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identificação pela PCR e inquérito sorológico no Estado de Pernambuco.
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RESUMO

Os pequenos ruminantes podem ser infectados por um grupo de vírus genericamente
denominado de Lentivírus de Pequenos Ruminantes (LVPR), que compreende vários isolados,
distribuídos em quatro grupos filogenéticos. Os vírus Maedi-Visna (MVV) e da Artrite Encefalite
Caprina (CAEV), originalmente, isolados de ovinos e caprinos, respectivamente, são os protótipos
dos dois grupos. O objetivo desse trabalho foi isolar, identificar amostra de LVPR e realizar
levantamento sorológico, em ovinos da raça Santa Inês. Através do co-cultivo de células de
membrana sinovial ovina e sangue periférico de um ovino soropositivo ao teste de IDGA foi
isolado LVPR, amostra BrPe2-01, identificada pelo aparecimento de sincícios nas monocamadas
e pela reação em cadeia da polimerase (PCR). A sorologia foi feita através do teste de Imunodifusão
em Gel de Agar (IDGA) em animais de 25 propriedades procedentes das regiões Agreste, Sertão,
Mata Meridional e Metropolitana do Estado de Pernambuco, totalizando 558 amostras. Os
resultados demonstraram sorologia positiva em 6 (1,07%) ovinos de 3 (12%) rebanhos estudados.
Concluiu-se que os ovinos da raça Santa Inês estão sendo infectados pelos LVPR, porém com baixa
prevalência.
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ABSTRACT

SMALL RUMINANT LENTIVIRUS IN SANTA INÊS OVINES: ISOLATION, IDENTIFICATION
BY PCR AND SEROLOGICAL SURVEY IN THE STATE OF PERNAMBUCO, BRAZIL. Small
ruminants can be infected by a group generically denominated as small ruminant lentiviruses
(SRLV), which comprehend several isolates, distributed into four phylogenetic groups. The
Maedi-Visna (MVV) and caprine arthritis encephalitis (CAEV) viruses, originally isolated from
ovine and caprine, respectively, are the prototypes of both groups. The objective of this work was
to isolate and identify an SRLV strain and carry out a serological survey in ovines of the Santa Inês
breed. Through co-cultivation of ovine sinovial cells and leucocytes of a seropositive ewe, LVSR
was isolated (BrPe2-01 strain), and identified by the appearance of syncitium on the monolayers
and by polymerase chain reaction (PCR). The serology was done through the agar gel
immunodiffusion test (AGID) in 558 sheep of 25 flocks from the state of Pernambuco, Brazil. The
results demonstrated positive serology in 6 (1.07%) sheep of 3 (12%) studied flocks. It was
concluded that the ovine of the Santa Inês breed are being infected by SRLV, with low prevalence.

KEY WORDS: Maedi-Visna, CAEV, lentivirus, isolation, PCR, serology.
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INTRODUÇÃO

Os pequenos ruminantes podem ser infectados
por um grupo de vírus genericamente denominado de
Lentivírus de Pequenos Ruminantes (LVPR), que com-
preende vários isolados, distribuídos em quatro gru-
pos filogenéticos (SHAH et al., 2004), que compartilham

