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Resumo

A Febre Aftosa (FMD) é uma doenca causada pelo Foot-and-mouth disease virus
(FMDV), um RNA virus da familia Picornaviridae e que acomete animais biungulados,
ruminantes e suinos domeésticos e selvagens, em todo o mundo. Sete sorotipos virais
sao descritos - A, O, C (ja reportados no Brasil), Asia 1, SAT 1, SAT 2 e SAT 3. Os
sinais clinicos da infeccéo incluem a formacdo de vesiculas e erosdes epiteliais na
lingua, palato duro e mole e banda coronaria do casco, ndo sendo 0s mesmos
distinguiveis clinicamente de outras doencas vesiculares. A FMD é uma das principais
restricbes ao comeércio internacional de produtos de origem animal, por ser altamente
contagiosa e pelo espectro de hospedeiros. O diagnostico rapido e preciso e a
vigilancia epidemiolégica sdo de vital importancia para a economia nacional. O
Laboratorio Federal de Defesa Agropecuaria (LFDA) de Minas Gerais, centro de
referéncia nacional para diagndstico molecular da enfermidade, realiza a transcricao
reversa seguida da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR) para
detectar regi6es conservadas do genoma viral. A garantia da biosseguranca € fator
imprescindivel ao trabalho eficaz na Defesa Agropecuaria e toda amostra suspeita de
doenca vesicular é considerada positiva para a Febre Aftosa desde o momento em que
chega do campo até passar pelo processo de inativacdo viral. O liquido esofagico
faringeo (LEF) é a amostra indicada pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE)
para o diagnéstico do FMDV em bovinos. O presente trabalho comparou o
desempenho da Solucdo de Lise MagMax™ CORE e do TRIzol® (regularmente
utilizado) para a inativagdo viral utilizando amostras de LEF bovino contaminadas
experimentalmente com FMDV sorotipo O [RS BR/80]. A comprovacao de desempenho
do método de diagnéstico molecular para FMD desde a inativacéo viral até a RT-gPCR
teve por base o Guia de Verificacdo de Desempenho da Coordenacdo de Apoio
Laboratorial (CGAL) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). A
eficacia da inativacdo viral pelo MagMax™ CORE Lysis Solution foi comprovada por
isolamento viral em células BHK21. Trés passagens cegas indicaram a auséncia de
particulas virais infecciosas nas diluicbes de 10%°t a 1019 TCID50/50 pL. O
desempenho do método de diagnédstico por RT-gPCR sob as condi¢cBes de inativacao
testadas estabeleceu Limite de Deteccdo de 10%7 TCID50/50uL para ambos os
inativantes; eficiéncia de 98,0% e 94.4%, variancias de repetibilidade de 7,33% e
10,76%, reprodutibilidade intralaboratorial de 9,99% e 16,49%, erro de medida do
método de 17,32% e 27,26%, e incerteza expandida de 0,64 e 0,94 Ct, para MagMax™
CORE Lysis Solution e TRIzol®, respectivamente. As médias estimadas pelo modelo
de regressdo mudltiplo estabelecido para os métodos de inativacao viral testados
mostraram superioridade de todos os parametros testados para amostras inativadas
por MagMax™ CORE Lysis Solution, mesmo quando se variou o kit de amplificacéo,
além deste inativante representar uma economia de 35,3% no valor final de cada
amostra de LEF testada.

Palavras-chave: Febre Aftosa, FMDV, Inativacdo viral, RT-qPCR, LEF, TRIzoI®,
MagMax™ CORE Lysis Solution.



Abstract

FMD is caused by foot-and-mouth disease virus (FMDV), an RNA virus of the family
Picornaviridae, which infects biungulate animals, ruminants and domestic and wild swine
throughout the world. Seven viral serotypes are described - A, O, C (already reported in
Brazil), Asia 1, SAT 1, SAT 2 and SAT 3. Clinical signs of infection include vesicle
formation and epithelial erosions on tongue, hard and soft palate and the coronary band
of the hull, which are not clinically distinguishable from other vesicular diseases. FMD is
one of the main constraints to international trade in animal products, because it is highly
contagious and presents a broad host spectrum. Rapid and accurate diagnosis and
epidemiological surveillance are of vital importance to the national economy. In the
Federal Agricultural Defense Laboratory of Minas Gerais State (LFDA-MG), a national
reference center for molecular diagnosis of the FMD, the RT-qPCR is carried out to
detect conserved regions from the FMDV genome. The guarantee of biosafety is an
essential factor for effective work in Agricultural Defense, therefore every suspected
sample of vesicular disease is considered positive for Foot-and-Mouth Disease from
moment it arrives from the field until the viral inactivation process. The oesophageal—
pharyngeal sample (OP) is the sample designated by the World Organization for Animal
Health (OIE) for the diagnosis of FMDV in cattle.The present work compared the
performance of the MagMaxTM CORE Lysis Solution and TRIzol® (regularly used) for
viral inactivation using bovine OP samples experimentally contaminated with FMDV
serotype O [RS BR / 80]. The performance of the molecular diagnostic method for FMD
from viral inactivation to RT-gPCR, followed the criteria of the Performance Verification
Guide of the Laboratory Support Coordination (CGAL) of the Ministry of Agriculture,
Livestock and Food Supply (MAPA). The effectiveness of viral inactivation by the
MagMax™ CORE Lysis Solution was proven by viral isolation tests using BHK21 cells.
Three blind passages indicated the absence of infectious viral particles in the dilutions
corresponding to 10%%1 to 10-1°°® TCID50/ 50 L. The performance of the RT-PCR under
the tested inactivation conditions established a Detection Limit of 1017 TCID50/50uL for
both inactivators used; efficiency of 98.0% and 94,4%, repeatability variances of 7,33%
and 10,76%, intra-laboratory reproducibility of 9,99% and 16,49%, method measurement
error of 17,32% e 27,26% and expanded uncertainty of 0,64 e 0,94 Ct for MagMax™
CORE Lysis Solution and TRIzol®, respectively. The averages estimated by the multiple
regression model established for the tested methods of viral inactivation showed
superiority of all tested parameters for samples inactivated by MagMax™ CORE Lysis
Solution, even when the amplification kit was varied. In addition, this inactivating solution
showed a savings of 35.3% in the final value of each LEF sample tested.

Key words: Foot-and-mouth disease, FMDV, Viral inactivation, RT-qPCR, OP, TRIzoI®,
MagMax™ CORE Lysis Solution.
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1 Introducéo

A Febre Aftosa (Foot-and-mouth disease — FMD) € uma doenca causada pelo
virus Foot-and-mouth disease virus (FMDV), um RNA virus do género Aphthovirus,
familia Picornaviridae, que acomete animais biungulados (ordem Artiodactyla) como
bovinos, suinos, ovinos, caprinos e bubalinos, bem como mais de 70 espécies de
animais selvagens ou selvagens em cativeiro (SPICKLER, 2015); (UNITED
STATES. DEPARTMENT OF AGRICULTURE; ANIMAL AND PLANT HEALTH
INSPECTION SERVICE, 1994) como bufalo africano (Syncerus caffer), bisdo (Bison
spp.), alce (Alces alces), camurca (Rupicapra rupicapra), girafa (Giraffa
camelopardalis), gnu (Connochaetes gnou), cervicapra (Antilope cervicapra), javali
(Phacochoerus aethiopicus), impala (Aepyceros melampus), diversas espécies de
veados, antilopes e gazelas. O FMDV também pode infectar alguns animais que nao
sdo membros da ordem Artiodactyla, como ouricos (Erinaceus europaeus e Atelerix
prurei), ursos, tatus, cangurus, ratdo do banhado (Myocastor coypus) e capivaras
(Hydrochoerus hydrochaeris) (SPICKLER, 2015).

A FMD é atualmente classificada pela Organizacdo Mundial de Saude Animal
(World Organisation for Animal Health) que € também conhecida pela sigla francesa
para Office International des Epizooties (OIE), como uma das mais contagiosas
dentre as doencas infecciosas de animais, sendo de notificacdo obrigatéria. Embora
ela ndo resulte em alta mortalidade em animais adultos (BRITO et al., 2017), sua
taxa de morbidade, numa populacdo susceptivel, se aproxima de 100% (WORLD
ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2013). A taxa de mortalidade da FMD
varia entre 1 a 5% em animais adultos, sendo maior (20% ou mais) em bezerros,
cordeiros e leitdes (WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2013). Os
sintomas da doenca compreendem alta temperatura corporal, salivacdo excessiva, e
feridas bolhosas na lingua, mucosa labial, boca, tetas, nos espacos interdigitais e
bandas coronarias das patas (JAMAL; BELSHAM, 2013).

O FMDV foi o primeiro virus causador de doenca em animais a ser
descoberto (LOEFFLER & FROSCH, 1897 apud GRUBMAN; BAXT, 2004). Ele se
multiplica rapidamente, sendo transmitido por aerossois, o que implica numa alta
dispersdo. Sete diferentes sorotipos ja foram descritos, cada qual com uma
diversidade de topotipos e de linhagens genéticas (BRITO et al., 2017). Séo eles:
sorotipos A, O, C, Southern African Territories (SAT) 1, SAT 2, SAT 3 e Asia 1
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(WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2009). O exame de um grande
namero de amostras provenientes de todo o mundo falhou em revelar a existéncia
de outro sorotipo, embora haja muitos diferentes subtipos, alguns deles bastante
distintos de outras amostras do mesmo sorotipo (JAMAL; BELSHAM, 2013).

