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1-INTRODUGAO

Logo apos o inicio da colonizagéo, os caprinos e ovinos foram destaque na
producdo de alimentos de alto valor nutricional para o Brasil, em especial para o
Nordeste, em virtude da versatilidade que incorporaram sob os rigores do ambiente
local. No entanto, a arte da pecuaria destes pequenos ruminantes ainda é marcada
pela desorganizagéo dos elos da cadeia produtiva, apesar da importancia destes
animais nos aspectos social, econémico, cultural e ambiental para o pais.

Dentre as dificuldades do setor, especialmente dentro da porteira, destacam-
se: a estrutura fundiaria das propriedades; a descapitalizacao dos produtores, que
limita os investimentos em infraestrutura, além do nivel educacional e organizacional
destes; caréncia de assisténcia técnica; falta de entrosamento entre produtores e a
agroindustria; o abate clandestino; a sazonalidade de produgéo; e a qualidade das
carcacas, dentre outros. Assim, varios sdo os entraves tecnoldgicos nos sistemas
de produgéo de caprinos e ovinos no Nordeste, que culminam com baixos indices
zootécnicos e de rentabilidade. Dentre estes, a saude animal tem evidéncia, pois,
em um mercado cada vez mais exigente, a falta de controle sanitario dos rebanhos,
além dos prejuizos decorrentes da queda da producéo, da depreciagdo do rebanho
e barreiras comerciais, é importante fator a estagnacdo ao mercado consumidor.

Neste sentido, as lentiviroses como a Artrite Encefalite Caprina, peculiar por ser
uma infecgéo crénica e incuravel, tem causado grandes prejuizos aos produtores,
até porque as medidas de controle severas, como o sacrificio dos animais diagnos-
ticados como positivos, tém sido um desafio permanente, principalmente quando
afeta reprodutores e matrizes de alto valor genético (ANDRIOLI, 2006). Além disso,
a dependéncia de kits de diagndsticos importados, de elevado custo e burocracia
para a aquisicdo, e o desafio a campo ndo tém permitido tanto um controle eficaz
como, também, a erradicagéo definitiva da doenga nos rebanhos.

Os projetos que subsidiaram a producao deste artigo estdo associados a
continuacao de uma linha de pesquisa iniciada desde 1994, quando foi implantado
um programa de controle da Artrite Encefalite Caprina na Embrapa Caprinos em
parceria com a UFMG. Faz parte uma série de agOes realizadas conjuntamente
por varias instituicdes de pesquisa e ensino no pais com o objetivo de controlar e
erradicar as LVPR (Lentiviroses de Pequenos Ruminantes) no Brasil. Os integrantes
deste projeto fazem parte do Grupo de Estudo e Pesquisa de Ovinos e Caprinos
(GEPOC) composto por 23 Professores, Pesquisadores e Técnicos de diferentes
instituicdes (Escola de Veterinaria e Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG,
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Embrapa Caprinos, Fiocruz, Escolas de Veterinaria das universidades UECE,
UFRPE, UFRGS, UFRRJ). Os projetos também integram outro grupo de pesquisa
emergente no Nordeste, o Nucleo de Biotecnologia de Sobral (NUBIS).

2 - IMPORTANCIA E DESCASO COM A PECUARIA DE CAPRINOS
E OVINOS

Os pequenos ruminantes desempenham importante papel nas provisdes de
alimento e de renda as populagdes de baixa renda, principalmente, dos paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento, onde se dividem em ragas que fazem
parte dos mais inospitos ecossistemas, desde regides desérticas do continente
africano até as montanhas rochosas do Norte europeu (STANDFORD, 1982; DE-
VANDRA, 1987; OLIVEIRA; JOHNSON, 1989; OLIVEIRA, 1990; BEN-DHIA, 1995;
OLIVEIRA, 1996; ODO et al., 2000; DEVENDRA, 2002). No Nordeste, apesar da
expressividade efetiva e da importancia destes animais, a criacao de caprinos e de
ovinos espelha carater de subsisténcia, manejada de forma extensiva e com baixo
nivel tecnoldgico, voltada ao suprimento de alimento com pre¢o mais acessivel
(FIGUEIREDO; SOUZA NETO, 1990) (Tabela 1). Contudo, proporciona sustento
de alto valor proteico e energético com baixo custo, além da renda adicional gerada
pela comercializacdo da pele, fatores que relevam a atividade como agregadora do
fator econdmico-social a agricultura familiar do semiarido.

Tabela 1 — Nivel Tecnoldgico nas Propriedades Rurais de Caprinos e Ovinos
no Ceara e em Trés Mesorregioes' do Norte de Minas Gerais

Nivel Propriedades com caprinos (%) Propriedades com ovinos (%)
tecnolégico? MG CE MG CE
Bom 34,9 53,8 19,4 NI
Regular 40,7 16,0 37,9 NI
Baixo 24,4 30,2 42,7 NI
TOTAL 100,0 100,0 100,0 NI

Fonte: Adaptado de Gouveia (2003).
Nota: ' Norte de Minas, Jequitinhonha e Vale do Mucuri.

2 Determinado por analise multidimensional, com base nos indicadores predefinidos de Sanidade
(presenga de quarentena, separagdo por faixa etéria e cura de umbigo nos recém-nascidos), de
Alimentacéo (suplementacéo com sal mineral, presenca de capineira e de suplementacdo de fémeas
paridas), de Produgao (grupo racial, objetivo de producao e sistema de cria¢édo), de Infraestrutura
(presenca de assisténcia técnica, de aprisco e de esterqueira) e de Formagéo do rebanho base
(origem do rebanho e criagdo em consorcio com outras espécies animais).
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Entre outros fatores, a alta incidéncia de problemas sanitarios € um dos fatores
limitantes ao aumento da produtividade destes animais no semiarido nordestino
(SIMPLICIO et al.; AZEVEDO, 1982). Doencas provocadas por parasitas gastrin-
testinais, além daquelas de origem infecciosa, tém causado prejuizos econémicos
aos produtores (Tabela 2).

