in Australia and New Zealand. In Brazil, it is known that there are infected herds even in 

Ceara, but the real health situation is not well documented. It characteristic as a long period of 

incubation with absence of clinical manifestations and slow production of antibodies. For the 

detection of this disease, sensitive laboratory tests are of great importance to a dianóstico 

original. In this context, many tests have already been employed, and the IDGA, until today, 

recommended by the OIE. However, as a test of low sensitivity its use is questionable. The goal 

of this work was standardizing the dot-ELISA, comparing it with the IDGA. For this, it is 

produced viral antigen (strain K1514) and from the standardization held, tested is 246 samples of 

serum sheep. The tests (ELISA Dot-x IDGA) were compared statistically, the Dot presented a 

sensitivity than IDGA and a concordance of 93.9%. The dot-ELISA, therefore, is a test 

recommended for the diagnosis of Maedi visna, by presenting the characteristics mentioned 

above, good practical, and easy implementation and fast. 

Keywords: Maedi visna, IDGA, Dot-ELISA 
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1.INTRODUÇÃO 

 

Os Lentivírus ocasionam doenças degenerativas de progressão lenta. Fazem parte 

deste gênero o Vírus Maedi Visna (MVV) e o Vírus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV), que 

acometem ovinos e caprinos, respectivamente, registrando-se, ainda, a infecção cruzada (Pisoni et 

al., 2005). As principais características dos lentivírus são a capacidade de se manter em latência 

por longos períodos e a infiltração de células mononucleares em órgãos-alvos, como pulmões, 

articulações, glândula mamária e sistema nervoso central (Pasick, 1998).  

A porta de entrada do vírus em países livre do agente é a comercialização não 

criteriosa de animais e germoplasma, visto que a entrada destes não só insere o vírus, como, este 

serve como disseminador do microorganismo. 

Os lentivirus têm capacidade de permanecer em latência por muitos anos, podendo 

permanecer, inclusive assintomáticos por toda a vida, por esta razão, torna-se inviável realizar um 

diagnóstico exclusivamente clínico. Neste contexto, são utilizados os testes diagnósticos 

baseados na sorologia (métodos de detecção indireta), aos quais incluem o ELISA (Enzyme 

Linked Immunosorbent Assay), a imunofluorescência indireta e a IDGA (Imunodifusão em Gel 

de Agarose). 

A IDGA é um teste amplamente utilizado para fins de triagem, sendo o indicado pela 

OIE em programas de controle. Tem como característica o fato de sua especificidade (E) ser bem 

superior a sensibilidade(S), requerendo, ainda, de 48 a 72h para obtenção do resultado final (OIE, 

1996). Como exemplo de um programa bem sucedido utilizando esta estratégia diagnóstica, 

destaca-se o PCAEV- implantado pela Embrapa Caprinos (Embrapa ,1996).  

Além das técnicas citadas, pode-se citar, também, os métodos de diagnóstico direto 

como a PCR (Reação em Cadeia de Polimerase) que requer equipamentos caros, além de exigir 

maiores cuidados acerca de contaminações, muito embora seja mais sensível que as provas 

anteriormente citadas. É fato, entretanto, que todos os testes apresentam suas vantagens e 

desvantagens (Andrés et al., 2005). 

O Dot Blot, também conhecido como Dot-ELISA, Dot immunobinding assay, Dot-

Blot ELISA é um teste alternativo e viável já padronizado por Pinheiro (2001) para o diagnóstico 

da CAEV. Este exame baseia-se na utilização de uma membrana de nitrocelulose (MN) como  
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suporte de revelação da reação antígeno (ag) - anticorpo (ac), que se dá por meio da formação de 

cor, apresentando S e E semelhante ao ELISA. Devido à praticidade com possibilidade de 

realização em campo, o fato de não requisitar equipamentos sofisticados e por ser um diagnóstico 

rápido, pois o resultado é obtido em 1,5 hora torna-se interessante e necessário testá-lo para 

Maedi Visna (MV).  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 MAEDI VISNA 
 
 

O Vírus Maedi Visna (MVV) pertence ao gênero Lentivírus, família Retroviridae, 

subfamília Orthoretroviridae (Lentivirinae) (ICTV, 2006). É considerado, juntamente com o 

CAEV, como protótipo dos Lentivírus de Pequenos Ruminantes (LVPR) (Callado et al., 2001). 

Está relacionado, ainda, com os vírus da imunodeficiência bovina, anemia infecciosa eqüina, 

imunodeficiência símia, imunodeficiência felina e imunodeficiência humana (Brodie, 1992).  O 

primeiro relato da existência dos LVPR se deve a Sigurdson (1954), na Islândia, o qual descreveu 

as sintomatologias atribuídas ao MVV. Destaca-se, no entanto, que a existência da MV é 

conhecida há muitos anos, havendo relatos que datam de 1915 (Marsh, 1923 apud  Pasick, 1998).  

Atualmente, pertence a lista B de doenças de notificação obrigatória da OIE. 

Ressalta-se, entretanto, que Sigurdson (1954), em sua descrição, considerou Maedi e 

Visna como sendo dois vírus distintos, sendo que Maedi era considerada um agente indutor de 

sintomatologias relacionadas ao pulmão e Visna a quadros clínicos nervosos. Hoje se considera 

ambos como pertencentes a mesma cepa (Straub, 2004).   

A denominação Maedi Visna varia com a região geográfica, sendo conhecida como 

pneumonia progressiva ovina (OPP) nos Estados Unidos, La Bouhite, na França e Zwogerzieckte, 

na Holanda (Straub, 2004). 

O ciclo viral é dependente da maturação de monócitos em macrófagos, podendo 

demorar anos até sua manifestação clínica, a qual é mais evidente em animais velhos.  

CAEV e MVV estão, atualmente, distribuídas em todo mundo (Pasick, 1998). No 

caso de MV, ressalta-se que a Nova Zelândia e a Austrália são países nos quais jamais houve 

registro da presença deste agente nos rebanhos (OIE, 2005). Na tabela 01 estão relacionados os 

países onde a MV foi relatada no ano de 2004. 
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Alemanha Iraque 

Andorra Irlanda 

Argentina Islândia 

Áustria Ilhas Virgens 

Bélgica Letônia 

Bulgária Luxemburgo 

Canadá Namíbia 

República Checa Noruega 

Chile Países Baixos 

Chipre Polônia 

Dinamarca Portugal 

Eslováquia Reino Unido/ Grã Bretânia 

Espanha Romania 

Estados Unidos da América São Tomé e Príncipe 

Finlândia Sudáfrica 

França Suécia 

Grécia Suíça 

Hungria  

  

Quadro.01: Países que registraram a presença do MVV no ano de 2004 na OIE 
 (Handistatus II /2004  http://www.oie.int/hs2/ci_annee.asp) 
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2.2 AGENTE ETIOLÓGICO 

 

 

2.2.1 MORFOLOGIA E BIOLOGIA DO MVV 
 
 

A morfologia do MVV é semelhante a dos demais retrovírus. Apresenta espículas 

distribuídas em sua superfície, as quais chegam a 8 nm de comprimento. O vírus é composto de 

proteínas (60%), lipídios (35%), carboidratos (3%) e RNA (2%). É sensível a agentes químicos 

como: formaldeído, éter, clorofórmio, tripsina e ribonucleases, porém é resistente a 

desoxiribonucleases pelo fato de não possuir DNA. Pode ser inativado a 56 0C por 10 minutos, 

porém tem sua infecciosidade mantida por até cinco meses, suportando, ainda processos de 

congelamento (Borderías, 2004) (Fig. 02). 
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.Figura 01: Morfologia do MVV (Borderías, 2004) 
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São vírus envelopados, os quais possuem além do envelope (fosfolipídico) - 

resultante da fusão do vírus a membrana plasmática da célula hospedeira no momento de saída do 

vírus (mimetismo viral) - um nucleocapsídeo, um nucleóide (concêntrico) e uma matriz protéica. 

Têm diâmetro que varia de 80 a 100 nm (ICTV, 2006).  

Os Lentivírus são molecularmente classificados em quatro grupos (A-D) (Shah, 

2004a): 

- Grupo A ( subtipos A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7): mais relacionados ao MVV 

- Grupo B (subtipos B1 e B2): relacionados ao CAEV 

- Grupo C e grupo D: ainda não totalmente descritos por terem sido caracterizados através de 

poucos isolados e apenas pela seqüência do gene pol. 

As diferentes cepas conferem características distintas ao vírus, existindo aquelas 

rápidas, caracterizadas pelo rápido efeito citopático (fig. 01) e elevados índices de replicação, com 

conseqüentes sintomas mais severos da enfermidade. Há, ainda, cepas mais lentas, as quais 

apresentam características contrárias as citadas anteriormente, levando, inclusive, ausência de 

sinais clínicos (Borderías, 2004). As cepas laboratoriais replicam melhor em culturas de 

fibroblastos e as cepas isoladas de tecidos infectados provenientes de animais doentes multiplicam-

se mais eficientemente em macrófagos (Narayan et al., 1993). 

                             

 

Figura 02: Efeito citopático (ECP) provocado pela ação do MVV em células de membrana sinovial caprina. A área 
destacada corresponde a um sincício formado em que pode observar a presença de nucléolos. 
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2.2.2 ORGANIZAÇÃO GENÔMICA 

 

 

No MVV, molecularmente existem genes que controlam todo o processo de 

replicação viral. Segundo Clements ; Payne (1994), o processo patológico advindo da infecção 

lentiviral se deve às características genéticas dos vírus. Ainda neste trabalho, os autores afirmam 

haver grupos de genes codificando as proteínas virais, bem como determinando o tropismo do 

vírus. 

A organização gênica do MVV inclui a presença das ORFs (open reading frames), 

que agrupam os genes tat, rev e vif (Narayan et al., 1993), os quais codificam proteínas 

reguladoras (Clements; Payne, 1994). Na estrutura gênica ainda são incluídos os genes: gag, que 

codifica proteínas do capsídeo; pol, responsável pela codificação de proteínas, como a TR 

(transcriptase reversa) e env, codificador das gp (glicoproteínas) do envelope viral (Zaha, 2000). 

Existem, ainda, as LTRs (long terminal repeat), que possuem as regiões U3 e U5 (Zaha, 2000).  

As LTRs localizam-se nas extremidades, sendo regiões não codificadoras, mas que apresentam 

elementos promotores da transcrição, sendo que as regiões 5� LTR e 3�LTR  servem como ponto 

de início e término do processo (Clements; Payne, 1994). Estas regiões estão implicadas na 

habilidade do vírus em sofrer replicação em células distintas, contribuindo, assim, para o 

estabelecimento do tropismo celular (Clements; Payne, 1994; Agnarsdóttir et al., 2000) (Fig 03). 

 

Proteínas do gene gag (Borderías, 2004): 

- p25 (CA): proteína da cápside viral;  

- p14 (NC): proteína da nucleocápside viral;  

- p17 (MA): proteína da matriz, cuja função é unir o cápsideo ao envelope. 