A Febre Aftosa esta presente em quase toda a extencdo territorial mundial
onde h& criagdo de rebanho bovino, tendo sua primeira descricdo sido
provavelmente realizada em Veneza por volta do ano de 1510 (JAMAL; BELSHAM,
2013). Nas Ameéricas Central e do Sul, ja foram registradas ocorréncias dos
sorotipos A, O e C. Atualmente, o cenario mundial de episédios da Febre Aftosa é
monitorado pela OIE, que divulga anualmente o mapa oficial do status da FMD de
seus paises membros.

Relativamente ao Brasil, uma andlise ainda que superficial do papel da
agropecuaria no cenério econdmico nacional, é suficiente para que se tenha a
dimensdo do qudo importante é a prevencdo da ocorréncia da FMD. O PIB do
agronegocio compreende, além das atividades primarias realizadas no
estabelecimento, as atividades de transformacédo e de distribuicdo, o que implica
toda uma cadeia do agronegécio afetada, no caso da ocorréncia de surtos da Febre
Aftosa. Somente no 2° trimestre de 2020, o setor agropecuario contribuiu com
R$125.417 milhdes segundo o IBGE (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA (IBGE), 2020).

De acordo com projec¢@es oficiais que compreendem o periodo de 2016/17 a
2026/27, as taxas de crescimento da producao correspondem a 2,5% ao ano para a
carne suina e de 2,1% ao ano para a carne bovina. A producdo de leite também
devera crescer, a uma taxa anual entre 2,1 e 3,0%, o que corresponde a passar de
uma producdo de 34,5 bilhdes de litros em 2017 para valores entre 43,0 e 48,0
bilhdes de litros no final do periodo das projecdes (BRASIL. MINISTERIO DA
AGRICULTURA PECUARIA E ABASTECIMENTO., 2017a). Dados atuais mostram
que a producao brasileira de carne bovina e vitela corresponde a 16,5% da produc¢ao
mundial total, e a porcentagem de exportacdo destes mesmos produtos € de 23,9%,
0 que coloca o pais respectivamente em segundo e primeiro lugar do mundo nessas

categorias.
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Figura 1. Producéo e exportacdo mundiais de carne bovina e vitela
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Fonte: UNITED STATES. DEPARTMENT OF AGRICULTURE; FOREING
AGRICULTURAL SERVICE, 2020a, 2020b. (Informac¢des traduzidas para a

lingua portuguesa).*

! Para acessar os graficos da Figura 1, ao abrir o link disponivel em Referéncias Bibliogréficas, é necessario
selecionar a opgao Top Countries by Commodity no Menu Graphical Query, selecionar a op¢do Meat and
Poultry na coluna a esquerda, e, em seguida, clicar no botao Visualize.
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A atual pandemia de COVID-19, instaurada a partir do final de 2019,
impactou significativamente o crescimento econdémico do setor agropecuario
mundial, e foram reportadas previsées da diminuicdo da demanda por proteina
animal e da exportacdo para o comércio de carne bovina, relacionadas ao
impacto econdmico sobre o consumidor, as interrupcbes no transporte do
comércio global pelo congestionamento de portos e reducdo da disponibilidade
de contéineres, ao fechamento generalizado de restaurantes e estabelecimentos
de servicos de alimentagdo, bem como a reducéo no turismo e viagens (UNITED
STATES. DEPARTMENT OF AGRICULTURE; FOREING AGRICULTURAL
SERVICE, 2020c). Ainda assim, a despeito deste cenario, o Brasil mantém
posicdo de destaque tanto na producdo de carne bovina, quanto na exportacao,
compondo inclusive, a posicdo de lideranca do mercado mundial, segundo o
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos da América (USDA). A
producdo brasileira de carne bovina, €, inclusive, apontada pelo mesmo 6rgao
como um fator compensatério ao déficit advindo da perda de rebanhos
australianos, decorrente de recentes incéndios de grandes proporg¢des. Segundo
atualizacao de dados governamentais brasileiros, o rebanho de bovinos em todo
o territério nacional no ano de 2019 correspondeu a 216.596.462 cabecas, e 0
rebanho bubalino foi representado por 1.405.654 animais (BRASIL. MINISTERIO
DA AGRICULTURA PECUARIA E ABASTECIMENTO., 2019a). E, portanto,
notavel que qualquer enfermidade que acarrete perda siginificativa na
produtividade pecudria, seja de grande relevancia para a economia nacional e
mundial.

Considerando-se o fato de que a FMD atinge aproximadamente 100% de
morbidade e seus efeitos debilitantes, que incluem inapeténcia e consequente
perda de peso, decréscimo na producao de leite e prostracéo, € possivel projetar
0 impacto negativo que a ocorréncia de um surto da doenca traria a
produtividade pecuaria. Destaca-se, pela natureza altamente contagiosa desta
doenca e pelo fato de ser de notificagdo compulséria pela OIE, que ndo por
acaso, a FMD tem sido reconhecida como uma das principais restricdoes ao
comercio internacional de animais e de produtos animais (UNITED STATES.
DEPARTMENT OF AGRICULTURE; ANIMAL AND PLANT HEALTH
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INSPECTION SERVICE, 1994). Ha assim, constante preocupacdo das
autoridades sanitarias em torno da ocorréncia da Febre Aftosa.

O ultimo episodio de surto de Febre Aftosa registrado no Brasil se deu em
outubro de 2005, quando foi notificado nos estados do Mato Grosso do Sul e
Parana, ocasido em que Russia, Chile e Unido Europeia fecharam o mercado
para a importacdo de carne dos estados do Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e
Parana, levando a um grande prejuizo de propor¢cbes nacionais (SILVA;
MIRANDA, 2006). Somente em indenizacdes pagas aos agricultores, como
decorréncia deste surto, foram gastos US$ 8.517.480, e foram eliminados 34.330
animais susceptiveis: 33.064 bovinos, 637 suinos e 629 pequenos ruminantes
(BRAZIL. MINISTRY OF AGRICULTURE LIVESTOCK AND FOOD SUPPLY,
2008).

A fiscalizacdo sanitaria animal nacional, tem, portanto, dirigido esforcos
constantes em relacdo a prevencdo da ocorréncia da Febre Aftosa, bem como
na elaboracdo de planos de emergéncia e contingéncia em caso de surto.
Atualmente procede-se em todo o territério nacional, a vacinagao compulsoéria de
rebanhos bovinos e bubalinos. Utiliza-se vacina bivalente inativada, formulada
com as amostras virais A24 Cruzeiro e O1 Campos, emulsificadas em 0leo
mineral (BRASIL. MINISTERIO DA AGRICULTURA PECUARIA E
ABASTECIMENTO., 2019a).

Faz-se notar que ha uma gama de doencas vesiculares causadas por
virus, que se confundem clinicamente com a Febre Aftosa, e que precisam ser
investigadas aos primeiros sintomas comuns a todas elas. Assim, durante casos
suspeitos de Febre Aftosa em campo, é realizado o diagnéstico diferencial. O
Fluxograma 1 é uma representacdo esquematica das principais etapas do
sistema de vigilancia sanitaria animal para doencas vesiculares em territério

nacional, onde destaca-se o diagnostico na fase “ALERTA”.



27

Fluxograma 1: Etapas de acdes da Vigilancia Sanitaria Animal para

suspeita de doenca vesicular em biungulados

Sistema de vigilancia @=———p Suspeita
(passivo-ativo) ) o ) o
Investigacdo clinico-epidemiolégica

Descarte da suspeita Confirmacao da suspeita
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=
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=
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+

Comprovacao da restituicio da condigao sanitaria

CONCLUSAQ

Fonte: BRASIL. MINISTERIO DA AGRICULTURA PECUARIA E
ABASTECIMENTO., 2009a, p.9. (Imagem adaptada pela supressdo do namero
do Volume sob o qual o Plano de Acdo para Febre Aftosa, Atendimento a

Notificacdo de Suspeita de Doenca Vesicular, esta organizado).
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1.1 Particula viral e estrutura genémica
O Foot-and-mouth disease virus (FMDV) pertence ao Reino Riboviria,

Ordem Picornavirales, familia Picornaviridade e género Aphthovirus (Goris et
al.,2009; ICTV, 2019). E um virus ndo envelopado, cujo genoma € RNA fita
simples, senso positivo, constituido de aproximadamente 8500 nucleotideos (nt).
Possui capsideo de simetria icosaédrica, formado de 60 protdmeros, cada um
consistindo em 4 polipeptidios: VP1, VP2, VP3 e VP4, sendo este ultimo
localizado na parte interna do capsideo. A particula viral apresenta em torno de
30 nm de diametro (CARRILLO, 2012) (Figura 2).

Figura 2. Representacado da particula do FMDV.

Fonte: SWISS INSTITUTE OF BIOINFORMATICS (SIB), 2008.

Destaca-se que o RNA viral € infeccioso, funcionando tanto como genoma
guanto como RNA mensageiro viral. Uma cauda poli A na porcdo 3’ protege o
genoma da digestdo por nucleases celulares. A regido ndo traduzida 5’UTR
(5’'untranslated) do FMDV é extremamente complexa, e contém cerca de 1.300
bases, sendo dividida em cinco elementos funcionais que possuem papel
importante nos eventos de traducdo e replicacdo do RNA genbmico, segundo
revisto em Grubman e Baxt (2004) (Figura 3). Uma pequena proteina VPg
(proteina viral) esta covalentemente ligada a porcédo 5 e contém cerca de 24
aminoacidos. A regido P1 codifica os polipeptideos estruturais e as regides P2 e
P3 codificam as proteinas ndo estruturais associadas a replicacdo (GRUBMAN;
BAXT, 2004).