similaridade genética, mecanismo molecular de
replicação, morfologia e interação biológica com os
hospedeiros. Os protótipos dos dois grupos princi-
pais são os vírus Maedi-Visna (MVV) e da Artrite
Encefalite Caprina (CAEV), originalmente isolados
de ovinos e caprinos, respectivamente (CASTRO et al.,
1999a; SHAH et al., 2004).
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A maioria dos pequenos ruminantes infectados
com LVPR não desenvolve sinais clínicos, sendo a
infecção caracterizada por alta prevalência de ani-
mais soropositivos, aparentemente saudáveis. Nos
animais afetados, a doença é multissistêmica, pro-
gressiva e crônica, as principais manifestações clíni-
cas incluem: pneumonia intersticial, encefalite, artri-
te, mastite, podendo ser observadas linfadenopatias
e emagrecimento progressivo que pode ocorrer de
forma isolada ou simultânea (PHELPS; SMITH, 1993). A
transmissão dos LVPR ocorre principalmente pela
ingestão de colostro e leite de fêmeas infectadas e por
via respiratória, mais freqüente em períodos de
confinamento. Estudos sugerem que a transmissão
vertical deste vírus pode ocorrer em condições natu-
rais, entretanto o mecanismo e a freqüência, não são
conhecidos. O sêmen para inseminação artificial e a
transferência de embrião representam o menor risco
e o risco mínimo para transmissão dos LVPR, respec-
tivamente (BLACKLAWS et al., 2004). Através de estudos
filogenéticos recentes tem sido demonstrada a trans-
missão dos LVPR de ovinos para caprinos e vice versa
(LEROUX et al., 1997; ZANONI et al., 1998; CASTRO et al.,
1999a; SHAH et al., 2004).

Pelas características da infecção persistente por
LVPR, a forma mais prática de diagnóstico é a
sorologia, pois a presença de anticorpos demonstra
indiretamente a existência de infecção. Dentre os
testes sorológicos disponíveis, os mais utilizados são
a Imunodifusão em Gel de Agar (IDGA) e os ensaios
imunoenzimáticos (ELISA) (KNOWLES et al., 1994;
ALENCAR, 2001). A IDGA é o teste recomendado para
certificação internacional para LVPR (OIE, 2004). Por
outro lado, a alternativa para detecção dos lentivírus
nos estágios iniciais da infecção ou identificação de
animais falso negativos, devido à restrição da
replicação, é a Reação em Cadeia de Polimerase (PCR).
Para isto, têm sido utilizados iniciadores derivados
das seqüências dos genes gag ou pol, em PCR ou RT-
PCR, em amostras de leucócitos, células do leite,
lavado brônquio alveolar, líquido sinovial e células
obtidas por tripsinização de monocamadas ou
explantes (CASTRO et al., 1999b).

Os Lentivírus de Pequenos Ruminantes têm sido
notificados em diversos países, com prevalências
mais elevadas nos que apresentam a
ovinocaprinocultura mais tecnificada (CALLADO et al.,
2001). No Brasil vários estudos têm demonstrado alta
prevalência dos LVPR em caprinos leiteiros (CUNHA;
NASCIMENTO, 1995; SARAIVA NETO et al., 1995; CALLADO

et al., 2003; SILVA et al., 2004; LEITE et al., 2004) e baixa
ou nula em animais sem raça definida (SRD) (PINHEI-
RO, 2001; CASTRO et al., 2002; OLIVEIRA, 2003; MELO et al.,
2003). Entretanto, a atual situação da distribuição
entre os ovinos está indefinida, pois existem poucos
estudos epidemiológicos. Em trabalhos recentes fo-

ram observados ovinos soropositivos para LVPR em
Pernambuco (OLIVEIRA, 2003), São Paulo (FERNANDES et
al., 2003) e Ceará (ARAÚJO et al., 2004); no Piauí e
Sergipe, entretanto, não foram encontrados ovinos
soropositivos (BATISTA et al., 2004; Melo et al. 2003). No
Estado de Pernambuco especificamente, foi encontra-
da uma freqüência de caprinos soropositivos para
LVPR de 17,6%, em rebanhos de caprinos leiteiros
(SARAIVA NETO et al., 1995); 15,3%, em caprinos leiteiros
e de corte (CALLADO et al., 2003); e de 3,7%, em animais
SRD de abatedouros. Em ovinos, a freqüência encon-
trada em animais deslanados SRD, também de
abatedouros, foi de 5,2% (OLIVEIRA, 2003), porém, não
há estudo visando o isolamento de LVPR em ovinos
da raça Santa Inês, a principal utilizada para o melho-
ramento genético de animais deslanados SRD da
Região Nordeste, bem como para formação e melho-
ramento dos rebanhos de outras Regiões (Norte, Cen-
tro-Oeste e Sudeste) que progressivamente vem de-
senvolvendo a ovinocultura.