Tabela 2 - Algumas enfermidades e sinais clinicos observados pelos criado-
res, em caprinos e ovinos, em rebanhos pesquisados no Ceara e
em Minas Gerais', 2003

Enfermidade/ Sintoma Clinico % CE % MG

Abcessos/ Linfadenite caseosa 66,9 47,9
Aborto 75,6 41,2
Ectoparasitoses 63,8 30,0
Diarreias frequentes/ anemia/ edema facial 81,9 76,8
Ectima contagioso/ doengas vesiculares de pele 35,4 21,0
Alteragdes mamarias/ mamite 51,2 15,8
Ceratoconjuntivite 29,1 15,8
Pododermatite 67,7 12,4
Pneumonia 449 12,4
Sintomatologia nervosa 26,8 NI

Alteracdes articulares/ artrites 8,7 NI

Fonte: Adaptado de Gouveia (2003).
Nota: 'Norte de Minas, Jequitinhonha e Vale do Mucuri.

3 - LENTIVIROSES

Dentre estas enfermidades, destaca-se a Artrite Encefalite Caprina (AEC).
Trata-se de uma enfermidade infecto-contagiosa, incuravel, degenerativa, provocada
por um virus da familia Retroviridae e subfamilia Lentivirinae (LVC), mesma familia
do HIV. Os principais sinais clinicos s&o: artrite, encefalite, mamite e pneumonia.

Nos ovinos, observa-se a Maedi-Visna (MVV), que se caracteriza como uma
doenca viral cronica e progressiva. O virus relaciona-se antigenicamente com o
CAEYV, responsavel por infecgdes persistentes com periodo de incubagéo longo
com reac0es inflamatérias e degenerativas. As lesdes sao induzidas em tecidos
especificos do hospedeiro, como articulagdes, pulmdes, sistema nervoso central e
glandulas mamarias devido a replicagéo viral em células da linhagem monocitico-
fagocitaria, que sao as principais células-alvo. A infec¢do ocorre principalmente
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durante os primeiros meses de vida, através da ingestao de virus no leite ou colostro
de cabras ou ovelhas infectadas. A indugéo da resposta imunologica é variavel e
nao protege contra a infecgédo. O diagndstico é baseado primariamente na detecgao
de anticorpos para LVPR, geralmente por imunodifuséo em gel de agarose (IDGA)
e Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA).

As perdas econdmicas causadas pelas lentiviroses ainda ndo estéo claras
nos estudos realizados e muitos resultados séo controversos. Segundo Nord e
Adnoy (1997), a infecgéo pelo virus da CAE n&o provoca diferenca estatistica na
produtividade leiteira entre animais soronegativos e soropositivos, ocorrendo apenas
um aumento na contagem de células somaticas. No entanto, Greenwood (1995)
observou que fémeas multiparas soropositivas produziram 88kg a menos de leite e
perderam 21 dias em média no periodo de lactacdo. Além disto, fémeas soropositivas
tiveram estatisticamente mais problemas de saude, além do alargamento da juntura
carpal em relagdo as soronegativas. Tais resultados coincidem com os achados
de Von Mockenhaupt e Bauer (1987) apud Greenwood (1995), que comentam
que a alta incidéncia de problemas de saude causados pela CAE se deve a uma
imunodeficiéncia através da alteracao da fungédo dos macroéfagos.

A moderna produgdo pecuaria, com a oferta de produtos com qualidade,
de modo a atender o exigente mercado consumidor, deve ser fundamentada na
exploragédo racional em condigdes de bem-estar, de forma rentavel consoante
com a otimizagao dos recursos disponiveis, além do conhecimento dos fatores
que interferem com a saude animal. Neste sentido, destacam-se: instalagdes bem
dimensionadas, animais bem alimentados e saudaveis. A salude animal deve ser
entendida ndo somente como a auséncia ou presenca de determinada doenca,
mas, sim, como um conjunto de condi¢des determinantes no comportamento das
caracteristicas de interesse econdémico de uma populagdo animal.

Atualmente, tém surgido nucleos de criacdo de caprinos e ovinos com a intro-
ducao de ragas de origem exotica, os quais fornecem animais especializados para
serem usados em “esquemas” voltados para o “melhoramento genético”. Essas
mudancas na forma de produc¢&o introduziram novos componentes (animais impor-
tados, agentes patogénicos, tecnologia) e relagbes de produgéo que culminaram
em alteragdes no perfil sanitario. Assim, além dos problemas sanitarios classicos,
outros tém sido identificados, dentre eles, a infec¢do pelos lentivirus CAE em
caprinos e Maedi-Visna em ovinos, hoje, motivo de preocupacgéo das autoridades
sanitarias, que necessitam implantar medidas de controle e profilaxia. Segundo Silva
(1996), o problema sanitario de maior relevancia em caprinos ainda é a verminose,
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seguida da CAE, que se tem disseminado pelo Brasil, em grande parte, devido ao
desconhecimento do grau de comprometimento dos rebanhos e da dificuldade de
acesso ao diagnostico.

O conhecimento dos tipos de virus existentes no Brasil € importante do ponto
de vista zoossanitario e econdmico (CUNHA, 1990), ja que a realizagéo das diver-
sas provas de diagndstico tém utilizado sorotipos importados. Tal fato tem trazido
alguns problemas, tais como a elevagdo do custo da realizagdo dos testes de
IDGA, além da detecgao de um numero expressivo de resultados falso-negativos,
em fun¢do da inexisténcia de kits comerciais ou de producao de antigenos virais
com amostras brasileiras de LVPR. Desse modo, o isolamento e a caracterizagao
de novas amostras virais provenientes de regides geograficas distintas possibilitam
melhorar os testes de diagnostico.

3.1 - Distribuigao das Lentiviroses

Um fato importante sobre a epidemiologia desta doenga € que foi introduzida
no Brasil pela importagao de animais infectados, em decorréncia da auséncia de
programas de melhoramento genético no pais. Assim, muitos produtores importaram
animais de gendtipo superior e, em consequéncia da ineficiéncia dos 6rgaos de
fiscalizacéo sanitaria, a doenca se espalhou pelo pais (Tabela 3).