 

Proteínas do gene pol (Borderías, 2004): 

- TR: faz a transcrição do RNA em DNA; 

- Protease: atua nos precursores das proteínas, promovendo a maturação do vírus; 

- Integrase: promove a união do DNA viral ao DNA da célula hospedeira; 

- UTPase: previne a ocorrência de mutações. 
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Figura 03: Estrutura gênica do Vírus Maedi Visna 

 

Proteínas do gene env (Borderías, 2004): 

- Produz a glicoproteína gp 160, a qual se divide na gp 135 (glicoproteína de superfície) e 

gp 44 (transmembrânica, que associada a gp 135, forma a estrutura de superfície viral). 

A gp 135 é responsável pela interação do vírus à célula hospedeira. Devido ao 

processo de liberação do vírus, no qual ao ser expelido da célula, carrega consigo parte da 

membrana plasmática da mesma, ocorre o fenômeno do mimetismo viral. Este fenômeno confere 

ao vírus a capacidade de não ser reconhecido como uma partícula estranha, favorecendo ao 

mecanismo de escape.  

 

  

2.2.3 CICLO DE REPLICAÇÃO DO  MVV  

 

 

O vírus MV apresenta um tropismo preferencial pelos monócitos, os quais 

amadurecem transformando-se em macrófagos. Portanto, o ciclo de vida do MV está diretamente  
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relacionado a maturação dos monócitos, em virtude da ativação de fatores específicos nos 

macrófagos. Assim, os monócitos infectados circulam livremente até se fixarem nos tecidos, onde 

maturam, sem serem identificados pelo sistema imune, num mecanismo denominado �cavalo de 

Tróia� (Borderías, 2004). 

Quando maduros, os macrófagos infectados apresentam altos índices de replicação 

viral., existindo regiões que apresentam fatores contribuintes ao processo de replicação. A LTR 

do vírus apresenta regiões denominadas AP1 e AP2, indutores da transcrição viral. Além destas, 

há ainda as proteínas Jun e Fos, presentes no núcleo de macrófagos e que agem diretamente 

nestas regiões estimulando a transcrição viral.  (Narayan at al., 1993). Segundo Brodie et al. 

(1995), entretanto, todas as células podem ser infectadas pelo MVV, mas a infecção (ocorrência 

do ciclo viral completo) pode estar limitado a alguns tipos de células, visto que foi detectado a 

presença de RNA viral em vários tipos celulares atípicos ao processo infeccioso conhecido. É 

provável que a não infecção dos linfócitos seja devido a ausência de receptores (Gendelman et 

al., 1986). 

O MVV segue o ciclo de vida dos demais retrovírus. Inicialmente, o vírus se liga a 

célula-alvo por meio da interação com receptores celulares específicos. Quando encontra o 

receptor, o vírus se adere membrana plasmática da célula hospedeira, sendo adsorvido e  

decapsidado, liberando seu RNA no citosol, o qual é transcrito por meio da TR. O RNA, já 

transcrito em DNA viral, entra no núcleo da célula e com o auxílio da enzima integrase se acopla 

ao DNA da mesma na forma de DNA proviral (DNAp). A partir daí o núcleo promove a 

formação de RNA mensageiro que vai atuar nos locais de produção de proteína da célula para 

que os mesmos produzam proteínas virais. Durante dois ou três dias o DNAp é replicado, 

podendo haver, ainda, a transcrição do mesmo, produzindo RNA para novos genomas virais e 

para codificar proteínas do capsídeo e do envelope. A liberação do vírus ocorre quando este se 

encontra pré-formado. Nesta etapa, o vírus adere a membrana plasmática da célula hospedeira 

(Narayan et al., 1993; Tortora et al., 2000) e é liberado, levando em seu envelope não só 

glicoproteínas virais, como da célula (Fig.03). O intenso processo de liberação do vírus pela 

célula pode levar a sua destruição.  
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Figura 04: Ciclo viral. 01 e 02: representam a aproximação e adsorção do vírus; 03: fusão do vírus a membrana da 
célula; 04: liberação da nucleocápside; 05: retrotranscrição; 06: entrada do DNA e integração ao genoma da célula; 
07: transcrição; 08: tradução; 09: transcrição do RNA genômico; 10: brotamento e 11: amadurecimento viral 
(Borderías et al., 2004). 
 

2.2.3 RESPOSTA IMUNE  

 

 

Tanto a resposta humoral, como a celular podem ser ativadas pela infecção (Bruland, 

2003), tendo ação estimuladora ou bloqueadora no desenvolvimento do ciclo viral. É fato, ainda, 

que a resposta imune não consegue eliminar a infecção (Borderías, 2004). 

Na resposta humoral se destacam os anticorpos neutralizantes, ressaltando-se, ainda, a 

existência de anticorpos antifusionais (Narayan et al., 1993). A resposta celular regula a resposta 

humoral e ativa macrófagos (Borderías, 2004). 
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2.2.3.1 RESPOSTA IMUNE HUMORAL 

 

 

Os anticorpos neutralizantes têm a habilidade de prevenir a infecção nas células, 

tendo ação inclusive sobre os hospedeiros já infectados, retardando a replicação viral (Narayan et 

al., 1993). Os anticorpos neutralizantes além de promoverem a seleção de variantes (mutantes) 

virais acabam, também, colaborando para os mecanismos de evasão do vírus ao sistema 

imunológico do hospedeiro (Kennedy-Stoskopof ; Narayan, 1993). Estudando os mecanismos de 

ação deste tipo de anticorpo, os mesmos autores verificaram que estas moléculas têm uma 

afinidade por suas células-alvo (macrófagos) superior à atração dos anticorpos ao vírus, 

facilitando, assim, a persistência viral no hospedeiro. Outro aspecto observado foi o de que os 

anticorpos neutralizantes agem inibindo a ligação dos vírus aos receptores celulares (adsorção 

viral). 

Anticorpos antifusionais impedem a fusão de células infectadas e não-infectadas ou 

suceptíveis à infecção (Narayan et al., 1993). Crane et al. (1988) estudando os mecanismos de 

ação dos anticorpos anti-fusionais e neutralizantes, verificaram que estes agem de forma diferente 

um do outro apresentando, inclusive, diferenças nos epítopos em que agem. Os anticorpos anti-

fusionais apresentam cinética destinada de maneira que conferem ao vírus duas vias de entrada 

no hospedeiro: pela fusão ou pela penetração e infecção viral. Ainda, segundo estes autores, os ac 

anti-fusionais desempenham mais eficientemente a função de proteção contra a infecção pelo fato 

de que, ao contrário dos ac neutralizantes, não necessitam de um longo período de incubação, 

agindo, assim, de forma mais rápida, bloqueando a ação viral.  

Kajikawa et al. (1990), verificou que após duas semanas de inoculação, surgiram os 

primeiros anticorpos, os quais foram direcionados a proteína p25, seguido pelos anticorpos 

direcionados a p16 e p25 e pela glicoproteína gp105. Singh et al. (2006) verificaram a presença 

de anticorpos contra a p25, p16, p14 nos dias 24, 45 e 100 dias pós inoculação com MVV 

respectivamente. 
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2.2.3.2 RESPOSTA IMUNE CELULAR 

 

 

A progressão lenta típica das lentiviroses é conseqüência da resposta imune 

desencadeada pelos linfócitos B e células T, porém não são capazes de barrar a replicação e 

disseminação viral (Bird et al., 1993). 

Agem neste tipo de resposta, os complexos de histocompatibilidade principal (MHC) 

I e II (Borderías, 2004): 

- MHC I: expresso por meio de reconhecimento do antígeno presente no citosol 

celular sendo, então, reconhecidos pelas células CD8+, as quais destroem as células 

infectadas. 

- MHC II: ao se encontrarem com as células apresentadoras de antígeno (células 

dendríticas, macrófagos e linfócitos B) e quando há a formação do complexo antígeno- 

MHCII são liberados estímulos para a proliferação dos linfócitos T (que se diferenciam 

em CD8+) e linfócitos B. 

As células CD4 agem na produção de ac, bem como na manutenção dos níveis de 

células CD8, desempenhando, portanto, um papel importante no desenvolvimento e controle da 

resposta imune (Torstenisdottir et al., 2007). As células CD4 e os linfócitos B desempenham a 

função de controle da infecção vírica pelo fato de secretarem tanto citocinas, como anticorpos 

(Erikson et al., 1999).    

As células CD8+ podem aumentar ou diminuir o aparecimento de lesões. Quando 

interagem com macrófagos infectados lisando-os, estimulam a liberação de citocinas e a 

formação de lesões. Por outro lado, na ocorrência da lise dos macrófagos infectados, há uma 

redução da carga viral e retardamento da formação de lesões (Narayan et al., 1993). 
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2.4 PATOGENIA E ASPECTOS CLÍNICOS 

 

 

Os lentivírus contornam os mecanismos da resposta imune e causam lesões 

imunomediadas (Brodie et al., 1998). 

Nem todos os animais infectados desenvolvem sintomas clínicos de MV (Sota, 2004). 

Embora Maedi e Visna sejam considerados como pertencentes a mesma cepa (Straub, 2004), é 

sabido que os sintomas são distintos. Maedi corresponde às seguintes manifestações: tosse, 

dispnéia, perda de peso, mastite e/ ou artrite. Visna corresponde a sintomatologias nervosas 

(Straub, 2004). É fato, entretanto, que os aspectos relacionados a Maedi são mais comuns 

(Chistodoulopoulos, 2006). Em ambos os quadros, a morte ocorre até dois anos após o início dos 

sintomas. Além disso, mesmo não causando imunodepressão, existem microorganismos que 

infectam paralelamente o animal e que evidenciam o quadro clínico, quando há uma identidade 

com o órgão-alvo do vírus, como, por exemplo, a presença de helmintos pulmonares (Straub, 

2004). Os sintomas da doença podem aparecer juntos ou alternadamente (Brodie et al., 1998). 

 

 

2.4 EPIDEMIOLOGIA  

 

 

2.4.1 MAEDI VISNA NO BRASIL 

 

 

No Brasil o primeiro isolamento foi feito por Moojen et al. (1986). A EMBRAPA e a 

UECE têm feito levantamentos sorológicos no Ceará, que indicaram a presença de Maedi Visna 

na região (Teixeira et al.,1998). Em levantamento sorológico realizado por Almeida et al. (2003), 

de uma amostra de 60 animais destinados ao abate na região metropolitana de Fortaleza, 31,67% 

foram diagnosticados como soropositivos para MV.                 
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O primeiro isolamento do vírus em cultivo de células foi realizado por Almeida et al. 

(2001) de um ovino proveniente de Maranguape, região metropolitana de Fortaleza. O animal 

soro reagente pela IDGA teve macrófagos co-cultivados com fibroblastos e o ECP característico 

teve seu início com 48 horas seguido de lise após 12 dias. 