Considerando a importância dos ovinos da raça
Santa Inês para a ovinocultura brasileira, bem como
os potenciais efeitos negativos da infecção pelos LVPR
sobre a produção, o custo com o controle e as restrições
comerciais, este trabalho foi conduzido com o objetivo
de investigar a infecção por LVPR em ovinos Santa
Inês, através do isolamento, identificação viral pela
PCR e sorodiagnóstico, para inferir sobre os potenci-
ais riscos de disseminação desse vírus entre os reba-
nhos.

MATERIAL E MÉTODOS

Isolamento e identificação viral

Para o isolamento viral foi feito o co-cultivo de
células de membrana sinovial ovina (MSO) com
leucócitos de sangue periférico de uma ovelha Santa
Inês soropositiva, segundo LIMA et al. (2004). Os
leucócitos foram obtidos coletando-se 10 mL de sangue
em tubo tipo vacutainer contendo heparina, através do
puncionamento venoso jugular, e armazenados em
temperatura de 4° C até o processamento. O sangue foi
centrifugado a 35,5 g por 30min em centrífuga clínica,
os leucócitos foram cuidadosamente retirados com
auxílio de micropipetas e transferidos para tubos de 15
mL. Foram acrescidos 10 mL de solução à 4° C de cloreto
de amônio a 0,84%, para lise das hemácias; esta sus-
pensão foi homogeneizada e centrifugada a 35,5 g por
10min em centrífuga clínica. O sobrenadante foi des-
prezado e os leucócitos ressuspensos em 10 mL de
Solução Salina Fosfatada (PBS) à 4° C (1,32 g de
Na2HPO4; 0,176 g de NaH2PO4.H2O; 8,5 g de NaCl; 100
mL de H2O), homogeneizados e centrifugados a 35,5 g
por 10min. Este procedimento foi repetido duas vezes,
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sempre desprezando-se o sobrenadante. Os leucócitos
assim obtidos foram ressuspensos em 10 mL de meio
RPMI a 37° C acrescido de 250 UI/mL de Penicilina G
potássica e 100 µg/mL de Estreptomicina,
homogeneizados e acrescido soro fetal bovino até a
concentração final de 10%. Todo o conteúdo foi trans-
ferido para uma garrafa de cultivo celular de 25 cm2 de
área de cultivo, colocada em estufa a 37° C e incubada
por uma semana. Após 24h de cultivo, o meio RPMI foi
substituído para retirar o excesso de células em sus-
pensão.

Para o co-cultivo dos leucócitos, células de membra-
na sinovial ovina (MSO) foram obtidas a partir de
membrana sinovial de fetos ovinos soronegativos e
mães sorologicamente negativas a IDGA para LVPR,
de acordo com ABREU et al. (1998). O sobrenadante do
cultivo de leucócitos foi desprezado e a garrafa foi
lavada por três vezes com PBS a 37° C. Às garrafas
foram acrescentadas células de MSO, na concentração
de 3 x 104 células/cm2 em meio MEM com 250 UI/mL
de Penicilina G potássica e 100 µg/mL de
Estreptomicina, e 5% de soro fetal bovino (meio de
manutenção celular). As garrafas foram incubadas a
37° C e examinadas freqüentemente ao microscópio
ótico, para verificação do surgimento de efeito citopático
(ECP), caracterizado pela formação de sincícios. Após
10 dias de cultivo, o sobrenadante foi coletado, arma-
zenado a -20° C, e foi acrescentado novo meio de
manutenção celular. Após o aparecimento de ECP a
monocamada foi tripsinizada e ampliada na propor-
ção de 1:2. Quando da formação de nova monocamada
uma das garrafas foi corada com cristal violeta a 0,1%
e examinada ao microscópio ótico.