O primeiro isolamento de virus da CAE no Brasil foi feito no Rio Grande do
Sul por Hotzel et al (1993), a partir de membrana sinovial caprina de animal soro-
positivo. Ja o primeiro isolamento de MVV no pais foi realizado por Moojen et al.
(1996), a partir de cordeiro sorologicamente negativo e sem sinais clinicos. Outros
isolamentos de LVPR de caprinos (ABREU, 1996) e de ovinos (MOOJEN et al., 1996;
RAVAZZOLO et al., 1995; MILCZEWSKI et al., 1997) foram feitos. Foram isoladas
amostras de LVPR nos Estados de Minas Gerais (BrMg1-01, BrMg1-02, BrMg2-01,
BrMg2-02 e BrMg2-03) e Pernambuco (BePe1-01) (CASTRO, 1998).

Para Maedi-Visna (MV), no Brasil, a doenca foi registrada e seu agente
isolado pela primeira vez, em ovinos, no Rio Grande do Sul (PIZZOL et al., 1989;
MOOJEN et al., 1996). Sotomaior e Milczewski (1997) registraram a presenca da
enfermidade em um rebanho no Parana. Pinheiro et al. (1996) nao encontraram
animais positivos em 165 amostras de ovinos pertencentes ao rebanho da Embrapa
Caprinos de Sobral/CE e Yorinori (2001) encontrou resultados nulos para MV e
reduzidos para Artrite Encefalite Caprina — CAE (0,3%) na regido mineira. Nestes
dois casos, 0 antigeno utilizado foi de um kit americano. Entretanto, num levanta-
mento realizado em reprodutores ovinos, no Ceara, utilizando antigeno de MVV
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Tabela 3 — Presenca de Caprinos Soropositivos para o Virus da Artrite-
Encefalite Caprina (CAEV) por Estado do Brasil, 2003

Caprinos
Estado Soropositivos (%) Autor
+ Fiterman (1988)
Bahia 12,8 Assis & Gouveia (1994)
9,2 Gouveia et al. (1998)
+ Pinheiro et al. (1989)
Ceard 1 Pinheiro & Gouveia (2001)
27,5 Assis & Gouveia (1994)
40,7 Melo & Franke (1997)
Espirito Santo 47,5 Gouveia et al. (1998)
Goias 10,0 Gouveia et al. (1998)
Maranhao 50,6 Alves & Pinheiro (1997)
33,3 Assis & Gouveia (1994)
59 Gouveia et al. (2003)
Minas Gerais 0,3 Yorinori & Gouveia (2001)
23,6 Gouveia et al. (1998)
15,2 Gouveia et al. (2003)
Para 40,0 Ramos et al. (1996)
Paraiba 9,0 Souza et al. (1999)
3,0 Castro et al. (2000)
Parana 6,64 Bertolini et al. (1995)
28,2 Milczewski et al. (1997)
17,6 Saraiva Neto (1993)
Pernambuco 17,7 Castro et al. (1994)
3,9 Castro et al. (2000)
Piaui 4.4 Pinheiro et al. (1996)
Rio Grande do Sul 6,0 Moojen et al. (1986)
29,7 Assis & Gouveia (1994)
Rio de Janeiro 21,0 Cunha & Nascimento (1995)
10,6 Gouveia et al. (1998)
57,0 Araujo et al. (1991)
Séo Paulo 49,0 Garcia et al. (1992)
29,8 Fernandes (1997)

Fonte: Adaptado de Gouveia (2003).
Nota: + “Relato de caso clinico soropositivo.

do Instituto Pourquier (Franga), verificou-se que 50,9% de 112 ovinos de diferentes
ragas e com sintomatologia sugestiva da doenca eram positivos (ALMEIDA et al.,
2002). No Rio Grande do Norte, num levantamento realizado em 14 municipios,
em rebanhos ovinos criados semiextensivamente, verificou-se 30,2% de positivos
para MV (SILVA et al., 2002). Costa et al. (2007) isolaram 0 MVV em ovinos da raga
Santa Inez no Estado de Pernambuco e verificaram sorologia positiva em 1,07%

dos animais e 12% dos rebanhos infectados.
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Com base na analise filogenética de 21 isolados na Franca de LVPR de origem
caprina e ovina, surgiu a seguinte classificacao: grupos | e Ill (isolados de origem
caprina e ovina), Il (isolados de origem caprina, incluindo o CAEV Cork) e IV (3
isolados ovinos de referéncia K1514, AS-OMVV e EV1). Concluiu-se, assim, que 0s
LVPR constituem um grupo grande e heterogéneo e ndo uma colecao de espécies
distintas com hospedeiros e potencial patogénico bem definidos (LEROUX et al.,
1997). Castro (1998), analisando filogeneticamente isolados brasileiros de LVPR,
concluiu que os isolados de Minas Gerais foram mais relacionados ao virus da
CAE, enquanto o isolado de Pernambuco foi estreitamente relacionado ao isolado
islandés MVV K1514.

O conhecimento mais aprofundado das caracteristicas dos virus isolados
é extremamente importante, pois tem sido demonstrado que amostras de LVPR
podem apresentar diferencas biolégicas e moleculares significativas (QUERAT et
al., 1984; LAIRMORE et al., 1987; BLONDIN et al., 1989). A diversidade genética
é bem caracteristica dos lentivirus e provavelmente esteja relacionada diretamente
a diversidade do curso da patogenia e epidemiologia, sendo o entendimento desta
essencial no estabelecimento de programas de controle.

3.2 - Transmissao

A aquisicao ou troca de reprodutores sao praticas rotineiras que facilitam a
sua abrangéncia, principalmente quando nao sao utilizadas medidas profilaticas.
Por outro lado, a evidéncia sorolégica da presenca do lentivirus em reprodutores
caprinos, associada a recente deteccao do virus no sémen de caprinos infectados
(ANDRIOLI et al., 1999), sinaliza que a dispersdo do agente entre plantéis pela
introdugéo de reprodutores soropositivos ou de sémen congelado deve ser consi-
derada quando do estabelecimento de programas de controle da CAE.

A transmissdo do LVC pela via reprodutiva ndo esta totalmente esclarecida,
pois a detecgao do CAEV no sémen, por si s6, ndo comprova a sua transmissao
por esta via (ANDRIOLI, 2001), embora fatores associados, como a presenca de
infeccdes testiculares, possam aumentar a carga viral do virus no sémen (ANDRIOLI
et al., 2006). Desta maneira, esta sendo investigado se 0 sémen contaminado é
um veiculo do virus.