Os registros mais expressivos relacionados aos LVPR são direcionados a região 

Nordeste (NE). Os levantamentos sorológicos no Brasil acerca da MV ainda são muito 

incipientes (Castro;  Melo 2001).  

Gouveia et al. (2003) afirmaram ser a CAE uma enfermidade amplamente 

disseminada no Brasil, porém a Maedi Visna, pelo menos até 1999, tinha seus registros restritos a 

alguns estados da região NE. Ainda em 2003, Gouveia e colaboradores analisaram ovinos e 

caprinos de Minas Gerais no tocante aos LVPR, verificando na ocasião que 5,9 % dos 2350 soros 

caprinos estudados e 7,7 % dos soros ovinos eram positivos, respectivamente ao CAEV e ao 

MVV. 

Araújo et al. (2004), analisando ovinos provenientes de abatedouros da região 

metropolitana de Fortaleza, verificaram que 4,96 % dos 222 animais eram positivos ao MVV. 

Primo et al. (2005) estudaram 415 amostras de ovinos oriundas da região Norte do 

Ceará e concluíram que 4, 96 % eram positivas. 

Assis et al. (1994) pesquisando a existência de anticorpos contra LVPR em Minas 

Gerais, Rio de Janeiro, Bahia e Ceará, encontraram uma prevalência de 33,33 %; 29,70 %; 12,82 

% e 27,47 %, respectivamente. 

Silva (2003) analisou amostras de soro ovino no estado do Rio Grande do Norte, 

verificando, na ocasião, que das 315, 21,3 % foram positivas a MV. 

Costa et al. (2007) investigaram a presença de LVPR em 558 soros ovinos no estado 

de Pernambuco, verificando a presença de 1,07 % de amostras positivas. Ainda em PE, Oliveira 

et al. (2006) analisando, também, amostras de soro caprino e ovino provenientes de abatedouros, 

notificaram que 3,8 % e 5,2 %, respectivamente eram positivos a CAEV e a MV. 

Tal escassez de dados reflete a necessidade de serem realizados inquéritos 

sorológicos no intuito de saber as reais condições sanitárias dos rebanhos ovinos nacionais, 

contribuindo, até mesmo, para um impulso na cadeia produtiva.   
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2.4.2 TRANSMISSÃO E FATORES PREDISPONENTES A INFECÇÃO 

 

 

Em se tratando de transmissão dos LVPR, existem duas grandes vias: horizontal e 

vertical. 

A transmissão vertical inclui a transmissão intrauterina e transplacentária, a qual, 

segundo Blakclaws et al. (2004) são difíceis de ser avaliadas devido os resultados serem muito 

divergentes. 

Para Legianagoikoa et al. (2006) a transmissão horizontal representa maior risco de 

infecção que a via vertical no tocante ao colostro. A transmissão horizontal, ainda, envolve o 

contato direto ou indireto entre os animais, o sêmen, o meio ambiente, a via iatrogênica e 

produtos de origem animal (Blakclaws et al. 2004). 

IDADE: A soroconversão aumenta com a idade até quatro anos, sendo tal fato ainda 

não entendido. Uma das possíveis explicações seria a capacidade dos ovinos mais novos em 

controlar a infecção, ao contrário dos mais velhos, que já sofreram estresses decorrentes dos 

sistemas de exploração produtiva a que são submetidas (Legianagoikoa et al., 2006). Ainda 

segundo estes autores, fêmeas lactantes são mais suceptíveis a infecção por MVV por estarem 

imunocomprometidas. 

COLOSTRO: É visto como um grande responsável pela a infecção em animais mais 

novos, neste contexto, metodologias preventivas tem sido aplicadas, como a substituição do 

colostro ovino pelo bovino e o tratamento térmico.  Estes tipos de práticas têm sido estudado 

(Álvares et al., 2005; Álvares et al., 2006). Os resultados revelaram que tais procedimentos não 

barraram a infecção, sendo que estes métodos impedem o estímulo das defesas naturais 

provenientes da salivação durante a mamada e a desativação de algumas proteínas colostrais com 

atividade anti-viral durante a pasteurização. Segundo estes autores a contribuição do colostro 

proveniente de cabras infectadas e ministrado aos cordeiros em codições naturais, tem pouco 

efeito no aumento da soroprevalência. Além disso animais alimentados com colostro bovino 

soroconverteram quando misturados aos cordeiros alimentados de forma natural. Vale ressaltar,  
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ainda, que Preziuso et al. (2004) demonstraram a importância da transmissão colostral, sendo o 

intestino delgado e os linfonodos mesentéricos sítios de entrada do vírus. 

RAÇAS: Alguns estudos sugerem a relação da suceptibilidade de algumas raças ao 

MVV, porém não conseguem chegar a conclusões válidas pelas metodologias empregadas. 

Fatores como o número de amostras, características genéticas, formas de exposição, tipo de cepas 

e suas respectivas doses e métodos de exposição são alguns dos entraves para um maior 

entendimento (Brodie et al., 1998). 

MANEJO: O manejo também merece especial atenção, visto que quando inadequado 

age facilitando a proliferação viral (Ayelet et al., 2001), a qual varia entre países e regiões 

(Leginagoikoa et al., 2006). Alguns estudos indicam, ainda, que o nível de contaminação do 

rebanho, assim como o grau de contato entre os animais é determinante na proliferação viral no 

rebanho (Leginagoikoa et al., 2006).  

Além disto cita-se, ainda, a comercialização de produtos de origem animal, como 

forma de disseminação do vírus, incluindo o uso de sêmen contaminado.Num trabalho realizado 

por De La Concha Bermejillo et al. (1986), foi detectada a presença de MV no sêmen em animais 

infectados por Brucella ovis, assim como em caprinos, sem nenhum infecção concomitante 

(Andriolli et al., 1999). 

 

2.5 CONSEQÜÊNCIAS ECONÔMICAS 

 

 

Os cuidados advindos da necessidade de se controlar, ou mesmo erradicar, a MV são 

decorrentes, principalmente, das conseqüências econômicas. Já instalada nos rebanhos, sobretudo 

aqueles destinados à produtividade leiteira e criados em regime intensivo e semi-intensivo, o 

vírus dissemina-se, provocando sintomatologias que afetam a produtividade e reprodução animal. 

Quadros sintomatológicos caracterizados, economicamente, pela baixa produção leiteira aliada a 

queda na qualidade do mesmo, baixo peso dos cordeiros ao nascer e pouco ganho de peso dos 

animais, mesmo com a manutenção do apetite, ocorrem com animais infectados por MVV. Keen 

et al. (1997) afirmaram que a queda na produtividade é efeito direto da ação viral, sendo,  
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indiretamente, responsável pela alteração negativa na capacidade de gestação das ovelhas.Já os 

parâmetros reprodutivos e comportamentais tanto de machos quanto de fêmeas caprrinos não têm 

sido obeservado nenhum efeito negativo dos LVPRs (Andrioli et al, 2002). 

Segundo Peterhans et al. (2004), são poucas as informações acerca das perdas 

econômicas decorrentes de LVPRs e, além disso, são contraditórias, mas é fato que há influências 

nos parâmetros relacionados à produção. 

A queda na produção leiteira advém não só de lesões decorrentes do MV, mas, 

também devido a diminuição do metabolismo, que é conseqüência da perda de peso 

(Chistodoulopoulos, 2006). O animal consegue manter o apetite, mas não metaboliza o alimento 

e, portanto, não possui elementos que favoreçam a produção de leite. O que é produzido, além de 

ser em pouca quantidade e baixa qualidade, ainda possui uma quantidade aumentada de células 

somáticas (Peterhans et al. 2004). 

 

 

2.6 MAEDI VISNA E OS CÓDIGOS INTERNACIONAIS 

 

 

Num mercado cada vez mais exigente quanto a critérios sanitários, em se tratando do 

comércio de animais e, por conseqüência, de seus produtos, torna-se importante efetuar um 

controle eficiente destas enfermidades. Dois dos maiores entraves no rastreamento dos animais 

infectados são a soroconversão tardia e a latência das manifestações clínicas. Na prática, animais 

afetados nem sempre são detectados como positivos visto que, muitas vezes, não produzem um 

volume de ac detectáveis pelos testes sorológicos.  

Ayelet et al. (2001) relataram que a entrada da MV na Etiópia teria sido em virtude da 

introdução de raças exóticas provenientes do Reino Unido e de Israel. Sihnovenen et al. (1999) 

destacaram a necessidade de haver um controle no tocante a testes periódicos e restrição a 

movimentação de animais. Demonstraram, ainda, que na Finlândia os resultados dos testes em 

animais são de suma importância já que, em muitos casos, os animais analisados não 

apresentavam sinais clínicos da doença. 
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Para a OIE é necessário, durante as realizações de compra e venda de animais, que os 

países exportadores apresentem um certificado internacional em que seja especificado o status 

sanitário do rebanho quanto a Maedi Visna. Neste documento, deverão constar garantias de que, 

pelo menos, nos últimos três anos não tenha havido casos de MV (OIE, 2005). Para a OIE, 

reconheça um rebanho como livre da doença é necessário: 

- que o rebanho esteja localizado em uma região livre da doença 

- que nos últimos cinco anos não tenha sido registrado nenhuma evidência da 

presença de animais infectados 

- que todos os casos de MV sejam notificados e as suspeitas invetigadas  

- ovinos com idade superior a três anos sejam negativos a MV por até cinco anos 

- que ovinos introduzidos sejam provenientes de áreas que estejam certificadas como 

livres da MV nos últimos cinco anos 

- todo material biológico para fins reprodutivos seja certificado como provenientes de 

animais livres da doença  

O MERCOSUL (Mercado Comum do Sul) também faz exigências sanitárias 

seguindo, em linhas gerais, o que a OIE recomenda. De acordo com as resoluções 65/94 e 66/94 

do MERCOSUL, os países que integram o bloco devem ser criteriosos quanto ao país de origem 

dos animais, exigindo, inclusive a negatividade dos testes há, pelo menos, três anos, em acordo 

com as resoluções 65/94 e 66/94 (Pinheiro, 2001). 

O Brasil possui o Programa Nacional de Sanidade Caprina e Ovina, que aborda o 

Plano Nacional de Vigilância de Sanidade Caprina e Ovina, o qual fornece as diretrizes sanitárias 

relacionadas a caprinovinocultura, no tocante as lentiviroses. Este plano estabelece a IDGA como 

teste de rotina e o western blotting como alternativa nos casos de duvidosos (BRASIL, 2004a; 

BRASIL, 2004b). 

A implantação de programas de controle/ erradicação são ações que necesitam de 

suporte financeiro alto. Segundo Pinheiro et al. (2006) o custo de cada teste IDGA, ELISA E 

Dot-Blot para CAE são US$ 0.67; US$ 1.00 e US$ 1.22 para o IDGA, Dot Blot e ELISA 

indireto, respectivamente., respectiamente e os mesmos necessitam ser realizados semestralmente 

ou anualmente de acordo com o programa e a evolução do mesmo.  
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2.7 TESTES  DIAGNÓSTICOS 

 

 

Para a escolha do teste diagnóstico duas características devem ser observadas: S e E. 