A regido gendmica que codifica a proteina de capsideo VP1 (gene 1D) é a
mais estudada para o sequenciamento gendmico e permite a classificacdo dos

diferentes sorotipos do FMDV. Nos ultimos dez anos, o protocolo técnico para
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amplificacéo por transcricao reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR) e subsequente sequenciamento da regido VP1 (1D) do FMDV usado
na FAO/WRLFMD (Organizacdo das Nacbes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo/Laboratério Referéncia para a Febre Aftosa em Pirbright, Reino
Unido) gerou dados de sequéncia para mais de 4.500 isolados de virus e
amostras de campo. Em todos os casos, pelo menos um dos conjuntos de
iniciadores de RT-PCR produziu um amplicon especifico a partir do qual a
sequéncia de VP1 foi determinada (KNOWLES et al., 2016).

Logo apos a VPg, esta inserida a regido "S", de cerca de 360 nucleotideos
gue se dobram formando uma haste longa. Esta proteina ainda ndo possui o seu
papel totalmente elucidado, mas, por comparagcdo com outros membros da
familia Picornaviridae, sugere-se que tenha funcao importante na manutencao da
estabilidade gendmica durante a penetracdo celular. Em seguida a proteina S,
esta inserido o trato poli(C) que compreende 90% dos residuos de cisteina, com
algumas uracilas e adeninas. Estudos com Enterovirus C tém mostrado uma
associacao do fator de ligacdo do hospedeiro as proteinas poli(rC) (PCBP), com
a extremidade 5 do genoma, que pode regular a troca entre as funcdes de
traducdo e de replicacdo genébmica (GAMARNIK, 1993). Exatamente apos esta
estrutura, encontram-se o0s pseudo-nés (pseudoknots - PKS), de funcdo néao
completamente elucidada. A jusante dos pseudo-nos, foi identificada uma
estrutura denominada cre, que possui uma pequena alca contendo a sequéncia
conservada - AAACA, essencial para a replicacgdo do genoma. Apols esta
estrutura, localiza-se a regiao IRES (sitio de acesso interno para o ribossomo, do
inglés Internal Ribosome Entry Site - IRES grupo Ill), que permite a traducao
direta da poliproteina (revisto em Grubman e Baxt (2004)). O genoma possui
uma Unica fase aberta de leitura (Open Reading Frame - ORF), codificante de
um polipeptidio precursor, que, uma vez traduzido, sera processado por
proteases virais, originando varias proteinas funcionais, dentre elas a 3Dpol, a
RNA polimerase RNA dependente do virus. Esta regido gendmica que a codifica
€ extremamente conservada, sendo utilizada no diagndstico molecular
(LONGJAM et al., 2011). Aléem da regido codificadora 3Dpol, a regido S’UTR
mencionada anteriormente é também muito utilizada no diagnodstico de FMD, ja
que também contém porgbes conservadas ao longo de sua sequéncia
(CALLAHAN et al., 2002; REID et al., 2002).
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Figura 3: Mapa esquematico do genoma do FMDV.
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Fonte: SCHEMATIC MAP OF THE FMDV GENOME., 1969. (Informagbes

traduzidas para a lingua portuguesa).
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1.2 Ciclo de Multiplicacéao viral
A adsorcédo do virus a célula do hospedeiro se da por meio da sequéncia

de aminoéacidos arginina - glicina — aspartato, altamente conservada (Arg - Gly -
Asp , RGD), que pode interagir com receptores de integrina sobre a membrana
celular para mediar o inicio da infeccdo pelo virus (WANG et al., 2015). Tal
sequéncia de aminoacidos compfe a estrutura de loop G-H, formada pelas
cadeias BG e BH dos residuos 140-160 da VP1, protundido na superficie viral.
Ha indicacbes de que as proteoglicanas de heparan sulfato (HS) funcionam
como um receptor alternativo para o virus da Febre Aftosa, ou uma via
alternativa para a entrada nas células apods infeccdo pelo virus (BARANOWSKI
et al., 1998).

O virus da Febre Aftosa, assim como outros virus da familia
Picornaviridae, apds a ligacdo a receptores na membrana celular, induz a
formacdo de um endossomo acidico, onde o0 material genético viral sera
desnudado. Uma vez no citoplasma, a inducdo da traducdo do RNA viral e
interrupcdo da traducdo do RNA da célula, ocorrem concomitantemente. As
proteinas necesséarias para replicacdo sdo traduzidas a partir do RNA viral
senso-positivo. A cépia do genoma produz um RNA senso-negativo
complementar e a partir deste, ha formacao de fitas senso-positivas (CARRILLO,
2012). Segue-se a morfogénese e liberagao viral através de lise celular.

O ciclo de multiplicacdo viral esta esquematizado na Figura 4.
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Figura 4. Esquema do ciclo de replicacéao do

Picornavirus
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Fonte: GAO; SUN; GUO, 2016. (Informacgbes traduzidas para a lingua
portuguesa; insercdo da numeracdo das etapas 1 a 10; insercdo da seta nimero
8; insercdo da representacdo da membrana do endossomo acidico apos a
penetracéo viral).

(1) Ligacédo do virus a um receptor celular. (2) Penetracao do virus na célula e (3)
desnudamento pela acidificagdo endocitica, com a liberacdo do RNA viral no
citoplasma da célula e remogéo da VPg (3B) do RNA do virus. (4) A traducéo é
iniciada. (5) A poliproteina nascente € clivada imediatamente produzindo
proteinas virais individuais. (6) A sintese de RNA viral ocorre em vesiculas
membranosas (complexo de replicacdo), induzida pelas proteinas virais. Fitas
RNA senso positivo sdo copiadas pela RNA polimerase viral, dando origem as
fitas senso negativas, que por sua vez dardo origem a novas replicatas de fitas

senso-positivas (7). (8) A fita de RNA é traduzida para produzir proteinas virais
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adicionais. (9) Apés a traducdo ocorre a morfogénese, onde novas particulas

virais sdo formadas e liberadas por lise da célula (10).

O virus da Febre Aftosa induz alteracbes morfoldégicas nas células
infectadas que incluem o arredondamento celular, condensacdo da cromatina,
vacuolizacdo nuclear, proliferacdo de vesiculas membranosas, e mudancas na
permeabilidade da membrana com perda de componentes intracelulares
(RACANIELLO, 2013).

Segundo Grubman e Baxt (2004), areas da faringe e pulmbes sdo os
locais de inicio da multiplicacédo do virus, com disseminacao rapida para as areas
epiteliais orais e podal. Ha possibilidade da disseminacdo ser mediada por
células monociticas-macrofagicas. Em bovinos infectados experimentalmente via
aerossol, verificou-se, por hibridizag&o in situ (ISH), que durante as primeiras 24
horas, 0 virus estava presente no epitélio bronquiolar respiratério; com 72 horas,
foi detectado em células epiteliais da lingua, palato mole, pata, amigdala e
linfonodos traqueobronquiais (BROWN et al., 1996).
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1.3 Portadores
Apos a recuperacdo da fase aguda da infeccdo pelo FMDV, o virus

infeccioso desaparece, com excecao dos baixos niveis que podem persistir na
orofaringe de alguns ruminantes. Animais em que 0 virus persiste nesta regido
por mais de 28 dias apoOs a infeccdo, sdo referidos como portadores (SALT,
1993; WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2019a). Muitos virus
sdo conhecidos por causarem infeccOes persistentes, atuando por diferentes
mecanismos. O mecanismo de persisténcia depende das caracteristicas do
virus, tais como o tipo de multiplicacdo, tipo de genoma e da célula alvo, mas
também € influenciada pelas caracteristicas do hospedeiro (MOONEN;
SCHRIJVER, 2000). Um estudo feito por Stenfeldt e colaboradores (2016),
concluiu que os suinos ndo sdo susceptiveis a tornarem-se portadores de longo
prazo. No entanto, proteinas e RNA do virus da Febre Aftosa em tecidos
linféides sdo comuns apds a infeccdo clinica ou subclinica nesta espécie.
Caprinos e ovinos sem vacinacdo ou que demonstraram baixo nivel de
anticorpos apos a vacinacao, apresentaram sinais subclinicos da doenca e se
tornaram portadores (MADHANMOHAN et al., 2012).

Para investigar o papel de portadores na transmissdo do FMDV em
regides de elevada altitude (Planalto Qinghai-Tibet), e as mutacdes genéticas no
virus causadas pela pressdo seletiva deste ambiente, a espécie animal
conhecida como iaque foi infectada experimentalmente, com a amostra FMDV
O/Akesu/58. Todos os cinco animais infectados mostraram sinais clinicos tipicos
da doenca. Niveis de anticorpos totais contra o virus, e anticorpos contra a
proteina viral ndo estrutural 3ABC foram medidos em fluidos de orofaringe e
sangue e apresentaram alto nivel por pelo menos seis meses, sugerindo que 0s
animais poderiam se tornar portadores (CHANG et al.,, 2013). Os resultados
mostraram que os iagues podem carrear o FMDV por pelo menos oito meses, e
a sequéncia de nucleotideos e aminoacidos de VP1 compartilhou algumas
mutacbes comuns em amostras isoladas, 0 que levou a suposicao de que a
variacdo de VP1 pode ser uma possivel razdo para o status de portador, e que a
infeccdo persistente pode ser responsavel pela geracdo de novas variantes virais
no campo, uma vez que pode levar a mutacdo génica (MALIRAT et al., 1994). A

relacdo entre o alto nivel de anticorpos e a auséncia de sinais clinicos foi
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observada entre os animais portadores, contudo, esse alto nivel de anticorpos
nao foi o suficiente para eliminar o virus completamente.

Em espécies de ruminantes, em particular bovinos e bufalos, o FMDV é
capaz de causar infec¢cdo subclinica persistente durante a qual os animais
podem continuar a liberar o virus infeccioso além de 28 dias pos infeccao, e
entdo, por periodos prolongados de tempo: até trés anos em bovinos e cinco
anos em bufalos (CONDY et al., 1985; MOONEN; SCHRIJVER, 2000). Dentro de
um rebanho de bdfalos, o virus pode ter sido mantido por 24 anos ou mais
(WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2019a). No gado, o estado
de portador geralmente ndo persiste por mais de seis meses, embora em
pequena proporcdo possa durar até trés anos (WORLD ORGANIZATION FOR
ANIMAL HEALTH, 2013).