A identificação da amostra isolada foi feita pela
reação em cadeia da polimerase (PCR) usando-se
leucócitos sanguíneos e células do co-cultivo. A extra-
ção do DNA foi feita com a alíquota retirada dos
leucócitos de sangue periférico através do Kit de
Extração GFXTM Genomic Blood DNA Purification Kit
(Amersham Biosciences), segundo instruções do fa-
bricante e armazenada a -80º C. Além disso, amostras
de DNA foram preparadas a partir da suspensão
celular obtida por tripsinização da monocamada
(CASTRO, 1998). Os DNAs obtidos foram usados para
amplificação de um fragmento de 475 nt do gene pol

de LVPR, correspondente a uma região conservada
do gene pol, empregando-se iniciadores degenerados
(LEROUX et al., 1995) (Tabela 1), nas condições previa-
mente descritas (CASTRO, 1998).

Rebanhos e animais

A pesquisa de anticorpos anti-LVPR em ovinos,
foi realizada no período de 2003 a 2004, envolvendo
25 rebanhos (R) localizados nas Regiões Agreste (12
R), Sertão (5 R), Mata Meridional Pernambucana (4 R)
e Metropolitana (4 R). As criações foram selecionadas
usando-se o seguinte critério: criar ovinos Santa Inês
puros e ter a concordância do proprietário.

Em cada rebanho foram colhidas amostras de
pelo menos 20 ovinos, sendo: 14 matrizes, 5 ma-
chos ou fêmeas pré-púberes, com mais de 6 meses
de idade, e 1 reprodutor, totalizando 558 amostras
de soros de ovinos, sendo 36 reprodutores, 425
matrizes e 97 animais não púberes, com mais de 6
meses.

Teste Sorológico

O teste sorológico empregado foi a IDGA, utilizan-
do-se antígeno da amostra Cork de LVPR e soro
padrão positivo, produzidos e padronizados confor-
me ABREU et al. (1998).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A partir de uma ovelha do R 14 foi isolada uma
amostra de LVPR (denominada BrPe2-01) em cultivo
celular, identificada preliminarmente pelo apareci-
mento de ECP, caracterizado por poucos sincícios na
monocamada, observados 12 dias após adição de
células de MSO aos leucócitos do animal. Após pas-
sagens em cultivo celular a amostra BrPe2-01 se mos-
trou inicialmente pouco lítica. Entretanto, após 3
meses de cultivo causou a destruição da monocamada.
A confirmação do isolamento foi feita pela amplifica-
ção, através da PCR, de um fragmento de 475 nt do
gene pol, com base na seqüência do Maedi-Visna
(LEROUX et al., 1995) (Fig. 1).

Tabela 1 – Oligonucleotídeos iniciadores usados nas PCR para amplificação dos genes pol de LVPR.

Oligonucleotídeo iniciador

Gene polb Nome Seqüência (5’ → 3’)a Posição (Visna-Maedi K1514)
P1 DSAAGARAAATTARARGG 2198 – 2215
P2 ATCATCCATRTATATBCCAAATTG 2672 – 2650

aB = C, G ou T; D = A, G ou T; R = A ou G; S = C ou G; M = A ou C; Y = C ou T
bSegundo LEROUX et al. 1995.
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Os achados do isolamento viral (tipo de ECP,
tempo até o surgimento e destruição da monocamada)
em linhas gerais foram compatíveis com outros rela-
tos de isolamento de amostras líticas de LVPR
(NARAYAN et al., 1980; CHEBLOUNE et al., 1996; MARCHESIN

et al., 1997; CASTRO et al., 1998; LIMA, 2004).
Do total de amostras de soro testadas, 6 (1,07%)