Segundo Soares (2001), sensibilidade refere-se a porcentagem de indivíduos verdadeiramente 

infectados que o teste está  habilitado a qualificar como positivo. Ainda segundo este autor, a 

especificidade corresponde a porcentagem de indivíduos sabidamente negativos e que o teste 

reconhece como negativo. Para as LVPR não existe um padrão ouro (Peterhans et al., 2004) 

porém a grande quantidade de testes existentes e o sucesso dos programas de controle, refletem a 

eficácia dos testes disponíveis.  

Existem métodos diretos e indiretos de detecção do vírus. Os métodos diretos 

incluem o isolamento viral, imunofluorescência direta, imunofluorescência indireta, 

imunoperoxidase, microscopia eletrônica, hibridização dos ácidos nucléicos e PCR. Os métodos 

sorológicos estão inclusos nas formas de detecção indireta, visto que se baseiam não na 

percepção do patógeno, mas nos ac que eles estimulam a formar no organismo. Os indiretos 

incluem Dot-Blot, ELISA, aglutinação em látex, soroneutralização, fixação do complemento, 

inibição da hemaglutinação, imunodifusão e radioimunoensaio (Wize et al., 2005). 

O diagnóstico laboratorial é importante não só nos casos em que há ausência de 

manifestações clínicas, como, também, é utilizado para o diagnóstico confirmatório (OIE, 2005).  

Várias técnicas, por vezes, mais sensíveis são, no entanto, mais laboriosas. Estas 

dificuldades incluem a aquisição de equipamentos sofisticados, equipe treinada, execução 

demorada, cuidados com contaminações, além do fato de serem geralmente caras. Neste contexto 

inserem-se técnicas como a PCR. Assim como o western blotting, usado para confirmar 

resultado, no caso de dúvidas (Houwers; Schaake, 1987). 

Em se tratando de MV, é sabido a utilização de muitas técnicas, para a identificação 

do vírus, entre as quais incluem-se: isolamento viral (Brodie et al., 1995), PCR (Brodie et al., 

1995; Leginagoikoa et al., 2006), ELISA (Houwers et al., 1982;  Howers & Schaake, 1987; 

Brodie et al., 1995; Pinheiro, 2001; Hermann et al., 2003ab; Dantas, 2004; Leginagoikoa et al.,  
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2006), IDGA (Knowles et al., 1994; Abreu, 1996; Abreu et al., 1998; Pinheiro, 2001; Lara et al., 

2002; Reischaka et al., 2002; Araújo et al., 2004; Dantas, 2004), imunofluorescência indireta 

(Reishack et al., 2004; Lara et al., 2002), imunohistoquímica (Brodie et al., 1995; Preziuso et al., 

2004), hibridização in situ (Brodie et al., 1995; Preziuso et al., 2004), fixação do complemento 

(Houwers et al., 1982) e histopatologia (Brodie et al., 1995).Entre os testes sorológicos, os mais 

comumente utilizados são a IDGA e o ELISA (OIE, 2005). A IDGA é o teste mais usado para o 

diagnóstico das LVPR, sendo este recomendado pela OIE para uso em programas de erradicação. 

Ocasionalmente produz resultados falso-negativos (Knowles, 1997). Outro teste bastante 

utilizado é o ELISA, sobretudo o ELISA indireto, o qual é mais sensível que o IDGA, entretanto 

mais oneroso.   

O Dot-ELISA vem sendo utilizado no estudo e diagnóstico de enfermidades tanto 

humana quanto em animais domésticos em diferentes áreas como parasitologia, bacteriologia e 

virologia. Nas viroses desenvolveu-se Dot-Blot para dengue (Branch ; Levet.,1999) Sarampo 

(Vaz de lIma et al., 1994), Caxumba (Leonardi et al., 1990), New Castle ( Roy ; Venugopalan, 

1999), Língua azul (Afshar et al., 1992), Adenovirose (Ribas Antunez et al., 1996), Encefalite 

Oeste Eqüina (Boctor et al., 1989), CAEV (Pinheiro, 2001; Pinheiro et al., 2006). Este teste 

apresenta vantagens quanto a confiabilidade e rapidez. 

 

2.7.1 IDGA  

 

 

A IDGA é um teste padrão recomendado pela OIE. Tem sido utilizado há bastante 

tempo nos programas de controle e erradicação das LVPR. E, embora sua baixa sensibilidade, 

tem se mostrado bastante eficiente nestes casos. Devido a soroconversão tardia e a formação lenta 

de anticorpos, existe a possibilidade de ocorrer resultados falso-negativos, já que para a formação 

das linhas de precipitação, são necessárias várias interações ag-ac. Este teste não requer a 

utilização de aparelhagem sofisticada. É utilizado por muitos autores como um teste de triagem 

de rebanhos em experimentos que visam separar animais positivos e negativos (Williams-Fulton;  
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Simard, 1989) ou mesmo para efeito de comparação em projetos de padronização de novas 

técnicas (Pinheiro, 2001). 

Sua utilização como teste de triagem permite ter um panorama sobre o status sanitário 

do rebanho de uma dada região. Tem sido empregado, portanto, em muitos trabalhos 

epidemiológicos (Sihvonen et al., 1999; Ayelet et al., 2001; Karanikolau et al., 2001). A baixa 

sensibilidade do teste, entretanto, está diretamente ligada a qualidade dos reagentes utilizados, 

sobretudo, o antígeno. A utilização de antígeno homólogo para a detecção de anticorpos contra 

determinado vírus torna o teste mais sensível (Knowles et al., 1994; Abreu et al., 1998). 

 

 

 

2.7.2 DOT ELISA 

 

 

 Técnica baseada na sensibilização de membranas de nitrocelulose com ag e posterior 

adição de um ac marcado com peroxidase, para ocorrência de reação e revelação com formação 

de cor. O princípio é semelhante ao ELISA, no entanto, não requer aparelhagem sofisticada 

(Pinheiro, 2001; Pinheiro et al., 2006). Apresenta, ainda, uma sensibilidade superior a IDGA e 

uma praticidade que o torna, nestes termos, mais vantajoso que o ELISA. 

Existem vários trabalhos que fazem uso de Dot Blot para diagnóstico. Entre estes 

trabalhos pode-se citar o realizado por Georgieva et al. (2002), que utilizou esta metodologia para 

o diagnóstico do reovírus aviário. Segundo estes autores, o teste foi econômico, de fácil 

elaboração, sendo, ainda, sensível. Herbeling et al., (1987) realizaram um Dot-Immunobinding 

para diagnóstico do vírus da raiva, que, mais uma vez, mostrou, além das características 

supracitadas, a vantagem de utilizar ag viral inativado. Lin ; Halbert (1986) realizaram o Dot-

ELISA para diagnóstico do citomegalovírus, no qual eles afirmaram que este é um teste flexível, 

podendo ser realizado com o número certo de membranas, equivalendo com o de amostras, 

evitando desperdícios. Além disso, o suporte do aparelho é feito de plástico hidrofóbico,  
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impedindo que as substâncias (ag, ac, tampões) possam extravasar de um poço para outro, 

provocando reações cruzadas. Estes autores relatam, ainda, perspectivas acerca do uso do Dot- 

ELISA para diagnóstico de vários microorganismos, ao mesmo tempo, utilizando o mesmo 

suporte. 

Pode ser usado como método quantitativo, quando se deseja verificar a concentração 

do ag, ou, ainda, como qualitativo separando amostras em positivas ou negativas (Pinheiro, 

2001). 

No trabalho realizado por Herbeling et al. (1988), no qual se comparou o Dot Blot ao 

ELISA, registrou-se uma concordância de 93 % dos resultados. É sabido, porém, que a 

sensibilidade de ambos os testes é semelhante ao ELISA. Este dado foi confirmado por Pinheiro 

(2001), o qual utilizou o vírus completo na realização do Dot. Neste trabalho, Pinheiro obteve um 

grau de concordância de 90, 2 % (p < 0,001) entre o ELISA-i e o Dot Blot. Este autor utilizou o 

vírus completo para detecção de ac, contribuindo para superioridade com relação a IDGA e na 

semelhança com o ELISA, em termos de sensibilidade.  

Segundo Herbeling ; Kalter (1986), existe uma necessidade constante por testes mais 

rápidos, sensíveis e específicos com fins diagnósticos. Ainda segundo estes autores, testes, como 

o ELISA, que requerem o uso de poliestireno ou outros materiais de baixa capacidade para 

detectar proteínas não são bons. Towbin et al. (1979), afirmam que o uso de nitrocelulose em 

técnicas como o western blotting apresentam uma melhor capacidade para detectar substrato. 

A estabilidade que a membrana confere ao ag, após a aderência do mesmo, 

proporciona sua conservação por um período prolongado a temperatura ambiente, viabilizando o 

uso deste teste em campo (Herbeling ; Kalter, 1986). 

Todas estas características foram comprovadas por Pinheiro (2001), que padronizou o 

Dot-Blot para o diagnóstico da CAEV.  
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3. JUSTIFICATIVA 

 

 

Atualmente os pesquisadores procuram padronizar testes eficazes, rápidos e práticos para o 

diagnóstico das LVPR. A escolha do(s) método (s) diagnóstico (s) para as lentiviroses é um 

aspecto relevante na medida em que uma das características desta doença é a soroconversão 

tardia. Testes sensíveis devem ser o de escolha para diagnóstico, já que resultados falso- 

negativos podem tornar os animais fonte de dispersão viral. No caso da Maedi-Visna, doença 

vinculada a ovinos, torna-se necessário desenvolver ou mesmo padronizar técnicas já existentes 

para diagnosticar o mais rápido e preciso possível à enfermidade, barrando a disseminação do 

vírus. As perdas econômicas são grandes, decorrentes de falhas reprodutivas, morte, diminuição 

da produção láctea e perda de peso dos animais. Por isso o controle da doença é necessário, 

dependendo da sensibilidade e especificidade dos testes utilizados no diagnóstico inicial (Dantas, 

2004). A IDGA, teste amplamente utilizado apresenta-se como uma alternativa eficaz, na medida 

em que possui baixo custo e alta especificidade. Questiona-se, porém, que a baixa sensibilidade 

deste teste o torna eficaz apenas para aqueles animais que já estão soroconvertidos, com índices 

de ac elevados, sendo pois, ineficaz para aqueles que soroconvertem tardiamente, ou que 

possuem baixas quantidades de ac. Neste contexto, outros testes podem ser usados, como o 

ELISA, o western blotting e até mesmo, a PCR. O Dot-Blot  é um teste já desenvolvido para 

diagnosticar patologias virais como reovírus aviário (Georgieva et al., 2002), HIV ( Herbelling et 

al., 1988), bem como a Artrite Encefalite Caprina (Pinheiro, 2001; Pinheiro et al., 2006), no 

entanto, não se encontrou na literatura registros da utilização desta técnica para diagnóstico da 

Maedi Visna. Em virtude da alta sensibilidade, especificidade e um custo baixo (Pinheiro et al., 

2006), torna-se interessante testá-lo para Maedi Visna.  
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4. HIPÓTESE CIENTÍFICA 

 

O Dot ELISA é um teste que apresenta uma sensibilidade e especificidade superior ao 

IDGA para o diagnóstico da MV.  
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5. OBJETIVOS GERAIS 

 

Padronizar o teste Dot-ELISA  para o diagnóstico sorológico da Maedi Visna 

 

 

5.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

1. Produzir antígeno do vírus Maedi Visna para testes imunoenzimáticos; 

2. Avaliar o perfil protéico e antigênico do antígeno do MVV; 

3. Padronizar o teste Dot-ELISA para o diagnóstico do MVV; 

4. Comparar o teste DE com IDGA em termos de sensibilidade, especificidade. 
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MAEDI-VISNA VÍRUS: PRODUÇÃO DE ANTÍGENO, ANÁLISE PROTÉICA E 
ANTIGÊNICA.  
 