Stenfeldt e colaboradores (2018) avaliaram a patogénese do FMDV em
bovinos, comparando desde a infeccdo primaria a sistémica, até o
estabelecimento de infeccdo persistente. Foi confirmada a localizacdo da
infeccdo primaria e persistente de FMDV em regides especializadas do epitélio
da mucosa nasofaringea, cobrindo o tecido linféide associado a mucosa (MALT).
Contudo, apesar das localizagcbes microanatbmicas idénticas do virus
associadas a infeccdo primaria versus persistente de FMDV, houve diferencas
notaveis nas caracteristicas histopatolégicas. Consistente com investigacdes
anteriores, a infec¢do primaria por FMDV da nasofaringe bovina foi associada a
erosdes da superficie da mucosa, bem como a infiltracdo acentuada de células
apresentadoras de antigenos, concomitante ao estabelecimento de viremia.
Além disso, 0 estagio mais avancado da infec¢cdo precoce foi associado a
multiplicacdo substancial do virus que ocorre no epitélio da cripta da tonsila
palatina, com acentuada degeneracdo acantolitica do epitélio em focos
infectados. Em contraste, ndo houve evidéncia de uma resposta do hospedeiro
ativada, associada a infeccéo persistente por FMDV da mucosa nhasofaringea.
Durante o estado de portador, células epiteliais infectadas com FMDV ou
pequenos aglomerados de células epiteliais foram dispersos em regifes
semelhantes do epitélio MALT, mas sem dano estrutural associado ou ativagéo
inflamatoria local. Esses achados sao consistentes com estudos anteriores que

sugeriram a inibicdo da resposta antiviral do hospedeiro, bem como a inducéo de



36

tolerancia imunolégica em associacdo com a persisténcia do virus da Febre
Aftosa.

Tais observacdes confirmam o liquido esofagico faringeo (LEF) bovino
como material adequado para coleta com a finalidade de vigilancia sanitaria
animal relacionada a presenca do virus da Febre Aftosa em rebanhos. O mesmo
estudo constatou que, dentre os seis animais vacinados contra o FMDV expostos
ao virus da Febre Aftosa, todos foram infectados subclinicamente, com base na
deteccdo de FMDV em secrecdes e/ou tecidos, tendo cinco deles permanecido
portadores persistentemente infectados, conforme determinado pela deteccéo
consistente de FMDV no LEF até a amostragem final 35 dias pds-exposicao
natural ao virus. Os portadores possuem titulo elevado de anticorpos anti-FMDV
na circulacdo, portanto ndo é possivel discriminar por método soroldgico os
animais que sao portadores, daqueles nos quais realmente a resposta imune foi
eficaz na eliminacao viral.

Por fim, Wright e colaboradores (2010) avaliaram a possibilidade de
carreamento do virus por seres humanos expostos a animais infectados. Dentre
0s 68 suabes nasais provenientes de 51 pessoas expostas por oito horas a
animais infectados, 35 suabes (51,5%) foram positivos para o0 genoma do FMDV
em analise pela técnica de RT-PCR. Apenas uma de 23 pessoas que foram
PCR-positivas imediatamente apds a exposicdo a animais infectados com o
FMDV, permaneceu positiva no dia seguinte (apds 16 a 22 horas da exposicdo),
indicando um baixo risco de transporte prolongado de virus nas cavidades
nasais. Dando suporte a esta conclusdo, como parte do mesmo estudo, oito
esfregacos nasais recolhidos de pessoal dois a trés dias apds a sua ultima
exposicao a animais infectados em diferentes experimentos com FMDV foram

negativos por RT-PCR.
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1.4 Sinais clinicos e Patogenia

O periodo de incubacgéo do virus da Febre Aftosa pode variar de acordo
com a espécie animal afetada, o indculo viral, a amostra viral e a via de infec¢ao,
havendo relatos de 1-12 dias em ovelhas (com a maioria das infec¢cdes surgindo
em 2-8 dias), 2-14 dias em bovinos e geralmente dois dias ou mais em suinos
(com algumas pesquisas mostrando o surgimento da doenca clinica em 18 a 24
horas).

Como ocorre variabilidade de sinais clinicos (Figura 5) de acordo com a
espécie hospedeira, a Febre Aftosa é tipicamente uma doenca febril aguda com
surgimento de vesiculas localizadas na coroa do casco, em volta da boca e nas
glandulas mamérias. Vesiculas podem ocorrer, ocasionalmente, em outros
locais, incluindo vulva, prepucio e outras regides das patas, como 0 espaco
interdigital. Elas se rompem facilmente, formando erosdes. Dor e desconforto
conduzem a sinais clinicos como depressdo, anorexia, salivacdo intensa,
claudicagéo e relutédncia para se movimentar. Em casos graves pode haver
descamacdo de cascos ou patas. Perdas reprodutivas sdo possiveis,
especialmente em ovelhas e cabras. A mortalidade é reportada como rara,
exceto em animais jovens, que podem desenvolver miocardite. A maioria dos
adultos se recupera entre duas e trés semanas, embora infeccbes secundarias
possam retardar a recuperacdo. Possiveis complicacdes incluem a perda
temporaria ou permanente na producdo de leite, ma formacdo no casco,
claudicacdo crbnica ou mastite, perda de peso e debilidade (BRASIL.
MINISTERIO DA AGRICULTURA PECUARIA E ABASTECIMENTO., 2009a). O
Quadro 1 representa as principais fases da patogenia da doenca. Os sintomas e
a gravidade da Febre Aftosa variam de acordo com cada espécie hospedeira,

sorotipo e amostra viral circulante.
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Quadro 1: Dinamica da infeccéo pelo virus da Febre Aftosa

Patogenia da Febre Aftosa

a. Inalacéo do virus
b. Infeccdo de células na cavidade nasal, faringe e eséfago
c. Replicacdo do virus e disseminacao para células adjacentes 24 -72h
d. Passagem do virus a vasos sanguineos e linfaticos (1 a 3 dias)
e. Infeccdo de nddulos linfaticos e outras glandulas
f. Infeccdo de células da cavidade oral, patas, Ubere e rimen
g. Comeco da febre
h. Aparecimento de vesiculas na cavidade oral, patas, Ubere e 72 -96 h

rimen (3 a 4 dias)
i. Salivacdo, descarga nasal e claudicagéo
j.- Ruptura de vesiculas e intensificacdo de sintomas

. 120 h

k. Final da febre (5 dias)
|. Final da viremia e comeco da producgdo de anticorpos
m. Diminui¢ao do titulo de virus em varios tecidos e liquidos desde 8° dia
n. Cura de lesGes e o animal reinicia a ingestao de alimentos desde 10° dia
0. Desaparecimento gr~adual do_wrus de tecidos e liquidos desde 15° dia
p. Aumento da producdo de anticorpos

g. Cura completa

(O virus pode persistir na regido nasofaringeana por tempo de 6 a 24
meses em bovinos e de 4 a 6 meses em pequenos ruminantes,
segundo fichas técnicas da OIE)

15 dias

Fonte: BRASIL. MINISTERIO DA AGRICULTURA
ABASTECIMENTO., 2009a, p. 17.

PECUARIA E

A estimativa do tempo das lesdes da Febre Aftosa (Quadro 2) é um pré-

requisito para a investigacdo epidemioldgica da origem da infeccédo. Além disso,

€ importante estabelecer o tempo das lesdes para estimar a duracdo e a

guantidade da excrecado de virus em previsfdes sobre a propagacéo da doenca.

Quadro 2: Estimativa do tempo das lesbes da Febre Aftosa

Dlada} c_ioenga Aparéncia da leséo
clinica
Dia 1 Descoramento do epitélio seguido de formagéo de vesicula cheia de fluido
: Vesicula rompida com Ulcera apresentando assoalho vermelho brilhante de
Dia 2 ; o o
bordas evidentes sem deposicéo de fibrina
Dia 3 Lesdo comeca a perder sua demarcacgédo evidente e sua cor brilhante
devido a deposicéo de fibrina
Dia 4 Consideravel deposicédo de fibrina e reparacéo do epitélio na periferia da
lesdo
Dia 7 Cicatrizagéo com deposigéo de fibrina ainda persistente

Fonte: BRASIL. MINISTERIO DA AGRICULTURA
ABASTECIMENTO., 2009b, p.8

PECUARIA E
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Figura 5: Sinais clinicos da Febre Aftosa

Fonte: BRASIL. MINISTERIO DA AGRICULTURA PECUARIA E
ABASTECIMENTO., 2009b, p. 9, 11, 12 e 15.

Bovino com vesicula rompida de dois dias ao longo da gengiva superior, e varias
vesiculas de um dia ainda ndo rompidas sobre a lingua (a). No quarto dia o
animal apresenta uma consideravel deposi¢cado de exsudato fibrinoso (b). Bovino
com uma vesicula de dois dias ainda ndo rompida no espaco interdigital (c) e

bovino apresentando leséo podal de sete dias (d).
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1.5 Transmisséo

O virus da Febre Aftosa pode ser encontrado em todas as secrecdes e
excrecoes de animais que apresentam a forma aguda da doenca, incluindo
aerossois, saliva, leite, urina, fezes e sémen, assim como em fluidos associados
a vesiculas, liquido amniodtico e em fetos abortados. A quantidade de virus
eliminado depende da espécie hospedeira e da amostra viral.