foram positivas à IDGA para pesquisa de anticorpos
anti-LVPR, pertencentes a animais de 3 (12%) cria-
ções estudadas. A distribuição de freqüência de ani-
mais soropositivos nos rebanho foi de 5,0% (R-15 e R-
21) e 11,1% (R-14) (Tabela 2). Em linhas gerais, a
freqüência de animais soropositivos observadas nes-
te trabalho se assemelha à registrada para ovinos
Santa Inês do Estado de São Paulo (FERNANDES et al.,
2003). Entretanto, é inferior às observadas em animais
puros de outras raças também de São Paulo (FERNANDES

et al., 2003), bem como em ovinos deslanados SRD de
Pernambuco (OLIVEIRA et al., 2003) e Ceará (ARAÚJO et
al., 2004). Embora quantitativamente baixa, esta fre-
qüência deve ser considerada importante, já que se
trata de animais de raça especializada, que está sendo
acometida pelos LVPR e pode disseminar esse agente
para os ovinos deslanados SRD, principal contingen-
te ovino do Nordeste brasileiro, considerados negati-
vos (BATISTA et al., 2004) ou infectados com baixa
prevalência (OLIVEIRA et al., 2003; ARAÚJO et al., 2004),
bem como nas criações em formação, principalmente,
nas Regiões Norte, Centro-Oeste e Sudeste.

Algumas características dos animais positivos e
dos respectivos rebanhos de origem que podem ser
úteis na tentativa de explicar a origem da infecção
merecem destaque: os animais do R-14 são criados de
forma extensiva, juntamente com caprinos, inclusive
com histórico de soropositividade para LVPR, onde é
prática corrente o uso do soro de leite desta última
espécie, como complemento alimentar para os ovinos;
no R-15, os animais são criados de forma semi-exten-
siva, soltos no pasto juntamente com caprinos; no R-
19, havia cabras leiteiras que forneciam leite para
alimentação dos borregos. É conhecido que o colostro
e o leite são as principais fontes de infecção para
caprinos e ovinos (BLACKLAWS et al., 2004). Embora não

seja possível afirmar categoricamente, deve-se consi-
derar, neste estudo, o uso de leite caprino ou seu
derivado, como suplemento para alimentação de ovi-
nos, como potencial fonte de infecção, pois como foi
demonstrado experimentalmente (BANKS et al., 1983) e
em estudos filogenéticos recentes (LEROUX et al., 1997;
ZANONI et al., 1998; SHAH et al., 2004) há transmissão
natural de LVPR entre essas espécies. É necessário
seqüenciar amostras virais isoladas de caprinos do R
14 e conduzir uma análise filogenética para estabele-
cer a possível origem da infecção dos ovinos.

Em rebanhos consorciados, uma vez estabelecida
a infecção entre as ovelhas, a partir de caprinos, os
LVPR poderiam ser transmitidos aos descendentes

Tabela 2 – Distribuição da freqüência de ovinos Santa Inês
testados para Lentivírus de Pequenos Ruminantes, atra-
vés do teste de imunodifusão em gel de Agar (IDGA) de
acordo com o rebanho (R) e o Município do Estado de
Pernambuco. Recife, 2005.

Região/Municípios Resutado da IDGA Total

No posi- No nega-
tivo (%) tivo (%)

Metropolitana
R-1 Aldeia 0 (0,0) 22(100,0) 22
R-2 Curado 0 (0,0) 20(100,0) 20
R-3 Moreno 0 (0,0) 20(100,0) 20
R-4 Tiúma 0 (0,0) 18(100,0) 18

Mata Meridional
R-5 Paudalho 0 (0,0) 24(100,0) 24
R-6 Paudalho 0 (0,0) 21(100,0) 21
R-7 Lagoa do Carro 0 (0,0) 20(100,0) 20
R-8 Timbaúba 0 (0,0) 30(100,0) 30