Rowe et al. (1992) observaram que as maiores respostas imunolégicas foram
aquelas de fémeas emprenhadas por reprodutores soropositivos para CAE em
relagdo aquelas expostas a reprodutores soronegativos. No entanto, Adams et
al. (1983) observaram que as fémeas nao-soropositivas se converteram apos a
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exposicao ao sémen e aos machos soropositivos. Também, Andrioli et al. (2006)
ndo constataram a soroconversdo de cabras submetidas a monta natural com
reprodutores positivos.

Pode ser que o sistema imunoldgico das fémeas possua defesas competentes
contra o virus ou a carga viral no sémen seja muito pequena; dai, o risco de trans-
missdo do LVC pelo sémen seja baixa. No entanto, estudos neste sentido devem ser
realizados para avaliar o real risco de transmissao do virus pela via reprodutiva.

Neste sentido, o controle profilatico, como a apartagéo da cria logo apds o parto,
o fornecimento de colostro pasteurizado e o sacrificio dos animais soropositivos, séo
as principais medidas recomendadas. Estas caracteristicas sinalizam que a preva-
|éncia da doenca é mais efetiva em rebanhos leiteiros, conforme estudo conduzido
por Pinheiro et al. (2001). Neste trabalho, que envolveu 130 rebanhos do Estado do
Ceara e 4.019 animais, foi diagnosticado 1% dos animais como soropositivos para
AEC; destes, somente 0,12% (3/2410) s&o provenientes de animais SRD, nativos
e mesticos, enquanto 4,6% (37/810) sdo de animais com vocagéo para leite.

Nestas circunstancias, o rebanho da Embrapa Caprinos foi severamente pre-
judicado, com importante impacto econémico, também provocado pelo sacrificio
dos animais soropositivos. Entéo, foi instalado um programa de monitoramento
sorolégico semestral, implantado em 1994, para controle e erradicagao da CAE.
No entanto, apesar desta vigilancia, a doencga nao foi erradicada, pois o teste de
Imunodifusdo em Gel de agarose possui uma sensibilidade em torno de 75%. Até
recentemente, a detecgao do lentivirus em amostras de sémen n&o havia sido
descrita, em funcdo da indisponibilidade de técnicas como PCR.

Andrioli et al. (2007) obtiveram resultados negativos no IDGA de 40% de
amostras coletadas, mensalmente, de animais naturalmente contaminados com
o LVC, dentro de um periodo de trés anos. Também observaram que amostras
de soro e sémen coletadas no mesmo dia nem sempre apresentavam resultados
concordantes, sendo que houve a detecgao do virus no sémen sem a presenca
de anticorpos no soro em 4% das amostras. Neste sentido, surge a necessidade
de avaliagdo de testes mais sensiveis, imunoldgicos e/ou de biologia molecular
(ELISA, DotBlot e a PCR), que possam detectar os falso-negativos testados por
IDGA. Nao obstante, tornara-se imperativa a producao de kits nacionais, a fim de
baixar o custo do monitoramento sorologico dos rebanhos e de vacinas contra o
CAEV, para a implantacao de programas efetivos de erradicacdo em diferentes
condigbes ambientais.
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Atualmente os programas de controle da infec¢do por LVPR tém sido adotados
em varios paises, geralmente de ades&o voluntaria, baseados na triagem de animais
pelo método sorologico de Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA), realizado
periodicamente nos animais, com separacao ou eliminacao dos positivos e uso de
praticas de manejo especificas contra a disseminagéo do virus (OIE, 1996; FAOQ,
1996, OIE, 1999). Recomenda-se, entéo, separar as crias imediatamente apds o
nascimento, evitar o contato com secregdes e isola-las dos adultos, administrar
colostro ou leite termicamente tratados, alimentar as crias com substitutos do leite,
adotar a linha de ordenha, controlar a monta com reprodutores positivos e usar
material estéril (GOUVEIA et al., 1996; CONCHA-BERMEJILLO, 1997; ROWE;
EAST, 1997).

3.3 - Vacina contra o Virus da Artrite Encefalite Caprina

A equipe liderada pela Dra. Fatima Teixeira iniciou testes com antigenos para
diagnostico do virus da CAE (CAEV), por meio da constituicdo de uma “quimera”
entre a proteina P28 do CAEV e o Capsidio do Virus do Mosaico Severo do Caupi
(CVMSC), como desencadeadora da resposta imune, necessaria a produgéo de
antigenos para diagndstico. Os resultados preliminares indicaram que, em camun-
dongos, houve reacdo imunoldgica de defesa, ou seja, que a molécula produzida
foi efetiva na producgéo de anticorpos. Entéo, os resultados sinalizam para a pos-
sibilidade de uso da quimera como antigeno para producao de kit de diagnosticos
nacionais ou para produgao de vacina contra lentivirus. Com base nos resultados
observados, a linha de investigag&o por meio de projeto em andamento € a avaliagéo
desta quimera na espécie susceptivel a doenca: 0s caprinos.

A forma ideal de prevenir doengas e também o primeiro passo para a sua
erradicacao € vacinar o rebanho.

No caso especifico das LVPR, néo existem vacinas comercialmente dispo-
niveis. Varias tentativas para elaborar uma vacina contra os lentivirus ocorreram,
embora tenha havido alguns avangos, nada de concreto foi ainda elaborado. Con-
vém salientar que as pesquisas envolvendo vacinas constituem um longo processo
desde a elaboragéo do protétipo laboratorial com os testes in vitro e os testes in
vivo em animais de laboratério e, finalmente, na espécie a que se destinam. Caso
logrem éxito, ainda deverao passar por todos os testes de inocuidade, padronizagéo,
registro comercial e disponibilidade para uso, prazo este que se estende de 10 a
15 anos até sua finalizacao.
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A primeira tentativa de confecgao de vacinas foi realizada na década de 1980,
quando uma vacina a base de sobrenadante de cultivo celular de membrana sinovial
caprina inativada foi utilizada em caprinos. A experiéncia nao foi bem-sucedida, visto
que 0s animais vacinados apresentaram um quadro de artrite mais severa que 0s
proprios animais controle (CUTLIP et al., 1987).