O pico de producéo de virus geralmente ocorre temporalmente proximo a
ruptura das vesiculas, quando a maioria dos sinais clinicos aparecem. No
entanto, alguns animais podem eliminar o virus até quatro dias antes do inicio
dos sinais clinicos. Pode ocorrer também a transmissao por inalacdo, ingestao
ou através de escoriacdes na pele e membranas mucosas, além da transmissao
por fomites, sendo os animais infectados, importantes fontes de disseminagao do
virus (ALEXANDERSEN et al., 2003).

As condicGes o6timas para sobrevivéncia do FMDV no ambiente foram
revisadas e apresentadas por Mielke e Garabed (2020) como sendo
temperaturas menores que 20°C, umidade relativa do ar maior que 55% e pH
entre 7 e 7,5, mas 0s autores apontam para uma lacuna existente em relagéo ao
estudo da persisténcia do virus em ambientes de clima tropical. Estudos
sugerem que o FMDV permaneca viavel em média por trés meses ou menos, e a
presenca de material organico e protecdo da luz solar promovam uma maior
sobrevida.

O virus da Febre Aftosa € inativado em pH abaixo de 6,0 ou acima de 9,0
e pode persistir na carne bovina ou em outros produtos de origem animal quando
o pH permanece acima de 6,0, mas é inativado quando ocorre acidificacdo dos
musculos durante o rigor mortis (BRASIL. MINISTERIO DA AGRICULTURA
PECUARIA E ABASTECIMENTO., 2009a). Devido & acidificacdo ndo ocorrer em
grande intensidade nos 0ssos e glandulas, o virus pode persistir nesses tecidos
(SPICKLER, 2015).
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1.6 Diagndstico

O virus da Febre Aftosa pode ser detectado em todas as secrecoes e
excrecdes de animais com infecgcdo aguda, incluindo o ar expirado (WORLD
ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2019a). Os ensaios utilizados para sua
deteccdo variam ndo sO de acordo com a amostra coletada, como também com
0 estagio da doenca e a finalidade do teste (SPICKLER, 2015). As diretrizes
seguidas pela fiscalizacdo nacional encontram-se no Manual de Procedimentos
para atencdo as ocorréncias de Febre Aftosa e outras enfermidades vesiculares
da Organizacdo Panamericana de Satde (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA
DE SAUDE., 2007) e no Manual de Testes Diagndsticos e Vacinas para Animais
Terrestres da OIE (WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2019a).

Para os animais que se encontram na fase aguda da doenca, os
antigenos e acidos nucléicos virais podem ser encontrados em uma variedade
de amostras, incluindo fluido vesicular, tecido epitelial, secre¢cdes nasais e orais,
liquido esofagico faringeo, sangue, leite, e tecidos coletados do miocardio ou de
vesiculas encontradas no aparelho digestivo (pilares do rimen em bovinos)
durante a necropsia (SPICKLER, 2015). Nessa fase, é recomendada a coleta de
tecidos com vesiculas com ou sem rupturas ou fluidos vesiculares (WORLD
ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2019a) priorizando-se tecido epitelial
vesicular bucal, lingual, podal ou de glandula maméaria dos animais enfermos
(ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE., 2007). No caso de a
notificacdo do foco ser tardia (e serem encontrados animais com lesdes
cicatrizadas), ou em situacdes onde ndo ha o aparecimento de vesiculas, pode-
se recorrer a coleta de liquido esofagico faringeo ou soro, na tentativa de
identificar a presenca do virus. Uma vez que o virus pode causar infec¢des
subclinicas, é possivel isolar o mesmo, de animais portadores, coletando-se o
LEF, tendo sido este material de grande importancia para a realizacdo de
inquéritos de FMD, uma das estratégias de controle da doenca pela vigilancia
sanitaria animal em casos avangados ou convalescentes, ou em que haja
suspeita de infeccdo na auséncia de sinais clinicos, ou mesmo como
amostragem nos rebanhos.

Uma amostra de LEF é colhida por insercdo de sonda esofagica com um
copo coletor na extremidade (probang) pela lingua até a area orofaringea

seguida de movimentos vigorosos para frente e para tras até cinco vezes, entre a
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primeira porcdo do esdfago e a parede posterior da faringe (ORGANIZACAO
PAN-AMERICANA DE SAUDE, 2010). Esta raspagem visa recolher o fluido da
orofaringe e especialmente células epiteliais da superficie dessas éreas,
incluindo a porgcéo proximal do esofago, as paredes da faringe, das criptas
tonsilares e as superficies do palato mole, tendo em vista que o virus pode ficar
albergado nas células da mucosa que recobre tais regides. O LEF deve entéo,
ser adicionado a um volume aproximadamente igual de veiculo de transporte; a
mistura deve ser agitada suavemente e possuir pH final entre 7,4 e 7,6. As
amostras devem ser mantidas sob condicbes de refrigeracdo (2 a 8°C) ou
congelamento (-20°C) durante o transito até sua chegada ao laboratorio. Para
garantir a refrigeracdo, é previsto o uso de gelo adicionado com sal comum ou
gelo seco, porém neste caso, hd o risco de acidificacdo do material pela
penetragdo de CO2, 0 que poderia prejudicar o isolamento do virus
(ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE., 2007).

Os ensaios diretos baseiam-se no uso de ensaios imunoenzimaticos
(ELISA) para a deteccdo do antigeno viral ou na transcricao reversa seguida de
reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) para a deteccdo do acido nucléico
viral (SPICKLER, 2015). Testes sorologicos podem ser utilizados na fiscalizacéo
para certificar animais para exportacdo, para confirmar casos suspeitos durante
um surto e para monitorar a imunidade dos animais vacinados (SPICKLER,
2015). Eles sédo capazes de detectar anticorpos contra proteinas virais
estruturais, como ELISA ou contra proteinas ndo estruturais (NSP) do FMDV.
Estes Ultimos sdo pouco sensiveis, e podem nao detectar casos com limitacdo
na replicagdo do virus, incluindo o caso de alguns animais vacinados que se
tornaram infectados. Devido a tais limitacdes, testes sorologicos que detectam
anticorpos para NSP, sdo utilizados somente como teste de triagem em
rebanhos (SPICKLER, 2015).

1.6.1 Diagnésticos moleculares

Um numero crescente de testes de detecgdo de &cidos nucléicos tem sido
usado para o diagnostico de doencas infecciosas em varias espécies animais,
inclusive em seres humanos. Os métodos mais comuns sao as tecnologias de
plataformas baseadas na reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que

revolucionaram rapidamente o diagnostico de doengas infecciosas. As
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plataformas de amplificacdo de DNA sdo sensiveis, especificas, rapidas e
robustas. Por serem relativamente rapidas e propensas a automacao,
constituem-se ideais para situacbes que requerem respostas urgentes. As
técnicas de amplificagdo de &cidos nucleicos empregadas nestes ensaios
baseiam-se no principio de uma amplificacdo exponencial da sequéncia
gendmica especifica alvo da reacdo, o0 que proporciona alta sensibilidade
analitica e especificidade. Devido ao alto nivel de sensibilidade, medidas
especiais de precaugcdo devem ser tomadas para evitar contaminagcdes em
laboratorio diagndéstico que utiliza a biologia molecular. Para tanto, protocolos
laboratoriais rigorosos devem ser empregados envolvendo salas ou gabinetes
separados para estagios especificos dos ensaios, mudancas de equipamentos
de protecdo individual como aventais e luvas de laboratério e programas
rigorosos de limpeza (CROWTHER; UNGER; VILJOEN, 2006). O uso de
controles apropriados para a garantia de resultados confiaveis, torna-se,
portanto, imprescindivel. A OIE recomenda para o desenvolvimento e otimizagado
de ensaios para deteccdo de acidos nucléicos, que se empreguem (a) um
controle da espécie hospedeira alvo, podendo ser ele um gene constitutivo; (b)
um controle que revela se ocorreu contaminacdo da amostra, resultando em
produto amplificado quando este ndo deveria se fazer presente; () um controle
positivo de analise, para verificagdo do nivel esperado de amplificacdo no
ensaio; (d) um controle de inibicdo, considerando a existéncia de possiveis
inibidores da reacdo de PCR numa determinada amostra (WORLD
ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2019b).

No contexto de diagndstico da Febre Aftosa, a reacdo de PCR sera
precedida por uma etapa de transcricdo reversa ja que o genoma do virus é uma
fita de RNA: a chamada RT-PCR. A RT-PCR pode ser usada para amplificar
fragmentos do genoma do FMDV em materiais clinicos, incluindo amostras de
epitélio, leite, soro e liquido esofagico faringeo (LEF) (WORLD ORGANIZATION
FOR ANIMAL HEALTH, 2019a). O ensaio de RT-PCR consiste nos trés
procedimentos sucessivos de (i) extracdo de RNA da amostra de teste, seguida
por (i) transcricdo reversa do RNA extraido, (iii) amplificacdo por PCR do
produto transcrito reversamente e (iv) deteccdo dos produtos de PCR por
eletroforese em gel de agarose ou, no caso da RT-gPCR, através de hidrolise de

sondas e deteccao de fluorescéncia, em tempo real.
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O método oficial preconizado pela OIE para o ensaio de RT-PCR (ou RT-
PCR convencional) baseia-se no procedimento descrito por Reid e
colaboradores (2000) que tem como alvo a regido génica 5UTR do FMDV. J&
para o ensaio de RT-gPCR (ou RT-PCR em tempo real), sdo preconizados dois
conjuntos de iniciadores e sonda, um que tem por regido alvo a 5UTR do
genoma do FMDV, proposto por Reid e colaboradores (2001), e outro que tem
como alvo a regiao 3D, proposto por Callahan (2002). Destaca-se aqui, que a
PCR em tempo real possibilita que mais amostras e/ou réplicas sejam testadas
em um dnico ensaio, com consequente reducao do risco de contaminacdo, uma
vez que os produtos de PCR néo precisam ser visualizados por eletroforese,
além da evidente reducéo do tempo de analise, uma vez que o resultado é dado
em tempo real.