Agreste
R-9 Alagoinha 0 (0,0) 20(100,0) 20
R-10 Camocim de S. Félix 0 (0,0) 21(100,0) 21
R-11 Brejo M. de Deus 0 (0,0) 31(100,0) 31
R-12 Riacho das Almas 0 (0,0) 20(100,0) 20
R-13 Serra Negra 0 (0,0) 21(100,0) 21
R-14 Pedra 4 (11,1) 32(88,9) 36
R-15 Pesqueira 1 (5,0) 19(95,0) 20
R-16 Gravatá 0 (0,0) 20(100,0) 20
R-17 Gravatá 0 (0,0) 20(100,0) 20
R-18 Gravatá 0 (0,0) 20(100,0) 20
R-19 Gravatá 0 (0,0) 20(100,0) 20
R-20 Venturosa 0 (0,0) 34(100,0) 34

Sertão
R-21 São José do Egito 1 (5,0) 19(95,0) 20
R-22 São José do Egito 0 (0,0) 20(100,0) 20
R-23 São José do Egito 0 (0,0) 20(100,0) 20
R-24 São José do Egito 0 (0,0) 20(100,0) 20
R-25 Sertânia 0 (0,0) 20(100,0) 20

Total 6 (1,1) 552 (98,9) 558

Fig. 1 - PCR da região pol de LVPR. Oligonucleotídeos
iniciadores P1/P2. (PM) φX174 HaeIII, (1) Maedi-Visna K
1514, (2) BrPe2-01 – co-cultivo celular, (3) BrPe2-01 –
leucócitos sangüineos.



15

Arq. Inst. Biol., São Paulo, v.74, n.1, p.11-16, jan./mar., 2007

Lentivírus de pequenos ruminantes em ovinos Santa Inês: isolamento,
identificação pela PCR e inquérito sorológico no Estado de Pernambuco.

através do colostro ou leite. Além disso, a tendência a
intensificar o sistema de criação à medida que se
busca aumentar a produtividade poderá propiciar
condições para a rápida disseminação do vírus, assu-
mindo a transmissão horizontal papel importante,
como tem sido observado nos países onde os ovinos
são criados em regime de confinamento. Consideran-
do a possibilidade de transmissão dos LVPR entre
caprinos e ovinos é imperativo que nas medidas
preconizadas nos programas de controle dessas
lentiviroses, ambas espécies sejam, do ponto de vista
prático, potencialmente consideradas fonte de infec-
ção. Atenção especial deve ser dada à exposição aos
caprinos leiteiros, devido a alta prevalência de LVPR
observada neste tipo de animal (CUNHA; NASCIMENTO,
1995; SARAIVA NETO, et al., 1995; CALLADO et al., 2003;
SILVA et al., 2004; LEITE et al., 2004).

Ao exame clínico o animal infectado apresentava-
se aparentemente saudável, chamando a atenção
apenas uma ligeira assimetria entre as duas metades
da glândula mamária. A ausência de histórico clínico
nos outros animais soropositivos, compatíveis com a
infecção por LVPR, mesmo no R 14 que apresentou a
freqüência mais elevada, pode indicar que a amostra
BrPe2-01 é pouco indutora de lesões de LVPR. Alter-
nativamente, o manejo extensivo ou semi-extensivo
usados nos rebanhos, possivelmente contribuiu para
a redução da incidência de alterações detectáveis ao
exame clínico geral.

Com base nos resultados obtidos neste estudo con-
clui-se que: a infecção por LVPR está pouco difundida
nas criações de ovinos da raça Santa Inês estudadas em
Pernambuco; considerando-se que nos rebanhos onde
foram identificados animais positivos a criação é con-
junta com caprinos e que é usado leite de cabra ou
lactosoro na alimentação dos ovinos, levanta-se a hipó-
tese da transmissão natural entre essas espécies; a
amostra BrPe2-01, identificada pela PCR como LVPR
e classificada como pouco lítica em cultivo celular,
parece ser pouco indutora de alterações clínicas.
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