O Género Lentivirus desperta grande interesse, haja vista que, neste grupo,
encontram-se inseridos diversos representantes. Além do CAEV e MVV, outros
como FIV (Imunodeficiéncia Felina), BIV (Imunodeficiéncia Bovina), AIEV (Anemia
Infecciosa Equina), SIV (Imunodeficiéncia Simia) e HIV (Imunodeficiéncia Humana),
sendo este Ultimo 0 que mais carreia recursos para pesquisa visando minimizar e
resolver de uma vez por todas esta problematica causada por tais virus.

Felinos imunizados com vacina FIV petaluma inativada apresentaram protecao
contra o desafio com o virus homélogo (YAMAMOTO et al., 1991).

Possivel Vacina contra MVV, constituida do gen clonado da gag poliproteina e
proteinas p16 e p25 fusionadas com a beta galactosidase. Camundongos inoculados
com Sc p16 apresentaram uma forte resposta quando comparados aos controles
(HERIQUES et al., 2007).

No tocante as vacinas recombinantes em projeto com apoio do BNB, foi desen-
volvido um protétipo de vacina utilizando o CPSMV (Virus do Mosaico Severo do
Caupi) como vetor de expresséo da p28 do CAEV, em que foi obtido um antigeno
para uso diagndstico como também foi demonstrada atividade imunogénica com
formacao de anticorpos detectados por teste de ELISA indireto como indicativo de
bons resultados (SOUZA et al., 2009).

Trés grupos de dez camundongos Swiss, fémeas com 7 a 8 semanas de idade
foram imunizadas por via subcutanea, na regido dorsal, com 10ug de proteina do
virus CPSMV, 10ug da proteina P28 do CAEV e 10ug da quimera (CPSMV + P28),
utilizando o adjuvante de Freund incompleto, respectivamente. Os animais recebe-
ram reforgos com 21 e 35 dias apos o inicio da imunizagéo e foram sangrados nos
dias 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias ap6s o inicio da imunizagéo. Os resultados foram
avaliados através de teste de ELISA indireto, como pode ser observado no Grafico
1A (SOUSA, 2003; SOUSA et al., 2005).

4 - DIAGNOSTICO DOS LENTIVIRUS DE PEQUENOS RUMINANTES

O diagnéstico dos LVPR fundamenta-se no quadro clinico (quando presen-
te), consolidado por provas laboratoriais para deteccao direta do virus ou do seu
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material genético, ou, ainda, através da detecgdo de anticorpos. O isolamento
viral, a microscopia eletronica, a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e a
hibridizac&o in situ s&o os principais métodos utilizados para a detec¢ao direta do
CAEV. Em decorréncia das caracteristicas da propria enfermidade, principalmente
quanto ao seu carater de infecgao persistente, a sorologia para detecc¢ao do LVPR
é uma forma funcional de diagnéstico, podendo ser realizada através de técnicas
como imunodifusdo em gel de agar, imunofluorescéncia indireta, Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), Dot-Blot e Immunoblotting.

4.1 - Isolamento Viral

O isolamento viral em cultivo de células tem sido um dos métodos laboratoriais
de diagndstico mais utilizados em virologia, sendo considerado um teste padréo. O
isolamento tem também a vantagem de discriminar entre microrganismos vivos e
mortos. No entanto, a técnica, apesar de sensivel, apresenta algumas restri¢des,
pois € laboriosa, onerosa e lenta, necessitando de implantagéo de cultivos celulares
especiais, além de nédo detectar os virus que ndo causam Efeito Citopatico (ECP)
em cultivos celulares (KNOWLES, 1997). Para o isolamento do lentivirus caprino
de amostras clinicas, utiliza-se cultivo primario de células de Membrana Sinovial
de Caprinos (MSC), sendo que o ECP caracteristico € a presenga de células multi-
nucleadas tipicas (sincicio). Os LVPR podem ser isolados de amostras de animais
vivos, tanto pelo cocultivo em MSC de células, como leucécitos do sangue periférico,
células somaticas do leite, sémen e fluidos uterinos, como, também, de animais
mortos infectados, a partir de explantes de tecidos como membrana sinovial (MSC),
glandula mamaria, pulmé&o, plexo coroide e tecidos linfoides.

Como uma das caracteristicas principais dos lentivirus é apresentar replicacao
lenta, eles necessitam de, no minimo, trés passagens de células, com sete dias
de intervalos, para que o ECP comece a ser observado. Uma grande variagao é
verificada quanto ao tipo e ao tempo de aparecimento do ECP produzido pelos iso-
lados; além disso, os isolados virais de LVPR podem nao causar efeitos citopaticos
evidentes (OLIVER et al., 1981).

A Embrapa Caprinos, através deste projeto, implantou as técnicas de cultivo
celular de membrana sinovial caprina € membrana sinovial ovina; com isto, deu
suporte para a producédo de antigeno nacional. Com o dominio destas técnicas,
torna-se possivel a realizagao de cocultivo de amostras clinicas (leucécitos, liquido
sinovial, lavado bronqueal, sémen etc.), o que viabilizara em breve a produgéo de
antigeno com cepas regionais.
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4.2 - Microscopia Eletronica (ME)

As particulas virais do CAEV medem de 70 a 110nm, com um corpo central
de 30 a 50nm e apresentam forma e tamanho semelhantes aos do MVV. Nas
células infectadas com LVPR, observam, por ME, varios brotamentos virais com
120 a 140nm de diametro além de virions livres no espago extracelular, medindo
de 80 a 110nm de didmetro, e virions e fragmentos virais no citoplasma de células
infectadas. Os brotamentos virais na sua superficie ocorrem geralmente dentro de
pequenos vacuolos citoplasmaticos, sendo estes brotamentos similares aqueles
de retrovirus do tipo C (MOOJEN, 1996). Este método € interessante para estudo
de ultraestrutura dos virus. Entretanto, € uma técnica muito cara e trabalhosa para
sua utilizagao em rotina de diagndstico.