Jamal e Belsham, (2013) apontam dois testes RT-gPCR TagMan
diferentes como de uso comum, um direcionado a sequéncia de codificacdo 3D
(RNA polimerase) e o segundo visando o sitio de entrada ribossomal interno
(IRES) dentro da regido 5'UTR. Ambos os testes exploram regides altamente
conservadas em todos os sete sorotipos do FMDV, assim como aqueles testes
preconizados pela OIE referidos anteriormente. A regidao 5’ UTR tem cerca de
1300 nucleotideos de comprimento e contempla o local de entrada do ribossomo
interno (IRES) (CARRILLO et al., 2005). A IRES tem cerca de 450 nucleotideos
de comprimento, € responsavel pela iniciagcdo de sintese de proteina viral cap-
independente e é constituida de loops (steam loops) altamente conservados
(GRUBMAN; BAXT, 2004). J4 a regido 3D associa-se as fracdes da membrana
celular em um complexo de proteinas virais que formam o complexo de
replicacdo do RNA no qual a 3Dpol € o principal componente.

Apesar de todas as caracteristicas mencionadas, nenhum ensaio
independente é capaz de detectar o virus da Febre Aftosa com 100% de
sensibilidade (JAMAL; BELSHAM, 2013). Por isso, o usual no LFDA-MG ¢é a
realizacdo do ensaio de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real, padréo
OIE, que utiliza como iniciador a regido 3D (CALLAHAN et al., 2002) e em caso
de resultado suspeito, € realizada confirmagdo com outros iniciadores: 3D, e
5’UTR (untranslated).

No experimento descrito por Reid e colaboradores (2001), a RT-PCR em

tempo real demonstrou possuir uma sensibilidade comparavel a do isolamento
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viral, quando oito amostras positivas provenientes de surto de FMDV no Reino
Unido em 2001 foram isoladas e detectadas tanto nos ensaios de RT-gPCR
quanto pelo isolamento viral. Além da vantagem de menor tempo demandado
pela técnica de RT-gPCR comparativamente ao isolamento viral, esta
demonstrou a positividade para todos os oito fluidos a partir da analise dos
sobrenadantes de cultura de células colhidos ap0s a primeira passagem, ainda
que 0os mesmos ndo tenham apresentado efeito citopatico (ECP) observavel até
a segunda passagem. Em contraste, o isolamento viral apresentou ECP a partir
de 48 horas. Além disso, as duas técnicas foram comparadas através do uso de
108 amostras de sangue/soro provenientes do surto de FMDV no Reino Unido
em 2001, e de 55 amostras de sangue/soro de animais experimentalmente
infectados com o virus isolado deste surto. O isolamento viral foi capaz de
identificar cinco amostras positivas, e a RT-gPCR, quatro positivas, dentre as
108 amostras provenientes do surto. Relativamente as 55 amostras do
experimento de infec¢do viral, ambos os testes forneceram resultados positivos
para todas elas.

Uma nova técnica diagnostica, a PCR digital em gotas (ddPCR), baseada
em amplificacdo de &cido nucléico foi desenvolvida ha aproximadamente 15
anos e vem ganhando espaco recentemente na andlise de amostras bioldgicas
diversas. Este método de amplificacdo altamente sensivel visa gerar produtos
amplificados derivados de um Unico alvo, os quais podem ser detectados com
diferentes fluoréforos (POHL; SHIH, 2004). Para tanto, a amostra € particionada
em gotas que contenham idealmente um ou nenhum DNA molde. Seguindo a
estatistica de Poisson, cada reacdo € independentemente testada para a
presenca de uma Unica molécula de &acido nucléico, o que permite uma
guantificacdo absoluta da amostra, sem a necessidade de uma curva padréo.
Essa tecnologia dispensa, portanto, a necessidade de materiais de referéncia
com concentragfes conhecidas do alvo e melhora a precisdo de quantificacéo
em baixas concentragbes, em comparacdo com a qPCR (GULLETT; NOLTE,
2015).

Recentemente nosso grupo desenvolveu uma RT-ddPCR para o FMDV
(PINHEIRO-DE-OLIVEIRA et al., 2018). Utilizou-se na padronizagdo, amostras
controle de FMDV (A24 cruzeiro, C3 Indaial e O1 Campos), amostras bioldgicas

(50 LEF de bovinos negativos e 10 amostras positivas de epitélio suino
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provenientes do ultimo surto brasileiro de FMD em 2005), além de acido nucléico
dos 11 virus que induzem doencas vesiculares e fazem parte do diagnostico
diferencial regulamentar do FMDV (RNA virus familias Picornaviridae,
Reoviridae, Flaviviridae e Rhabdoviridae, e DNA virus familias Parvoviridae,
Poxviridae e Herpesviridae). Obteve-se sensibilidade analitica igual aquela do
método de deteccdo de FMDV por RT-gPCR (CALLAHAN et al.,, 2002), com
limite de deteccdo de 10'# TCID50/mL para FMDV e dois fentogramas para
plasmideo circularizado e linearizado carregando o gene FMDV 3D, e alta
especificidade, avaliada a partir do teste com as trés amostras de FMDV e os 11
virus (RNA e DNA) distintos que causam doencas vesiculares e tem sinais
clinicos similares ao FMDV, das familias citadas acima. Concluiu-se que ambos
0os metodos comportam-se de maneira semelhante em sensibilidade e
especificidade, entretanto, a RT-ddPCR possui a vantagem de determinar a
qguantificacdo absoluta das amostras sem a necessidade de curva padrédo, com

alta resisténcia a inibidores de amostras complexas como epitélio e LEF.
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1.7 Inativacéo viral

A manipulacdo de amostras sabidamente ou potencialmente
contaminadas com virus infeccioso requer protocolos de biosseguranca
especificos, sendo a inativagdo viral, etapa crucial em qualquer plano de
medidas para um trabalho seguro. De maneira destacada esta etapa é de
extrema importancia para o virus da Febre Aftosa, dada a sua alta capacidade
de infeccdo pos-contagio (morbidade em torno de 100%) e devido aos
programas de controle brasileiros e externos, que seguem rigidas normas de
conduta no manuseio do FMVD e até de seu RNA infeccioso.

Inativar um virus corresponde a tornar uma particula viral infecciosa, em
ndo infecciosa. Para tanto, existe uma gama de tratamentos quimicos e fisicos,
que preservam ou nao partes distintas da particula viral. Para aplicabilidade em
diagnéstico molecular de doenca causada por virus, como € o foco deste
trabalho, o material genético do hospedeiro e do virus em questdo na amostra,
devem ser preservados. Uma vez que um tratamento de inativagao viral promova
alteracbes estruturais de proteinas/lipideos do envelope ou proteinas do
nucleocapsideo, ele pode ser utilizado eficazmente na inativacdo do virus,
tornando-o uma patrticula inviavel (SAKUDO; ONODERA; TANAKA, 2010).

Certas substancias e reagentes sao atualmente consagrados para a
inativacao viral em amostras bioldgicas, tanto por atenderem ao requesito da ndo
destruicdo dos acidos nucléicos da amostra, como por possuirem um amplo
espectro de acdo. Destaca-se abaixo as propriedades dos dois reagentes

utilizados como inativadores virais no presente trabalho.

1.7.1 TRIzol®
O TRIzol® é uma solucdo monofasica de fenol, isotiocianato de guanidina,

tiocianato de aménio e outros componentes, capaz de isolar simultanamente
fracOes separadas de RNA, DNA e proteinas de uma variedade de amostras
biolégicas. E utilizado no isolamento de diversas espécies de RNA virus, de
grande e pequeno tamanho molecular. Ele mantém a integridade do acido
nucléico devido a inibicdo da atividade de RNases, enquanto causa disrupcao de
células e solubiliza componentes celulares durante a homogeneizacdo da
amostra (INVITROGEN: TRIzol TM Reagent (DNA isolation) User Guide, 2016).
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A capacidade do isotiocianato de guanidina - um sal caotropico - de desnaturar
macromoléculas esta registrada em vasta literatura (NGO et al.,, 2017; VON
HIPPEL; WONG, 1964).

Contudo, embora seja comum assumir que a metodologia de extracdo de
acidos nucleicos virais por reagentes de tiocianato de fenol/guanidina inative
particulas virais (KOCHEL et al., 2017), essa propriedade inativante nédo é
declarada pelos fabricantes. Isso acontece também para outros métodos usuais
de extracdo de acidos nucleicos (BOOM et al., 1990; ROSS et al., 2001). Assim,
frente a possibilidade de que a inativacdo de virus infecciosos possa ser
incompleta durante a extracdo do acido nucleico, Blow e colaboradores (2004)
avaliaram o potencial do reagente TRIzol® LS (Invitrogen Corp.) e do tampéao
AVL (Qiamp viral RNA mini kit, Qiagen) que também é composto por um sal
caotropico, para tornar suspensdes de alfavirus, flavivirus, bunyavirus e filovirus
nao infecciososas para culturas celulares. Os resultados confirmaram a
adequacao da aplicacdo desses reagentes para tornar amostras clinicas ou
ambientais ndo infecciosas.