Maria Alzira do Carmo Aragão1, Raymundo Rizaldo Pinheiro2, Alice Andrioli3, Francisco Selmo 

Fernandes Alves3, Andréa Alice da Fonseca Oliveira3, Maria Fátima da Silva Teixeira4 

 
 
RESUMO 
 
A Maedi-Visna é uma doença persistente, progressiva e debilitante em ovinos causada por 

lentivírus que resulta primariamente em pneumonia intersticial e pode estar associada a mamite e 

encefalite. Várias pesquisas apresentam distintas informações sobre as características 

morfológicas, imunológicas e genotípicas do Vírus da Maedi-Visna. Este trabalho teve como 

objetivo produzir antígeno a partir do vírus Maedi-Visna total para utilização em ensaios 

imunoenzimáticos. Na produção do antígeno foram utilizados cultivos primários de células de 

membrana sinovial caprina, infectados com amostra padrão (MVV-K1514). As suspensões virais 

foram tituladas e o antígeno semipurificado pela precipitação em PEG (polietilenoglicol) e 

ultracentrifugação. Para a avaliação do antígeno foram realizadas eletroforese em gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE) e Western Blotting (WB) A SDS-PAGE de origem viral e do meio 

de cultivo resultou em várias bandas protéicas. No WB constatou-se a presença de sete proteínas 

imunogênicas de pesos moleculares aproximados de 16, 27, 35, 50, 42, 63 e 123 kDa. Destas, três 

proteínas (16, 27 e 50 kDa) apresentaram boa reação imunogênica. O trabalho abre perspectivas 

da utilização de testes imunoenzimáticos com maior sensibilidade para lentivírus ovino. 

Palavras Chave: Lentivirose, Ovino, Diagnóstico, Proteínas. 
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MAEDI-VISNA VIRUS: ANTIGEN PRODUCTION, PROTEIN AND ANTIGENIC 

ANALYSIS  

 

SUMMARY 

The Maedi-Visna is a gradual debilitating and persistent illness of sheep caused by lentivirus that 

results primarilly in interstitial pneumonia.  The main objective of this work was to produce 

antigen from the total Maedi-Visna virus for use in imunoenzymatic assays.  In the production of 

the antigen had been used primary cells cultured from sheep sinovial membrane goat by 

"explant" followed of co-culture of the cells.  The viral suspension used sample standard (MVV-

K1514).  For the evaluation of antigen were performed Eletroforesis in poliacrylamida gel of 

(SDS-PAGE), Western Blotting (WB) and Enzyme Linked Immunosorbent Assay had been 

carried through (ELISA).  The SDS-PAGE of viral origin and the cultured medium resulted in 

some proteins bands.  In the WB it was observed presence of seven immunogenic proteins of 

approximately molecular weights 88, 70, 56, 36, 27, 18 and 14 kDa. Three proteins (27, 36 and 

56 kDa) had presented a good immunogenic reaction. The whole antigen produced also presented 

excellent result in the ELISA system.  This work follows research perspectives in the use of 

imunoenzimatic tests with better sensitivity to lentivirus in sheep. 

Key Words: Lentiviruses, Maedi-Visna, Diagnostic, Proteins. 
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INTRODUÇÃO 

A Maedi-Visna é uma infecção persistente de ovinos, causada por lentivírus, 

resultando primariamente em pneumonia intersticial, podendo apresentar mamite e encefalite 

associadas. Segundo McGuire et al. (1990), existem várias cepas deste lentivírus diferindo na 

virulência e antigenicidade. Várias pesquisas demonstram a caracterização de antígenos dos 

lentivírus (Dahlberg et al. 1981; Davies et al. 1997).   

Segundo Knowles (1997), diversos testes de ELISA foram desenvolvidos para a 

detecção de anticorpos para lentiviroses de pequenos ruminantes (LVPR), onde são empregados 

tanto antígenos nativos como recombinantes. Houwers et al. (1982) desenvolveram um ELISA 

para a detecção de anticorpos para o MVV com um antígeno parcialmente purificado, 

compararam com a imunodifusão em gel de agarose (IDGA) e o teste de fixação de complemento 

(FC), e verificaram que todas as amostras positivas na IDGA, FC ou ambas também foram 

positivas no ELISA.  Houwers & Schaake (1987) utilizaram anticorpos monoclonais para p27 do 

MVV num ELISA sanduíche de bloqueio com dois anticorpos ("double antibody sandwich 

blocking - DAS blocking") e os resultados foram comparados com aqueles obtidos na IDGA e no 

ELISA-i. A nova técnica, denominada de CTB-ELISA, foi altamente específica e tão sensível 

quanto IDGA e ELISA-i.  

A eficiência dos programas sanitários de controle da Lentivírus de pequenos 

ruminantes depende da sensibilidade e especificidade dos testes utilizados no diagnóstico inicial, 

da freqüência de sua utilização, no monitoramento sorológico das medidas implantadas e nos 

manejos utilizados no rebanho. Para realização periódica de testes sorológicos dos rebanhos, a 

técnica de IDGA é empregada mundialmente como método de triagem e monitoramento das fases 

iniciais de programas de controle, mas apesar da boa especificidade, a IDGA pode apresentar  



 

 48 

resultados falso-negativos (Knowles, 1997). Testes sorológicos com maior sensibilidade devem 

ser utilizados quando ocorrer redução substancial da quantidade de animais soropositivos, 

testados por IDGA, e ainda, quando a taxa de soroconversão no rebanho, apesar de baixa, for 

mantida (Embrapa, 1996). Segundo Schroeder et al. (1985), a IDGA não é muito sensível além 

do tempo de estima para sua realização e leitura, principalmente em grande quantidade de 

amostras. Em decorrência deste aspecto, distintas modalidades de testes imunoenzimáticos têm 

sido desenvolvidas para a detecção de anticorpos contra lentivírus de pequenos ruminantes, 

utilizando antígenos nativos ou recombinantes (Knowles, 1997). Este trabalho teve como objetivo 

produzir antígeno para ensaios imunoenzimáticos preparado a partir do vírus Maedi-Visna total e 

analisá-lo quanto ao perfil protéico e antigênico.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Cultivo de células  

Para produção de suspensões e titulações do lentivírus ovino (LVO), foram utilizados 

cultivos primários de células de membrana sinovial caprina (MSC) obtida por �explant� a partir 

de cordeiro comprovadamente negativo para LVPR, seguido de sub-cultivos por tripsinização das 

células (Pinheiro, 2001), totalizando um número limitado a 17 passagens. 
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Vírus, titulação e suspensão viral 

Na produção da suspensão viral utilizou-se amostra padrão do vírus da Maedi-Visna -

Cepa K15145 com título inicial de 104,3 dose infectante em cultura de tecido/ml (TCID/mL). 

Monocamadas semiconfluentes (90 a 95% de confluência) de Membrana Sinovial Caprina (MSC) 

(11ª passagem) cultivadas em garrafas roller de 830 cm2 de superfície de cultivo, foram 

inoculadas, 72 a 96 horas após passagem, com 15 mL de suspensão viral contendo 200 doses 

formadora de sincício (DFS)/mL diluída em meio essencial mínimo (MEM) sem soro fetal 

bovino (SFB). Após 60 minutos adicionaram-se 135 mL de MEM com 5% de SFB. As garrafas 

foram incubadas a 37ºC em estufa (5 % de CO2), sendo observadas diariamente para averiguar a 

evolução do processo. Coletou-se o sobrenadante semanalmente por três vezes ou até a destruição 

de 75% da monocamada. Os sobrenadantes coletados, bem como as garrafas contendo 

sobrenadante da última coleta foram congeladas a �80ºC para posterior titulação e produção do 

antígeno. As suspensões virais foram tituladas em microplacas, por diluições decimais em MEM 

sem SFB, utilizando-se oito repetições por diluição. A cada 50L da diluição da suspensão de 

células de MSC contendo 3,0 x 104 células/cm2  foi adicionado 50L de vírus. Foram mantidos 

poços com controle positivo (células de MSC e LVO) e negativo (células de MSC e MEM). As 

microplacas foram incubadas em estufa a 37ºC com 5% de CO2 durante 14 dias com observação 

diária do efeito citopático (ECP) característico. Após este período, a suspensão de células foi 

fixada em metanol e corada com cristal violeta a 0,1%. O título, calculado segundo Reed & 

Muench (1938), definido como a recíproca da maior diluição que apresentou, 14 dias após 

inoculação, sincícios em 50% dos poços inoculados, correspondendo a uma DFS (Castro, 1998).  
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Purificação do vírus e produção do antígeno  

Na produção do antígeno, os sobrenadante das coletas iniciais e o conteúdo das 

garrafas mantidos congelados foram submetidos a dois ciclos de congelamento e 

descongelamento e então clarificados por centrifugação a 3300g em rotor Sorvall GSA a 4°C por 

20 minutos. A suspensão clarificada foi precipitada com PEG-8000 a 40%, até a concentração 

final de 8%, por 18 h a 4oC, sob lenta agitação, seguida de nova centrifugação a 4oC a 12000g em  

rotor Sorvall GSA por 60 min (Reis & Leite, 1994). O sedimento foi ressuspenso em TNE (10,0  

mM Tris-HCl, pH 7,4; 10,0  mM NaCl; 1,0 mM EDTA) na proporção de 10% do volume original  

da suspensão viral e ultracentrifugado em colchão de sacarose (25% em TNE) a 32500g por 120 

min a 4oC (Houwers et al., 1982). O sedimento foi suspenso em PBS (0,05M; 1,5M NaCl; pH 

7,4) contendo 0,20mM de phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) na proporção de 0,5% do 

volume inicial.  