4.3 - Hibridizagao In Situ (HIS)

Esta técnica consiste na identificagdo de segmentos especificos de acido
nucléico de origem viral, encontrados em tecidos ou células infectados, capazes de
serem detectados por sondas marcadas por enzimas ou por radioatividade (BRO-
WN, 1998). Esta técnica é de uso limitado, em decorréncia da alta mutabilidade
dos LVPR, além de ser laboriosa e cara para ser colocada em rotina. Entretanto,
pode ser utilizada para dirimir duvidas de resultados duvidosos.

4.4 - Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A amplificagéo in vitro dos acidos nucléicos permite a obtencao de milhares
de cdpias de uma sequéncia especifica de DNA. Desta maneira, a PCR vem sendo
adotada em todo 0 mundo na pesquisa de microrganismos, devido a especificidade,
sensibilidade e rapidez de seus resultados. E possivel detectar o DNA proviral do
LVC um dia apds a infegéo dos cultivos celulares, e de apenas uma célula infectada
em um cultivo de 10° células, sendo que a PCR é uma técnica eficiente em detectar
DNA no sangue nos estagios iniciais da doenga (ZANONI et al., 1990).

Os primeiros trabalhos sobre 0 uso da PCR no diagnéstico veterinario aparece-
ram no final dos anos 1980, e tém sido de grande importancia para o diagnéstico de
doengas virais, visto que os métodos de diagndstico tradicionais requerem longos e
complexos procedimentos, como cultivo de células e microscopia eletronica. Outra
vantagem da PCR é que esta técnica pode detectar pequenas quantidades de DNA
e RNA viral presentes no material, amplificando-os em quantidades identificaveis.
Até mesmo patdgenos de dificil crescimento em cultivo ou que se encontrem sob
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estado de laténcia ou integrados ao genoma do hospedeiro, ou, ainda, microrga-
nismos mortos, podem ser detectados pelo método.

A PCR tem sido utilizada para a pesquisa do DNA-proviral do lentivirus de
caprinos em diferentes amostras, como sangue, liquido sinovial, leite e soro do
leite, tecidos, sémen, fluidos uterinos e embrido. No caso dos LVPR, esta técnica é
particularmente importante para a identificagéo de animais que apresentam sorocon-
versao tardia ou de resultado soroldgico duvidoso. Porém, parece nao haver relagéo
entre o titulo de anticorpos e o0 aparecimento de bandas positivas a PCR no sangue
e nem todas as amostras positivas aos testes soroldgicos séo também positivas
na PCR. Cerca de 3.000 mondcitos, contendo de 30 a 240 células infectadas sao
suficientes para gerar resultados positivos na PCR. Porém, ha uma quantitativa
diferencga no nivel de células associadas ao virus entre animais, 0s quais podem
variar de 10° a 10° mondcitos para a deteccdo. Desse modo, parece que a taxa de
infeccdo dos monadcitos varia entre individuos portadores da CAE, provavelmente,
devido ao nivel de restricdo da expresséo viral. Portanto, a sensibilidade depende
do tamanho da amostra (ANDRIOLI, 2001).

A PCR Nested ou PCR duplo Nested aumenta a sensibilidade quando com-
parada a PCR simples, enquanto a combinagéo do uso de PCRs multiplos reduz o
numero de falsos negativos. Porém, estas técnicas sao mais caras e trabalhosas,
além de apresentarem, no caso da PCR Nested, grande risco de contaminagéo
do laboratdrio com DNA amplificado levando a ocorréncia de falsos positivos
(ANDRIOLI, 2001).

Devido ao alto custo e aos resultados discordantes entre testes soroldgicos
e PCR, sugere-se que esta técnica seja empregada para esclarecer resultados
sorologicos indeterminados ou negativos.

Neste projeto, a técnica de PCR e de PCR Nested foram padronizadas para
sangue. Asensibilidade relativa do teste a PCRn identificou as bandas esperadas entre
10*> a 10°%°TCDI, /50pL em sobrenadante de cultivo celular inoculado, quando se
utilizaram os iniciadores externos. Com a realizacao da segunda etapa — PCR Nested,
utilizando os iniciadores internos —, as bandas esperadas foram obtidas entre 10*° a
103 TCDI, /50uL. A especificidade das amplificagdes foi confirmada pela obtengéo
dos fragmentos esperados apds a restricdo enzimatica (enzima Bal I) dos produtos
amplificados pela PCR Nested das amostras de sémen e do controle positivo.

Foram testados varios protocolos de extragao de DNA seguida de PCRn, sendo
que trés apresentaram resultados promissores. No entanto, nenhum apresentou
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resultado positivo em todas as amostras testadas, de um mesmo animal, em oca-
sides diferentes (ANDRIOLI et al., 2007), sendo que isto também ocorre nos testes
de IDGA. Possivelmente, o DNA viral ndo estava presente no seu sangue ou estava
em quantidade nao-detectavel (ANDRES et al., 2005).

Embora a PCR identifique animais portadores do LVC antes da soroconverséo,
tem-se relatado que, ap6s a soroconversao, a PCR € menos sensivel quando com-
parada aos testes sorologicos, de forma que ha recomendacao de que se utilize a
associacdo dos dois testes num programa de controle (ANDRES et al., 2005).

A dificuldade em amplificar o DNA-proviral dos lentivirus pode estar na sua
caracteristica de alta taxa de mutacgao. A variagao das sequéncias de bases no ge-
noma dos lentivirus afeta a eficiéncia da PCR, pois esta € intimamente dependente
da complementaridade entre os primers/templates (PASICK et al., 1998). Os LVPR
apresentam grande variacdo antigénica e existem também variacdes fenotipicas
que refletem o potencial patogénico do virus (PASICK et al., 1998). Os virus RNA,
de forma geral, e particularmente os lentivirus, apresentam grande variedade de
quasispécies, o que se atribui ao fato de o RNA polimerase ter, intrinsecamente,
altas taxas de erro. Desta maneira, os lentivirus se reproduzem imperfeitamente.
Este mecanismo € util aos virus na sua habilidade de escape das defesas do
hospedeiro e de produzir infecao persistente. Desse modo, a escolha dos primers
é de suma importancia para o sucesso da técnica de PCR.

Estudos comparando a presenca do virus no sémen com a de anticorpos no
soro, coletados no mesmo dia, detectaram que, embora os anticorpos estejam
presentes em 84,6% das amostras analisadas, no sémen, a presenca do virus foi
detectada em 10,8% das partidas (Tabela 4).