Além do referido trabalho, outros tantos tém sido realizados no mesmo
sentido. O Quadro 3 reune, além daquele, outros experimentos que visaram
testar e estabelecer procedimentos eficazes para inativacdo de amostras
infecciosas, ndo so relativamente a sanidade animal, mas também & humana,
destacando-se a relevancia dos testes de inativacdo viral no contexto do

diagnéstico laboratorial de doencas ao redor do mundo.
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REFE INATIVADOR VIRUS RESULTADO NAS
RENCIA -
TESTADO GENERO NOME ENVELOPE MATRIZ TESTADA CONDICOES TESTADAS*
E GENOMA
Western equine
encephalomyelitis (WEEV)
Eastern equine Envelopado
Alphavirus encephalomyelitis sSRNA(+)
TRIzol LS (fenol (EEEV) : Células VERO para WEEV,
e isotiocianato Venezuelan equine EEEV, VEEV, WNV, RFV )
=g de guanidina) encephalomyelitis (VEEV) |NAT|\{I_A|\?(XI;A|QL|:;OS|T|VA
= West Nile (WNV 4 com 20 € com
98 N (WNV) Envelopado Células MK2 para DENV ampiio AVL
e ~ AVL Buifer Dengue (DENV) SSRNA(+) separadamente.
(isotiocianato de subtipos 1, 2,3 e 4 Células VERO E6 para EBOV
uanidina
J ) Ebolavirus Ebola (EBOV) Envelopado e Marburg
Marburgvirus Marburg (MARV) sSRNA(-)
. . Envelopado
Phlebovirus Rift Valley fever (RVF) P
SSRNA (-/+-)
Triton X-100
(Octoxinol) ~
INATIVACAO NEGATIVA
com Triton X-100 e com
CZ) — AVL Buffer tampdo AVL
< e ) _
E = (thClar_1a_to de Ebolavirus Ebola virus (EBOV) Envelopado Soro hum_ano contaminado separadamente;
S5 S guanidina) SSRNA(-) experimentalmente
m

Triton X-100 em
combinacgéo
com AVL Buffer

INATIVACAO POSITIVA
com Triton X-100
conjugado ao tampédo AVL.
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< - S Envelopado
; = 100 Flavivirus West Nile virus (WNV) SSRNA(+) )
e riton X- . REDUCAO DE
S < (Octoxinol) Células VERO E6 INFECTIVIDADE
o = . . Envelopado
®) Ebolavirus Ebola virus (EBOV) SSRNA(-)
TRIzol Reagent Envelopad -
(fenol e Alphavirus Chikungunya virus (CHIKV) nvelopado INATIV,?[\(;dAO POSITIVA
isotiocianato de SSRNA(+) para todos 0s virus
guanidina) INATIVACAO NEGATIVA
- S Envelopado para WNV e CHIKV com
AVL Buffer Flavivirus West Nile virus (WNV) SSRNA(+) AVL Buffer e RLT Buffer
(isotiocianato de ~
guanidina) INATIVACAO POSITIVA
Ortho- La Crosse virus (LACV) SSRNA(-/+-) Células VERO para LACV com AVL Buffer
bunyavirus e RLT Buffer
RLT Buffer
. Eastern equine encephalitis | Envelopado
S Alphavirus virus (EEEV) sSRNA(+)
Q3 MagMAX 96 En
Z ivi ile vi velopado INATIVACAO POSITIVA
& Buffer Flavivirus West Nile virus (WNV) SSRNA(+) G
Ortho- .
bunyavirus La Crosse virus (LACV) SSRNA(-/+-)
~ Células epiteliais basais
Néo alveolares humanas de
Mastadenovirus Adenovirus type 4 (AdV4) envelopado :
adenocarcinoma (A549) para
dsDNA
AdV4
easyMAG Né&o Células de rabdomiossarcoma X
Buffer Enterovirus Echovirus type 6 (ECHO) envelopado humano INATIVAGAO POSITIVA
SSRNA(+) (RD) para ECHO
Betainfluenza- Envelopado Células renais caninas de
virus Influenza type B (FLUVB) SSRNA(-) Madin-Darby (MDCK) para

FLUVB
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Células pulmonares

(isotiocianato
de guanidina)
combinado
com
aguecimento

Simplexvirus Herpes simplex virus type 1 Envelopado embriondrias humanas (HEL)
(HSV-1) dsDNA para HSV-1
z
% Meio Eagle Dulbecco
= © Magna Pure o
© .
g 2 | lysis/binding Ebolavirus Ebola virus (EBOV) E;SVSI'\IOK?%O modificado (DMEM); INATIVACAO POSITIVA
< _
T buffer
) Sangue total
O
o
AVL Buffer
(isotiocianato INATIVACAO NEGATIVA
de guanidina)
0 -
Nt INATIVACAO NEGATIVA
[viv]
Aquecimento INATIVACAO NEGATIVA
AVL Buffer
ﬁ & (isotiocianato Sangue total de camundongos
£ o | deguanidina) Ebolavirus Ebola virus (EBOV) Envelopado naive contaminado; INATIVAGAO POSITIVA
s & combinado ssRNA(-) N
%) com etanol Soro de saguis infectados
AVL Buffer

INATIVACAO POSITIVA
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Suspenséo viral;

Plasma e soro humanos
contaminados
experimentalmente com
sobrenadante de Vaccinia

PBS (Tampéo
de sal de
fosfato pH7,4)

Roche MagNA virus;
o Pure S Ihid EDTA
o< lysis/binding S angue colhido em e
Z § buffer Orthopoxvirus Vaccinia V\'/ri:’usse Cowpox E”&’Segﬁzdo experfrggﬁg‘lmﬂfe com INATIVACAO POSITIVA
S = _(OC_tO)fmd e células VERO infectadas por
Isotiocianato vaccinia virus;
de guanidina)
Meio Minimo Essencial de
Eagle suplementado
contaminado
experimentalmente com
vaccinia virus inoculado em
células VERO
DNA/RNA
Shield
(Conteudo néo INATIVACAO POSITIVA
declarado pelo
(Z) fabricante) Epitélio lingual de animal
Ia ;\ No infectado experimentalmente
S o RNAlater Aphthovirus Virus da Febre Aftosa envelopado em animal vivo i
5 S (Sulfato de P (FMDV) RNAp N INATIVACAO POSITIVA
x & amonio) ss *) Células LFBKavps infectadas
% experimentalmente

INATIVACAO NEGATIVA
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HADDOCK

(2016)

AVL Buffer
(isotiocianato
de guanidina)

Buffer RLT
(tiocianato de
guanidine)

AVL Buffer
(isotiocianato
de guanidina)

combinado

com etanol

Buffer RLT
(tiocianato de
guanidine)
combinado
com etanol

TRIzol
Reagent (fenol
e isotiocianato
de guanidina)

Formalina,
paraformal-
deido e
glutaraldeido

Ebolavirus

Ebola (EBOV)

Envelopado
SsSRNA(-)

Células VERO E6
Camundongos BALB/c

Tecido hepatico infectado

INATIVACAO NEGATIVA
(Inativagéo positiva foi atingida em
periodos prolongados de contato)

Células VERO E6

Camundongos BALB/c

INATIVACAO NEGATIVA

Células VERO E6

Camundongos BALB/c

INATIVACAO POSITIVA

Células VERO E6

Camundongos BALB/c

INATIVACAO POSITIVA

Células VERO E6infectadas
com amostras de figado e
sangue de animais
contaminados

INATIVACAO POSITIVA

Células VERO E6 ou
camundongo infectados
experimentalmente

Células VERO E6 infecatadas
com amostra de figado
contaminada
experimentalmente

INATIVACAO POSITIVA
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Triton X-100
(Octoxinol)
combinado
eom Células VERO E6
Tween 20 caer#uisdongo BALB/C INATIVACAO POSITIVA
(Surfactante infectados experimentalmente
de
polioxietileno
nao ibnico) e
aguecimento
o Células VERO EG6 infecatadas
SDS (sodio com amostra de figado INATIVACAO POSITIVA
dodecil sulfato) contaminada
experimentalmente

Fonte: Da autora. Cada experimento deve ser observado em relagdo a carga viral testada e aos diferentes protocolos assumidos,
pela consulta do artigo na integra. *INATIVACAO POSITIVA refere-se a inativagdo em 100% dos testes realizados em cada
estudo. INATIVACAO NEGATIVA refere-se a néo efetividade de 100% dos testes realizados. *HORSINGTON (2019) trata-se de
uma prévia de publicacéo (Journal pre-proof), e por isso a concluséo foi reportada como INATIVACAO POSITIVA, tendo sido os
dois testes conduzidos até 48 horas de contato entre amostra contaminada e agente inativante. Para o periodo de 2 horas,

RNAlater ndo apresentou reducao do titulo viral, em contraste com DNA/RNA Shield para todas as amostras testadas.
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A OIE estabelece procedimentos para a inativacdo viral em mercadorias
para exportacdo, com a finalidade de eliminar o risco da disseminacéo da Febre
Aftosa entre paises exportadores e importadores de produtos de origem animal
(WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2019c). Ja em relacdo a
inativacdo viral para caracterizacdo, manipulacdo e diagnéstico do FMDV em
laboratorio, ndo ha procedimentos especificos de inativacao viral estabelecidos.
Como a diretriz para a purificagdo do RNA do virus da Febre Aftosa tanto para
aplicacdo em RT-PCR quanto para RT-qPCR é a metodologia fenol/cloroforimo,
conforme descrito no Capitulo 3.1.8 do Manual para Testes Diagnosticos e
Vacinas para Animais Terrestres da OIE (WORLD ORGANIZATION FOR
ANIMAL HEALTH, 2019a), a inativagcdo viral da amostra biologica €
consequentemente realizada pelos mesmos reagentes. Isso ndo significa,
contudo, uma restricdo a tal metodologia por parte da OIE. O Manual prevé
ainda, o uso de métodos alternativos que se baseiam na lise de sal caotrépico e
na afinidade do RNA por silica, ou ainda, extracdes automatizadas seguidas por
programas de pipetagem automatizados, reconhecendo, inclusive, que
procedimentos automatizados melhoram o rendimento da amostra. Desta forma,
o enfoque é dado na purificacdo do RNA, mas esta intimamente relacionado a
inativacao viral da amostra uma vez que um procedimento € subsequente ao

outro.