 

Dosagem de proteína, Eletroforese ,SDS-PAGE e Western Blotting (WB)  

A concentração de proteína total foi determinada segundo Bradford (1976) e o 

antígeno mantido a -20ºC até a realização dos ensaios laboratoriais. O antígeno purificado foi 

submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) utilizando mini-gel6 com 4 % de 

gel de concentração e 12 % de gel de separação, acompanhado com padrão broad-range (10 � 200 

kDa)7 (Laemmi, 1970). O perfil eletroforético foi determinado nas amostras de antígeno diluídas 

em tampão de amostra (SDS 10%; glicerol 20%; azul de bromofenol 0,2%; 0,5M Tris-HCl, pH  

 

                                                                                                                                                                                            
5 Amostra viral oriunda do Laboratoire Associé de Recherches sur les Petits Ruminants � INRA � ENVL - France. 
6 Mini-Protean II Cell - Bio-Rad 
7 Broad-range 10-200kDa Protein Ladder. Gibco  
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6,8) aquecendo a mistura a 100ºC por 3 minutos. As proteínas do gel foram coradas usando azul 

de Comassie, segundo Harlon & Lane (1988).  

No WB, as proteínas do antígeno, inicialmente separadas por SDS-PAGE, foram 

transferidas do gel para membrana de nitrocelulose8 (MN) através do trans-blot9 em tampão de 

transferência, por 60 minutos a 100 volts e 350 mA. Após a transferência para MN as proteínas 

foram bloqueadas com solução de bloqueio (PBS Tween 0,3%) por 60 minutos e lavadas com 

solução de lavagem (PBS Tween 0,05%) por três vezes, cinco minutos cada. O soro positivo do 

kit comercial10 para diagnóstico do Maedi-Visna foi diluído (1:50) adicionado as MN e incubado 

por 90 minutos a 37°C. Após a incubação as MN foram lavadas seguindo o mesmo processo 

citado anteriormente e foi colocado conjugado coelho anti-cabra peroxidase diluído (1:1500) em 

PBS, por 60 minutos. As MN foram novamente lavadas com PBS Tween 0,05% por três vezes, 

cinco minutos cada e com PBS, duas vezes, cinco minutos cada. A MN foi colocada em solução 

de DAB/4-Cloronapthol (solução A- 12 mg de Diaminobenzidine11 em 12mL de PBS, solução B- 

5mg de 4-Cloronapthol12 adicionado a 2 mL de metanol mais 10 mL de PBS). Misturou-se as 

duas soluções e acrescentou 10L de H2O2 a 30% por aproximadamente 15 minutos ao abrigo da 

luz. No final, a reação foi finalizada através da lavagem das MN com água destilada. Todas as 

etapas, com exceção da revelação, foram realizadas sob agitação. 

 

                                                           
8 Membrana de nitrocelulose Dura-blottm, com poro de 0,45m.SIGMA. 
9 Trans-blot  - Bio-Rad 
10 Caprine Arthritis-Encephalitis/Ovine Progressive Pneumonia Antibody Test Kit. Veterinary Diagnostic Technology,Inc - 
USA. 
11 3,3´-Diaminobenzidine (DAB) - Sigma 
12 4-Cloro-1-Naphto - Sigma 
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RESULTADOS   

A produção do antígeno do vírus total da Maedi-Visna resultou em volume de 2,0 mL   

apresentando a quantidade de proteína de 2,5 g/L. Em eletroforese (figura A) verificou-se 

várias bandas protéicas 10g nas canaletas. As proteínas tinham pesos moleculares variando de 

16 kDa a 123 kDa.  

No imunoblotting (figura B), quando utilizou-se uma quantidade de 10 g na canaleta 

observou-se sete proteínas imunogênicas, com os pesos moleculares aproximados de 16, 27, 35, 

50, 42, 63 e 123kDa. Entretanto, a banda de peso molecular aproximado de 16 kDa e 27 kDa 

foram as que apresentaram maior reação imunogênica, seguida pela proteína p50. As bandas de 

peso molecular de 35, 42, 63 e 123 kDa também apresentaram uma boa reação imunológica. 

Quando utilizou-se soro negativo não verificou-se bandas protéicas imunogênicas pela 

inexistência de ligações. 

 

 

DISCUSSÃO 

Na quadro 1 estão listadas várias proteínas antigênicas encontradas em alguns 

trabalhos para os Lentivírus de Pequenos Ruminantes.  

Segundo Kwang & Cutlip (1992) a glicoproteína transmembrânica (gp44) e a 

proteína do capsídeo (p27) são os principais determinantes antigênicos dos lentivírus ovinos, o 

que corrobora em parte com os achados neste trabalho, pois neste verificou-se a presença da p27.   

Torfason et al. (1992) numa revisão sobre polipeptídios em lentivírus ovino relataram 

que muitos trabalhos têm sido realizados para determinar o número de polipeptídios,  
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nomenclatura em termos de peso molecular e glicosilação dos polipeptídios. Salientam, ainda, 

que o número de polipeptídios reportados para o vírus Maedi-Visna maduro varia de 10 a 25. 

Neste trabalho descreve-se que os três gag polipeptídios dos lentivírus ovinos são p14, p16 (que 

pode ser designado como p15 ou p16), e a principal proteína do caprídeo p25 (designada como 

p25, p26, p27, p28 e p30). A banda de 35kDa é um precursor (Pr35), que de acordo com Sonigo 

et al. (1985) pode ser a gp39. A existência da gp44 (reportada como 44kDa, 45kDa ou 46kDa) é 

bem documentada. Tem sido relatadas a p50 ou gp51, tanto quanto o precursor Pr55 gag. A 

70kDa tem sido reportado uma glicoproteína (gp70) como também um monômero da 

transcriptase reversa. A p80 e a gp90 (reportada como gp92) foram descritas (Hasse & Baringer, 

1974; Cheevers et al., 1988). Um polipeptídeo fosforilado (gp90) pode possivelmente ser parte da 

transcriptase reversa. Relatam-se, também, a gp105 e a gp135 (descrita como gp115, gp140 ou 

gp145).  Finalmente existem os precursores:  Pr150 gag-pol (ou Pr175gag-pol) e o gPr150 gag-

pol (ou gPr175 gag-pol). Fevereiro & Barros (2004), identificaram as proteínas relacionadas ao 

isolado P1OLV, tendo registrado a ocorrência da Pr55Gag, p16, p14, Pr160GagPol, p30, gp150, 

gp125 e gp 41. A proteína de peso molecular aproximado 123 kDa detectado pelo immunoblot 

neste trabalho está relacionada ao precursor Pr160GagPol. Com o lentivírus caprino (LVC) os 

relatos são semelhantes.   

Dahlberg et al. (1981) estudando proteínas do vírus MVV e CAEV realizadas em 

eletroforese num mesmo gel encontraram perfis protéicos diferentes. As proteínas do MVV 

(MVV K1514) encontradas neste trabalho, na SDS-PAGE e immunoblot, foram relatadas na 

literatura. Torfason et al. (1992) relatam que alguns antígenos, especialmente as glicoproteínas, 

são sensíveis ao tratamento sofrido na purificação. Relatam também, que no início dos testes 

immunoblot e ELISA comerciais para o diagnóstico do lentivírus humano (HIV)                        os  
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Quadro 01. Polipeptídeos encontrados nos LVPR segundo vários autores. 

 Autores (ano) Vírus Teste Proteínas encontradas (kDa) 

Dahlberg et al. 

(1981) 

CAEV 

MVV 

Imunoprecipitação CAEV � gp155, gp140, p63, p51, p28, p17, p14 

MVV- gp155, gp135, gp105, p56, p46, p27, p15, 

p13,5 

Johnson et al. 

(1983) 

CAEV Imunoprecipitação 

Immunoblot 

gp135, gp90, gp70, p46, p43, p28, gp15, p13 

gp125, gp90, p45, p28, p15 

Gogolewski et al. 

(1985) 

CAEV Imunoprecipitação gp135, gp92, gp70, gp45, p28, p19, p16, p14 

Cheevers et al. 

(1988) 

CAEV Imunoprecipitação Pr150 env, gp 135, Pr90env, Pr55 gag, Pr47 gag , 4 

polipeptídios entre 30-47k, p28, p16 e p14 

Torfason et al. 

(1992) 

MVV Immunoblot MVV-gp135, várias bandas (0-100kDa), p35, 

p25, p16, p14 

Hullinger et al. 

(1993) 

CAEV Imunoprecipitação gp135, complexo 90, Pr46 gag, gp38, p14 

Davies et al. (1997) CAEV Immunoblot gp135, gp90, p70 , p56, gp45, p32, p19  

Pinheiro (2001) CAEV Immunoblot p145, p48, p27, p19 

Varea (2001) MVV Immunoblot p14, p17, p25, gp46 

    

 

Quadro 1 -  Polipeptídeos encontrados nos LVPR segundo vários autores. 
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glicopolipeptídeos eram pobremente expressados, provavelmente devido a perda destes durante a 

preparação. Ozyoruk et al. (2001) verificaram no immunoblot que anticorpos monoclonais 

reagiram com glicoproteína de superfície do vírus CAEV-63 seguidos de desnaturação somente 

na ausência de agente redutor, indicando que as pontes dissulfeto intramolecular foram essenciais 

para a integridade do epitopo.  
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Fig A: Eletroforese de antígeno 
do vírus da Maedi-Visna cepa K1514.

Figura B � Immunoblotting do antígeno do 
vírus da Maedi-Visna. Verificou-se a presença 
de sete bandas com reação imunogênica
sendo as três mais reagentes de peso 
molecular aproximado de , 16, 27 e 50 KDa . 
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DESENVOLVIMENTO E PADRONIZAÇÃO DO DOT-ELISA PARA O DIAGNÓSTICO 

SOROLÓGICO DA MAEDI-VISNA 

Maria Alzira do Carmo Aragão13, Raymundo Rizaldo Pinheiro14, Ronaldo Pereira Dias15, Alice 
Andrioli Pinheiro16, Tânia Valeska Medeiros Dantas17, Maria Fátima da Silva Teixeira18 

 

RESUMO 

Atualmente para o diagnóstico dos Lentivírus de Pequenos Ruminantes muitos testes são 

empregados, sendo que a IDGA é o teste padrão. Para o controle destas lentiviroses, o 

diagnóstico inicial é de grande importância e, para tanto, a sensibilidade e especificidade do teste 

empregado são características relevantes. Com isso, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o 

Dot ELISA (DE) frente à IDGA no diagnóstico da Maedi Visna. Inicialmente, produziu-se 

antígeno viral completo através do cultivo de células de membrana sinovial caprina, inoculadas 

com a cepa K1514 do vírus com um título 10-4,2TCDI50/mL. Testes de padronização do DE foram 

realizados e mediante os resultados obtidos, utilizou-se como concentração ótima de antígeno 

0,25 ug /poço. Avaliou-se 246 amostras de soro ovino e compararam-se os resultados a IDGA. 

A sensibilidade do DE foi de 100 % e a especificidade 93,75% , sendo a concordância de 93,9%. 

Observou-se diferença significativa entre os resultados (p < 0,05). O DE é mais sensível que a 

IDGA e portanto, abre perspectivas para seu uso em testes de triagem, auxiliando nos processos 

de trânsito, comercialização de animais e no controle sanitário. 