Observou-se também que o virus foi detectado no sémen e o anticorpo no
soro em quatro ocasides (6,1%); foi detectado apenas o DNA no sémen em trés

Tabela 4 - Comparagao dos Resultados de PCR no Sémen e IDGA no Sangue,
Coletados no Mesmo Momento de Quatro Reprodutores Portadores

da CAE
PCR - sémen
IDGA - soro o :
Positivo Negativo
Positivo 4(6,1%) 51 (78,5%)
Negativo 3 (4,6%) 7(10,8%)

Fonte: Dados do autor.
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momentos (4,6%); foi detectado apenas o anticorpo no soro em 51 ocasides (78,5%)
e nao foi identificado nem o anticorpo nem o DNA em sete momentos (10,8%).

Estes resultados nos fornecem informagdes importantes, como: um Unico
teste de IDGA néo ¢ suficiente para comprovar a negatividade de um reprodutor,
e o fato de este reprodutor apresentar resultado negativo no IDGA n&o indica que
0 animal esteja livre da presenga do virus no sémen, como foi observado em trés
ocasides em que foi detectado o0 DNA no sémen; porém, o IDGA realizado no soro
coletado no mesmo dia da coleta resultou negativo. Podemos observar também
que a PCR no sémen ndo é um bom teste para avaliagédo do reprodutor e, sim,
apenas da partida do sémen.

Através de esfregacos de sémen corado com Rosenfeld observou-se a presen-
¢a de leucocitos. Sabe-se que, normalmente, ocorre a presenga de leucdcitos no
sémen e que estas células sao de eleicdo para a replicagcdo do lentivirus caprino.
Desse modo, sugerimos que seja realizado um ensaio mensurando a quantidade de
leucdcitos presentes no sémen e relacionando com o teste de PCR no sémen.

4.5 - Imunodifusio em Gel de Agar (IDGA)

Devido a praticidade na coleta das amostras e ao baixo custo/beneficio, a
deteccéo de anticorpos contra LVPR é amplamente utilizada, sendo a IDGA reco-
mendada para o diagnéstico inicial de triagem num rebanho ou regido onde seja
desconhecida a prevaléncia da CAE. Este teste é recomendado pela Organizagéo
Internacional de Epizootias para o diagndstico de infecgdo por LVPR, no caso de
comércio internacional de pequenos ruminantes (OIE, 1996). O teste de imunodifuséo
dupla de Ouchterlony fundamenta-se na difuséo de anticorpo e antigeno em uma base
semi-sélida contendo agar e eletrdlitos. Quando antigeno e anticorpo se encontram
em concentragdes equivalentes, interatuam e se precipitam, formando imunocom-
plexos estaveis que podem ser visualizados como linhas de precipitacao.

O teste de Microimunodifusao (MIDGA) para o diagnostico dos lentivirus reduz
0 custo por diminuir comparativamente a quantidade de antigeno necessario no
teste. O MIDGA mais utilizado é o hexagonal por apresentar melhores resultados,
dado que a amostra de soro a ser testada fica posicionada entre dois padrdes
positivos, facilitando a leitura do resultado (GOUVEIA et al., 2000).

Com relacdo ao antigeno produzido pela Embrapa Caprinos, apos a clarificagao
dos 2.500ml de sobrenadante viral, produzido em cultivo celular, este foi concentrado
50 vezes no sistema de filtragdo AMICON® utilizando uma membrana com o cut-
off de 10Kda e produziu-se 50mL de antigeno. O antigeno, ap6s a concentragéo,
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sofreu um tratamento com éter para destruir as glicoproteinas e limpar os epitopos
das coreproteinas.

4.6 - Reagao de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

As reagdes de imunofluorescéncia indireta possibilitam a visualizagéo da intera-
¢ao antigeno/anticorpo através de uma anti-imunoglobulina com fluorocromos. Estas
substéncias sdo capazes de absorver energia luminosa, tornando-se excitadas por um
curto espaco de tempo. Tais substancias passam a liberar tal energia na forma de fluo-
rescéncia. Os fluorocromos mais comuns s&o 0s do grupo da rodamina (fluorescéncia
vermelha) e o isotiocianato de fluoresceina (fluorescéncia verde) (SCHADE, 1995).

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

S&o poucos os trabalhos, na literatura, empregando RIFI no diagnostico
dos LVPR. Comparando os testes RIFI, IDGA e ELISA na pesquisa de anticorpos
contra o MV, verificaram que o a RIFI e a IDGA apresentaram concordancia de
94%. Utilizada como referéncia em outras retroviroses, tais como a Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), a RIFI chega a 100% de concordancia entre o
ELISA e Immunoblotting (REISCHAK, 2000).

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

5 - ENSAIOS IMUNOENZIMATICOS

5.1 - Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) baseia-se na utilizagdo de antigenos ou
anticorpos marcados com enzima, de forma que 0s conjugados resultantes tenham
atividade tanto imunoldgica como enzimatica. Estando um dos componentes (an-
tigeno ou anticorpo) marcado com uma enzima e insolubilizado sobre um suporte,
a reacao antigeno-anticorpo ficara imobilizada e podera, facilmente, ser revelada
mediante a adicdo de um substrato especifico que, sob a¢do da enzima, produzira
uma cor vista a olho nu e quantificada mediante o uso de um espectrofotémetro
(ABBAS; LICHTMAN, 2003).

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

O antigeno produzido na Embrapa Caprinos utilizou o virus total, portanto, todas
as proteinas virais estao presentes no antigeno. Comparando-se o ELISA indireto
e 0 IDGA produzidos verificaram-se os resultados nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5 — Resultado do Teste de Soros Caprinos pelo Elisa Indireto e IDGA Ag
N para o Diagnéstico da Infecgao por LVC em Rebanho Caprino Sub-
metido a um Programa de Controle da Artrite Encefalite Caprina

Pos % Neg % Total
IDGAAgN 50 8,88 513 91,12 563
ELISA 112 19,89 211 80,11 215

Fonte: Dados do autor.