Palavras-chave: Maedi Visna, Dot-ELISA, IDGA, sensibilidade, especificidade. 
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ABSTRACT 

 

Currently for the diagnosis of Lentivírus of Small Ruminants many tests are employed, and that 

the IDGA, is the pattern. To control these lentiviroses, the initial diagnosis is of great importance, 

and to this, the sensitivity and specificity of the test are used features. With this, the objective of 

this study was to evaluate the Dot ELISA (DE) opposite the IDGA the diagnosis of Maedi visna. 

Initially, produced viral antigen is complete through the cultivation of cells of synovial 

membrane goats, inoculated with the strain K1514 virus with a title 10-4,2 TCDI50/mL. Tests were 

performed for the standardization and on the results obtained, used as optimum concentration of 

antigen 0.25 ug / well. Evaluated is 246 samples from sheep serum and the results are compared 

to IDGA. The sensitivity of the DE was 100% and specificity 93, 75%, with the concurrence of 

93.9%. There was significant difference between the results (p <0.05). The DE is more sensitive 

to the IDGA and therefore opens up prospects for its use in tests for screening, helping in the 

process of transit, and the marketing of animal health control. 

  

Keywords: Maedi visna, Dot-ELISA, IDGA, sensitivity, specificity 
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INTRODUÇÃO 

 

Os Lentivírus de Pequenos Ruminantes (LVPR) determinam, geralmente, doenças 

degenerativas de progressão lenta. Fazem parte deste gênero o Vírus Maedi Visna (MVV) e o 

Vírus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV), que acometem ovinos e caprinos, respectivamente, 

registrando-se, ainda, a infecção cruzada (Pisoni et al., 2005). Estes vírus estão distribuídos 

mundialmente (Pasick, 1998), exceto Austrália e Nova Zelândia, no caso da Maedi Visna (OIE, 

2005).  

O ciclo de vida dos LVPR está diretamente relacionado a maturação dos monócitos, 

em virtude da ativação de fatores específicos nos macrófagos, assim, os monócitos infectados 

circulam livremente até se fixarem nos tecidos, onde maturam, sem serem identificados pelo 

sistema imune, num mecanismo denominado �cavalo de Tróia� (Borderías, 2004). 

Tanto a resposta humoral, como a celular podem ser ativadas pela infecção (Bruland, 

2003), tendo ação estimuladora ou bloqueadora no desenvolvimento do ciclo viral. 

Os cuidados advindos da necessidade de se controlar, ou mesmo erradicar, a LVPR 

são decorrentes, principalmente, dos efeitos econômicos. Num mercado cada vez mais exigente 

quanto a critérios sanitários, em se tratando do comércio de animais e, por conseqüência, de seus 

produtos, torna-se importante efetuar um controle eficiente destas enfermidades. Dois dos 

maiores entraves no rastreamento dos animais infectados por LVPR são a soroconversão tardia e 

a latência das manifestações clínicas, o que torna inviável a realização de um diagnóstico 

exclusivamente clínico. 

Entre os testes sorológicos, os mais comumente utilizados são a IDGA (Imunodifusão 

em Gel de Agarose) e o ELISA (Enzime Linked Immunosorbent Assay) (OIE,2005). A IDGA é o  
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teste mais usado para o diagnóstico das LVPR, sendo este recomendado pela OIE para uso em 

programas de erradicação. No entanto, em se tratando de MV, é sabido a utilização de muitas 

técnicas, para a identificação do vírus, entre as quais incluem-se: isolamento viral (Brodie et al., 

1995), PCR (Brodie et al., 1995; Leginagoikoa et al., 2006), ELISA (Houwers et al., 1982;  

Howers & Schaake, 1987; Brodie et al., 1995; Pinheiro, 2001; Hermann et al., 2003ab; Dantas, 

2004; Leginagoikoa et al., 2006), IDGA (Knowles et al., 1994; Abreu, 1996; Abreu et al., 1998; 

Pinheiro, 2001; Lara et al., 2002; Reischak et al., 2002a; Araújo et al., 2004; Dantas, 2004), 

imunofluorescência indireta (Reishack et al., 2004; Lara et al., 2002), imunohistoquímica (Brodie 

et al., 1995; Preziuso et al., 2004), hibridização in situ (Brodie et al., 1995; Preziuso et al., 2004), 

fixação do complemento (Houwers et al., 1982) e histopatologia (Brodie et al., 1995). 

Para a escolha do teste diagnóstico duas características devem ser observadas: 

sensibilidade e especificidade. Além destas características, atualmente alia-se um interesse cada 

vez maior na elaboração de testes rápidos, práticos e de baixo custo.  

Objetivando-se o efetivo controle da MV torna-se, portanto, necessário desenvolver 

ou mesmo padronizar técnicas já existentes para diagnosticar o mais rápido e preciso possível à 

enfermidade, barrando a disseminação desta. Um teste que possa reunir estes aspectos é de suma 

importância na eficácia do diagnóstico e programas de controle e erradicação das LVPR.   

A IDGA é um teste simples, sobretudo pelo baixo custo, mas que no entanto já tem 

sido questionado pela baixa sensibilidade o que o torna eficaz apenas para aqueles animais que já 

estão soroconvertidos com índices de anticorpos elevados, sendo pois, ineficaz para aqueles que 

soroconvertem tardiamente, ou que possuem baixas quantidades de anticorpos.  

O Dot-Blot  é um teste já desenvolvido para diagnosticar patologias virais como 

reovírus aviário (Georgieva et al., 2002), HIV ( Herbelling et al., 1988), bem como a Artrite  
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Encefalite Caprina (Pinheiro, 2001; Pinheiro et al., 2006), no entanto, não se encontrou na 

literatura registros da utilização desta técnica para diagnóstico da Maedi Visna. Em virtude da 

alta sensibilidade, especificidade e um custo baixo (Pinheiro et al., 2006), torna-se interessante 

testá-lo para Maedi Visna. O objetivo deste trabalho foi padronizar o Dot-ELISA para o 

diagnóstico do MVV, comparando os resultados obtidos com o teste padrão da OIE (IDGA). 

 

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Produção de antígeno 

 

O vírus MV (cepa K1514) foi cultivado em células de membrana sinovial caprina (MSC) em 

meio essencial mínimo (MEM) com 5 % de soro fetal bovino (SFB), 10 % de gentamicina e 1 % 

de anfotericina B. A cultura inoculada com o vírus foi acompanhada durante 21 dias e as coletas 

dos sobrenadantes realizadas a intervalos de sete dias. O material foi clarificado por 

centrifugação a 3300g em rotor Sorvall GSA a 4°C por 20 minutos. Posteriormente, foi tratado 

com 8 % de polietilenoglicol 8000 (PEG 8000) a 40 % durante 18 horas a 4 0C e peletizado por 

centrifugação a 4oC a 12000g em rotor Sorvall GSA por 60 min (Reis & Leite, 1994). Nesta etapa 

o sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido em TNE (10,0 mM Tris-HCl, pH 7,4; 

10,0 mM NaCl; 1,0 mM EDTA) e centrifugado a 42500 g em colchão de sacarose em rotor 

Beckman SW41TI a 4 0C por duas horas (Houwers et al., 1982). Finalmente o pellet foi 

ressuspendido em PBS (0,05M; 1,5M NaCl; pH 7,4) e 10 % (do volume inicial) de  
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phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF). O antígeno foi submetido a dosagem de proteínas pelo 

método Bradford (1976) e   immunoblotting, tendo sido verificada a presença de sete bandas 

protéicas (16, 27, 35, 50, 42, 63 e 123 kDa) imunogênicas (dados não publicados). Como controle 

utilizou-se sobrenadante não inoculado e processado da mesma forma que o antígeno. 

 

Padronização do Dot-ELISA 

 

A dosagem de proteínas revelou uma concentração de 2,5 µg/ µl. A partir deste valor, realizou-se 

uma titulação do antígeno como forma de verificar a menor concentração capaz de promover a 

reação. Membranas de nitrocelulose19 foram colocadas no aparelho de dot20 e sensibilizadas com 

antígeno diluído em PBS (Na2HPO4 0,5 M; NaH2PO4  0,5 M; NaCl; pH 7,4) nas concentrações 

de 0,25; 0,5; 1,0 e 2 µg/ poço e secas durante dez minutos com jato de ar quente. Cada 

concentração foi feita em quadruplicata com duas réplicas para cada concentração. Após 

devidamente secas, foram, então, coradas com corante Ponceau�s e numeradas. A partir desta 

etapa foram divididas em dois grupos e submetidas a dois tipos de bloqueio. Grupo A, bloqueado 

com TTBS (Tris 20 mM; NaCl 500 mM, Tween 20 0,05 %, pH7,5) (Georgieva, 2002) por 15 

minutos e grupo B bloqueado com PBS-Tween 0,3 % por 40 minutos. Passados os respectivos 

tempos, as membranas foram lavadas duas vezes por dois minutos sob agitação lenta com PBS-

Tween 0,05 % e submetidas a duas diluições distintas (1:25 e 1:50) do soro positivo e soro 

negativo (ambos do kit comercial21) durante 30 minutos. Numa etapa seguinte, as membranas  

 

                                                           
19 Membrana de nitrocelulose SIGMA Dura-blottm, com poro de 0,45m. Cat. Nº N 9641 
20 Minifoldtm SRC-96  Marca: Schleicher & Schuell, INC. Keene, N.H. 
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foram novamente lavadas e incubadas com conjugado22 em duas diluições (1:10000 e 1:15000)  

durante 30 minutos. Passado este período, as membranas foram lavadas duas vezes com PBS-

Tween 0,05 %, duas com PBS e reveladas com 4 cloronaftol23  e diaminobenzidina (DAB)24. A 

reação ocorreu em um minuto e a reação foi parada com água destilada. Considerou-se como 

melhor resultado para efeito da padronização, a maior diluição do antígeno que apresentou 

melhor diferenciação visual de cor entre o soro positivo e o negativo. A partir deste resultado 

inicial, realizou-se um novo teste, no qual se avaliou o desempenho do fraco positivo (do kit 

americano), testando-se, ainda, as diluições de conjugado 1:10000, 1:15000 e 1:20000. Todas as 

etapas foram realizadas em estufa a 37 0C sob agitação constante. 

IDGA 

A metodologia utilizada foi a técnica de micro IDGA (MIDGA), padronizada por 

Gouveia (1994). Utilizando-se o kit comercial25. 

 

 Amostras 

Como universo amostral utilizou-se 246 amostras de sangue de ovinos provenientes 

de rebanhos do estado do Ceará. O sangue foi coletado em tubos Vacutainer , sem anticoagulante. 

Após a coleta, as amostras sanguíneas foram encaminhadas ao laboratório de virologia da 

EMBRAPA Caprinos, onde foram centrifugados a 3000 g por 10 minutos. Os soros foram, então 

identificados, armazenados em criotubos e conservados em freezer �20 oC, até a realização das  

                                                                                                                                                                                            
21 Caprine Arthritis-Encephalitis/Ovine Progressive Pneumonia Antibody Test Kit. Veterinary Diagnostic 
Technology, Inc, USA. 
22 Anti-goat IgG peroxidase conjugate � Sigma Cat. Nº A5420 
23 3,3´-Diaminobenzidine (DAB) � Sigma. Cat. Nº D 5637 
24  4-Cloro-1-Naphto � Sigma. Cat. Nº C 8890 
25 Caprine Arthritis-Encephalitis/Ovine Progressive Pneumonia Antibody Test Kit. Veterinary Diagnostic Technology, Inc, 

USA.  
 



 

 69 

análises. Todos os testes foram submetidos a dois avaliadores em momentos distintos. 

 

Análise Estatística 

 

Para efeito de calculo da sensibilidade e especificidade do Dot ELISA, utilizou-se como 

teste padrão para comparação a IDGA (recomendado pela OIE). Os resultados dos testes 

analisados quanto a sensibilidade, especificidade, VPP (Valor Preditivo Positivo), VPN (Valor 

Preditivo Negativo) e Índice Kappa, utilizado o programa Winepsicope 1.0. 

 

 

RESULTADOS 

 

Padronização do Dot ELISA 

 

Para o antígeno, todas as concentrações testadas reagiram especificamente com as 

diluições do soro utilizadas, revelando a possibilidade de utilização de qualquer título estudado 

para uso eficiente na execução dos testes. Entretanto, a concentração ótima considerada para 

efeito de padronização foi a de 0,25 ug/ poço de proteína viral. A melhor diluição do conjugado 

foi de 1:15000, a qual apresentou melhor distinção visual entre os soros controles positivo e 

negativo. Ambos os bloqueios tiveram o mesmo desempenho, tendo sido o bloqueio com TTBS o 

preferido em virtude de requerer, apenas 15 minutos de ação. 

O valor de diluição ótima dos soros empregados na realização dos testes foi de 1:50, 

entretanto, o Dot foi capaz de detectar as variadas diluições utilizadas (1:25; 1:50) (ver figs. 01 e 

02).  
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Fig. 02. Resultado das padronizações realizadas. Na vertical encontram-se as diluições de antígeno. Na horizontal 
encontram-se as diluições do soro, onde A= 1:50+; B= 1: 50-; C= 1: 25+; D= 1:25-. Bloqueio utilizado: TTBS. 
A área marcada corresponde a diluição ótima de antígeno e soro. 
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Fig. 01. Resultado das padronizações realizadas. Na vertical encontram-se as diluições de antígeno. Na 
horizontal encontram-se as diluições do soro, onde A= 1:25+; B= 1:25-; C= 1: 50+; D= 1:50-. Bloqueio 
utilizado: PBS 0,03 %. 
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Durante a análise dos 246 testes, foi possível verificar uma distinção precisa entre os 

soros positivo e negativo. Devido a utilização de controles positivos e negativos, o poço 

considerado positivo foi o que mais visualmente se distinguiu do padrão negativo. 

 

 

Comparação do Dot ELISA com a IDGA 

 

 

Os resultados da comparação dos testes são apresentados na tabela 01. Dos 246 soros 

analisados, 21 do total foram positivos ao Dot ELISA. O VPP do teste foi de 28,5 %, enquanto o 

VPN foi de 100 %, sendo que a sensibilidade e especificidade foram, respectivamente, 100 % e 

93,75 %. A IDGA detectou a presença de anticorpos para o MVV em apenas seis das amostras 

analisadas (2,4 %). A concordância observada entre os resultados foi de 93,9 %.  

Com relação a execução dos testes, verificou-se que ambos são de fácil realização, 

entretanto o tempo utilizado até a revelação dos resultados foi bem distinto. A IDGA requereu 48 

a 72 horas para a leitura, já o Dot ELISA precisou de, apenas, 1,5 horas entre a realização do teste 

e leitura, que neste caso é imediata. Ainda com relação a execução do teste, foi observado que 

ambos não requerem instrumentação cara para sua realização.  

O controle feito com o sobrenadante de células não inoculado e concentrado 500 

vezes não revelou qualquer reação em nenhum dos testes (dados não apresentados). 
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TABELA 01: Resultados obtidos no teste dos soros pelo Dot ELISA e IDGA* 

Resultados   

Dot ELISA IDGA No. (%) 

+ + 6 (2,4) 

- - 225 (91,4) 

+ - 15 (6,09) 

- + 0 

*Concordância  93,9 % 

 

DISCUSSÃO 

 

O DE foi mais sensível que a IDGA (p < 0,05) IDGA. Tal resultado pode ser 

explicado tanto pelo aspecto metodológico, pela utilização de membranas de nitrocelulose como 

suporte de fixação do antígeno viral, como, também, pelo tipo de antígeno empregado na 

realização dos testes. 

A IDGA, apesar de ser um teste amplamente utilizado, apresenta como desvantagem 

o fato de possuir baixa sensibilidade. Tal característica se deve, sobretudo, ao tipo de antígeno 

utilizado. O kit diagnóstico usado neste trabalho possui como proteínas antigênicas a p27 e a 

gp135 dos vírus da CAE e OPPV provenientes da América do Norte. A utilização deste antígeno, 

leva em consideração o fato de que as proteínas do capsídeo viral apresentam regiões 

conservadas para ambos os vírus (CAE e OPP) garantindo assim que mesmo com a presença de 

outra glicoproteína (gp135) variável seja possível detectar os anticorpos através de 

reconhecimento cruzado, através das regiões conservadas existentes (Grego et al., 2002). A  
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proteína p27 estimula uma forte produção de anticorpos (Brodie et al., 1998). Estas proteínas são 

específicas aos vírus relacionados, portanto apresentam alguma distinção entre as diversas cepas 

existentes. Reischak et al. (2002b) verificaram a necessidade de se produzir antígenos virais a 

partir de cepas nacionais e seus soros padrões, já que segundo os autores haveria a possibilidade 

de serem detectados maior quantidade de animais positivos, evitando a problemática dos 

resultados falso-negativos. 

Outro aspecto a ser enfocado é o fato dos animais infectados sofrerem alternância nas 

reações imunogênicas, variando de acordo com o estágio da infecção. Os animais que tiveram 

seus soros analisados, não possuíam sinais clínicos da doença, e não se sabia a partir de quando 

estes animais haviam sido infectados e, conseqüentemente, o estágio da infecção. Lacerenza et al. 

(2006) verificaram que ovinos infectados dirigem sua produção de anticorpos a diferentes 

epítopos. Ainda em 2006, Mordasini e colaboradores observaram haver uma relação direta entre a 

dose infectante e a soroconversão, sendo que os animais naturalmente infectados apresentam 

baixos níveis de anticorpos e lenta soroconversão. Além disto, ovinos infectados a mais tempo, 

tem a capacidade de produzir quantidades de anticorpos que favorecem a sua detecção 

(Leginagoikoa et al., 2006).  

O DE já é um teste bastante utilizado para o diagnóstico de diversas enfermidades. O 

princípio utilizado é bastante semelhante ao ELISA indireto, diferindo-se, apenas pela utilização 

de membranas de nitrocelulose, produzindo reações enzimáticas antígeno � anticorpo (Hibi & 

Saito, 1985). É um teste bastante simples, sendo de fácil execução. Ao contrário da IDGA, o 

tempo de execução deste teste é bastante curto, levando cerca de uma hora e meia entre a 

execução e a revelação dos resultados, porém, a IDGA, requer a subjetividade de um analisador. 

Mais uma vez sobrevém a importância de um antígeno para realização dos testes.  
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Neste trabalho, o Dot padronizado, fez uso do antígeno viral completo, sendo que a gp135 estava 

em baixos níveis no antígeno final após ultra-centrifugação. Isto ocorreu em virtude da 

concentração ter sido feita em colchão de sacarose, a qual retirou grande parte da gp no momento 

da ultra-centrifugação (Pinheiro et al., 2006). A utilização do vírus completo permite uma maior 

detecção dos animais positivos visto que possui uma maior quantidade de proteínas distintas, 

contornando a problemática da variação dos tipos de anticorpos durante a infecção. Esta 

constatação já foi verificada por outros autores. Naeen & Goyal (1990) analisando o uso de 

antígeno cru (sem a separação de proteínas específicas) para detecção do herpes vírus bovino, 

afirmaram que num processo de purificação, a especificidade do teste é garantida, entretanto a 

sensibilidade é comprometida pela falha na detecção de anticorpos contra outras proteínas não 

presentes no material purificado. Varea et al., (2001) através do acompanhamento pelo ELISA, 

verificaram que animais infectados apresentam diferentes níveis de anticorpos ao longo da vida, 

relacionando, na ocasião, que o aumento da sensibilidade do teste estava diretamente ligado aos 

títulos dos anticorpos específicos. 

Com o resultado do diagnóstico em 1,5 horas o DE padronizado na EMBRAPA 

Caprinos é o teste mais rápido para o diagnóstico da Maedi Visna, corroborando com Sulimenko; 

Dráber (2004) verificaram que utilização da membrana de nitrocelulose para a imobilização das 

proteínas antigênicas permite uma realização rápida dos testes. 

É de grande importância atualmente, a elaboração de técnicas que possam ser mais 

práticas, não onerosas e que apresentem bons resultados. Tais características já foram verificadas 

por outros autores (Naeen & Goyal, 1990; Georgieva et al., 2002; Lin & Halbert, 1986; 

Madhusudana et al., 2004; Sumi et al., 1999; Sulimenko & Dráuber, 2004; Pinheiro, 2001) É 

neste contexto que se insere o DE, revelando-se como uma alternativa a problemática sanitária  
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que envolve os processos de trânsito e comercialização dos animais.  

Frente aos resultados, o DE, por ser um teste mais sensível e rápido, surge como 

alternativa a um diagnóstico da MV. 
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8. CONCLUSÕES 

 

 

1. O DE é mais sensível e rápido que a IDGA para o diagnóstico sorológico da MV. 

 

2. O DE é um teste recomendado para o diagnóstico da MV. 

 

3. O uso do antígeno viral completo é uma alternativa na resolução da problemática da 

variação dos títulos de anticorpos.  

 

4. A utilização de antígeno viral completo oferece uma maior diversidade de proteínas 

imunogênicas, amplificando a capacidade de detecção de anticorpos.   
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9. PERSPECTIVAS 

 

 

1. A rapidez demonstrada na execução do DE permitirá a utilização do teste para diagnóstico 

imediato da MV em ovinos participantes de exposições. 

 

2. Suas características poderão ser ainda mais aprimorado, tornando o teste definitivamente 

independente de estrutura laboratorial e realizado em menor tempo, mediante algumas 

adaptações. 

 

3. Uma total independência laboratorial permitirá realização de um diagnóstico dinâmico, 

podendo ser realizados inquéritos sorológicos mais precisos e rápidos.  
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