Tabela 6 — Valores Estimados de Sensibilidade (Sens), Especificidade (Espec),
Valor Preditivo Positivo (VPP), Valor Preditivo Negativo (VPN), Efici-
éncia (Efic), indice Kappa e Qui-Quadrado para os Testes do ELISA
Indireto em Relagdo ao IDGA com Ag Nacional de 563 Amostras de
Soro Caprino em Rebanho Submetido a um Programa de Controle
da Artrite Encefalite Caprina

ELISAi — AgNacional
Pos Neg Total
Pos 45 5 50
IDGA - AgNacional Neg 67 446 513
Total 12 451 563
ELISAi - Ag Nacional
Pos Neg Total
Pos 45 5 50
Ag Nacional Neg 67 446 513
Total 12 451 563
Teste Sens (%) | Espec(%)| VPP(%) | VPN(%) | Efic(%) Kappa y2*
IDGAAgN 40,2 98,9 90 87,0 87,2 0,5 164,45 (p<0,001)

Fonte: Dados do autor.
Nota: *Qui-quadrado com corregéo de Yates.
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Diante dos dados, verifica-se um aumento do numero de animais soropositivos
detectados pelo ELISAindireto e para o IDGA, ambos utilizando o Antigeno Nacional.
O ELISA indireto detectou 112 animais, enquanto o IDGA somente 50 animais.

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

O Dot-imunoblotting pode ser usado como método qualitativo para separar
rapidamente um grande numero de amostras, ou como uma técnica quantitativa
para determinagéo da concentracao de antigeno. As amostras sao aplicadas em
uma tira de nitrocelulose coberta com anticorpos e analisadas por um dos sistemas
de deteccdo. A técnica é usada como um método qualitativo, para avaliar os varios
parametros que afetam a qualidade do immunoblotting apds a transferéncia do
antigeno para a membrana (PINHEIRO, 2001).

No diagnéstico da CAE, o DB é um teste com boa resolugado e baixa reagédo
inespecifica, sendo mais viavel que a IDGA e o ELISA indireto para utilizagdo no
controle desta enfermidade, pois, além de ser mais sensivel que a IDGA, néo ne-
cessita da indumentaria tecnoldgica do ELISA. E, também, mais barato, mais rapido
e, consequentemente, mais pratico, podendo ser utilizado em eventos (exposicoes,
leildes etc.) ou, até mesmo, no campo (PINHEIRO, 2001). Ensaios preliminares
foram realizados na Embrapa Caprinos para a sua padronizacg&o.

5.3 - Immunoblotting ou Western Blotting

Em decorréncia de ser uma técnica demorada e laboriosa, vem sendo utili-
zada em LVPR somente para esclarecer resultados divergentes e no estudo da
composigao das proteinas virais dos LVPR. Na sua execugédo, o material proteico
viral é separado por eletroforese e transferido para uma membrana de nitrocelulose.
Na membrana, o complexo antigeno-anticorpo € visualizado através da aplicacdo
de um conjugado enzimatico ao qual se adiciona um substrato que reage com a
enzima, dando cor a reacdo. O immunoblotting detecta anticorpos para p28 ja aos
4 dias pos-infecgdo, enquanto no ELISA indireto os anticorpos sdo detectados 15 a
20 dias pos-infeccao (BJERRUM; HEEGAARD, 1988). Comprova-se, assim, a alta
sensibilidade do immunoblotting para deteccao precoce de anticorpos para o CAEV.
Apesar de ser considerado como teste padréo ouro, ndo se conhece a sensibilidade
relativa do immunoblotting para detecgao de anticorpos para LVPR. Esta técnica foi
padronizada na Embrapa Caprinos durante a realizagéo deste projeto; entretanto,
por ser muito trabalhosa e lenta, ndo pode ser utilizada rotineiramente.
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6 - CONSIDERACOES FINAIS

A deteccéo precoce e a remocgao dos animais infectados dos rebanhos séo a
base do sucesso dos programas de controle. Portanto, a eficiéncia de programas de
controle das LVPR depende da sensibilidade e da especificidade do teste diagnos-
tico, da frequéncia de sua utilizagdo em animais de um determinado rebanho e do
manejo utilizado neste mesmo rebanho. A identificagao dos animais infectados por
LVPR é geralmente feita de forma indireta, sendo a Imunodifus&o em Gel de Agar
(IDGA) com antigenos de origem ovina e caprina o teste comumente empregado.
A IDGA é o teste recomendado pela Organizagao Internacional de Epizootias para
diagnostico dos LVPR, o qual além de pratico tem baixo custo e boa especificidade.
Entretanto, os animais infectados por estes virus podem apresentar soroconversdo
tardia e variagao nos niveis de anticorpos durante a vida, o que reduz a sensibilidade
e temimplicacao direta no sucesso de programas de controle destas enfermidades,
0 que leva a necessidade de uma troca de antigenos periddica para melhorar o
diagnéstico.

Com o objetivo de isolar cepas de LVPR regionais para producdo de um
antigeno mais sensivel e um estudo molecular destas cepas, nova parceria foi
realizada entre a Embrapa Caprinos e o Banco do Nordeste através de um projeto.
A grande variabilidade antigénica e genética dos LVPR induz a necessidade do
desenvolvimento de técnicas mais sensiveis e especificas para o diagnostico dos
LVPR, para que se possa reduzir o numero de resultados falso-negativos. No caso
de programas de controle mais avangados ou programas de erradicagao, devem ser
utilizadas provas sensiveis como 0 ELISA, associadas a provas de deteccao direta,
como a sua PCR, estes desenvolvidos e/ou padronizados na Embrapa Caprinos
com o ajuda financeira do Banco do Nordeste.
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ANEXOS
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Grafico 1A -

Teste de Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) com
Antissoro Policlonal de Camundongos Imunizados com 10ug
de Quimera (CPSMV+P28) com Adjuvante de Freund Incompleto,
na Diluigéo de 1:40, Mostrando Reagdes Especificas contra o
CPSMV (m), P28 (m) e Quimera ( )

Fonte: Dados do autor.
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Foto 1A -Teste de IDGA com Antigeno de CAEV frente a Soros

Padroes e Animais Positivos
Fonte: Dados do autor.

Foto 2A - Imunofluorescéncia indireta de soro positivo para
LVPR (400x)

Fonte: Dados do autor.