1.7.2 MagMAX™ CORE Lysis Solution
No LFDA-MG, adota-se como procedimento padrdo para a extracdo de

RNA, o método fenol/cloroférmio através do uso do reagente TRIzol®. O
protocolo geral para a entrada de uma amostra suspeita de doenca vesicular no
LFDA-MG, é sua abertura e inativacdo pelo TRIzol® em nivel de biosseguranca
4. A amostra segue entdo, para extracao de acidos nucléicos e aplicagcdo em RT-
gPCR em laboratorio nivel de biosseguranca 1. Procede-se também ao
isolamento viral, no caso de amostra de tecido animal ou LEF quando a reacao
de RT-gPCR acusa positivo ou suspeito para FMDV. O isolamento viral é
realizado com a amostra de campo em ambiente de biocontencdo maxima (nivel
4).
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Contudo, houve uma demanda induzida do LFDA-MG para a realizacao
de testes de inativacdo do virus da Febre Aftosa utilizando-se alternativas ao
Trizol®.

O tampao de lise MagMAX™ CORE é um reagente requerido para
execucao do protocolo de inativacdo e extracdo de &cidos nucléicos MagMAX™
CORE Nucleic Acid Purification Kit Protocol for Inactivation of Viral Samples,
desenvolvido pela ThermoFisher Scientific. Tal protocolo representa uma
possibilidade além da extragdo automatizada por equipamento da mesma
empresa, a fim de fornecer um fluxo de trabalho alternativo manual.

Recentemente, o grupo do Instituto Pirbright que constitui o laboratério de
referéncia mundial de Febre Aftosa, com sede no Reino Unido, liderou a
avaliagcdo da acdo inativante para o virus da Febre Aftosa, de trés reagentes
comerciais cujo principio é a acdo da guanidina, com destaque para a solucao de
Lise MagMax™ CORE, por esta ser nova no mercado. Participou também dos
estudos, o Instituto de Referéncia Nacional Alema para a Febre Aftosa, Friedrich-
Leoffler. Além do MagMax™ CORE Lysis Solution, foram avaliados o tampéo de
lise AL (QIAGEN, Alemanha) por ser de uso ja implementado no Friedrich-Leoffle
Institute, e o tampao de lise AVL (QIAGEN, Alemanha) por ser o mais
comumente utilizado entre os 27 Laboratorios de Referéncia Nacional para FMD
da Unido Europeia em suas analises.

Sobrenadante de cultura celular, suspensao de tecido epitelial bovino e
leite bovino integral foram contaminados experimentalmente com o virus FMDV
A/IRN/8/2015 (10%! TCID50/50 pL). A avaliagdo da infectividade residual do
FMDV foi realizada por observacdo de efeito citopatico do virus em células
LFBK-avBs, a partir de diluicdbes nas quais o efeito citotoxico causado pelos
reagentes foi suprimido. As amostras foram avaliadas em triplicata, e incubadas
a 37°C. O exame de ECP foi realizado diariamente por trés dias. A efetividade do
tampdao de lise para a inativacao viral foi considerada quando nenhum ECP foi
observado para a triplicata de amostra, nem na primeira e nem na segunda
passagem em células adotada para as amostras negativas. A especificidade do
ECP naquelas amostras em que ele foi observado, foi confirmada por ensaio de
ELISA para antigeno especifico de FMDV. Todos os tampdes avaliados,

incluindo a solucéo de lise MagMax™ CORE apresentaram-se eficazes para a
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inativacdo viral nas condi¢cbes testadas, conferindo confiabilidade a este novo
reagente no mercado, em sua intencdo de uso.

Nosso grupo desenvolveu o trabalho aqui  apresentado
concomitantemente a tal estudo, diferindo o escopo de aplicacdo da solugéao de
lise MagMax™ CORE como inativante viral, uma vez que utilizamos a matriz
biol6gica LEF.

1.7.3 Labilidade do FMDV
O FMDV é sensivel a substancias fisicas e quimicas (ACHARYA et al.,

1989). O ja estudado processo de desnudamento do RNA viral do FMDV, ainda
gue permaneca pouco compreendido em relacdo a outros picornavirus (YUAN et
al., 2017), mostra que uma vez dentro do endossomo, a particula viral sofre
desnudamento, o que evidencia a necessidade de condicdes &cidas para
desencadear tal acéo.

Num ambiente acido, o estado de metaestabilidade mantido pela estrutura
do capsideo do FMDV sofre interferéncia devido a protonacdo gradual de
subunidades das proteinas de superficie, até que as repulsGes eletrostaticas
geradas acarretem a exposicao de proteinas internas do capsideo, culminando
em sua desmontagem e liberacdo do RNA no citoplasma (FRY; STUART;
ROWLANDS, 2005).

Tratamento térmico acima de 60°C para inativar picornavirus termo-
resistentes foi reportado por Siegl e colaboradores (1984). O mecanismo térmico
de inativacdo pode ser causado por grandes alteracGes estruturais irreversiveis,
presumivelmente devido ao extenso desdobramento de proteinas (VOLKIN et al.,
1997). O Manual de procedimentos para a atencdo as ocorréncias de Febre
Aftosa e outras enfermidades vesiculares (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA
DE SAUDE., 2007) por sua vez, cita a inativacdo progressiva do FMDV a
temperaturas superiores a 50°C. Na rotina do LFDA-MG, contudo, o
procedimento térmico para fins de diagnostico molecular torna-se inviavel em
virtude da baixa quantidade de blocos de aquecimento existentes, levando-se em
consideracdo o quantitativo de amostras que podem chegar de uma so vez, e
especialmente o tempo dispendido na inativagdo (pois além do tratamento
térmico, as amostras somente saem do nivel de biosseguranca 4 apés

descontaminacéo dos recipientes que as contém, através de asperséo de acido



58

citrico 0,2% por 15 minutos, conforme documento interno do LFDA-MG sob
catalogacdo POP/SB/022- V.6). Atualmente o documento interno do LFDA-MG
sob catalogacao IS/LDDV/PL/020 preconiza a inativagdo exclusiva por TRIzol®
para amostras suspeitas de conter o FMDV.

Dessa forma, a inativacdo por reagente quimico esta em vantagem
temporal tendo em vista que apés sua adicdo e homogeneizacao, 0os microtubos
com amostra ja podem seguir para a eclusa de saida, fazendo com que o tempo
decorrido no banho &cido cubra o tempo requerido para a inativacao viral (que é
de 5 minutos em TRIzol® conforme documento interno do LFDA-MG sob
catalogacéo IP/LDDV/PL/039 V.1).

Por fim, a inativagdo do FMDV tem alcangado sucesso com o tratamento
quimico através de tampdes de lise e outros reagentes comerciais cujo principio
ativo consiste primariamente em agentes caotrépicos, como cloridrato de
guanidina, tiocianato de guanidina, conjugado de tiocianato de guanidina e fenol,
ou de tiocianato de guanidina, tiocianato de amonio e fenol, conforme reportado
por Wood e colaboradores (2020), relativamente aos Laboratorios Referéncia
para a Febre Aftosa dos estados membros da Unido Européia. Kochel e
colaboradores (2017) demonstraram o efeito inativante do reagente TRIzol® LS
(cuja concentracdo dos componentes € um pouco aumentada em relacdo aos
mesmos compontentes do TRIzol® — valores ndo declarados pelo fabricante)
para um amplo grupo de familias virais que inclui Alphaviridae, Arenaviridae,
Bunyaviridae, Coronaviridae, Filoviridae, Flaviviridae e Paramyxoviridae em
titulos que variavam de 10%! a 1082 TCID50/mL.
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1.8 Deteccdo do FMDV em bovinos e em suinos: uso do LEF e do
suabe nasal

De acordo com as instrugdes técnicas da OIE (WORLD ORGANIZATION
FOR ANIMAL HEALTH, 2019a) o diagnostico laboratorial do virus da Febre
Aftosa deve ser efetuado utilizando amostras de epitélio apresentando lesdes
agudas ou amostras do liquido esofagico faringeo, que sdo coletadas com a
probang, uma sonda esofagica, que é introduzida na regido faringea do animal
onde o fluido é recolhido no copo acoplado a extremidade da mesma. A coleta
de amostras com probang requer determinado grau de habilidade técnica, bem
como a necessidade de manter os animais imobilizados durante o procedimento.

Stenfeldt e colaboradores (2013) realizaram um estudo com bovinos e
suinos infectados experimentalmente com FMDV subtipo O, comparando 0s
métodos de coleta da amostra por suabe oral e a técnica probang. Os resultados
indicaram que a andlise por RT-gPCR com suabe oral é eficiente e confiavel
para a deteccdo do RNA do virus somente durante a fase aguda da infecgcdo em
bovinos e suinos. O RNA viral so foi detectado em suabes orais colhidos até dez
dias apos a infecgdo, enquanto em amostras colhidas por probang a
identificacdo do RNA de FMDV foi possivel até 35 dias apds a infeccdo. Isso
indicou que a coleta de material por suabe oral para deteccdo da doenca em
animais portadores nao foi satisfatéria, requerendo, portanto, o uso da probang.
Além disso, como relatado nesta citacdo, a localizacdo do FMDV, tanto na
infeccdo priméaria quanto persistente, inclui as regides especializadas do MALT,
comprovando a sua deteccdo quando do uso desta sonda até em tempos

prolongados.
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1.9 Controle e Prevencgéo
Como parte do esforco das autoridades sanitarias para controlar a

ocorréncia da Febre Aftosa, foram criados diversos 6rgaos e programas a niveis
nacional e internacional, como o Centro Pan-Americano de Febre Aftosa
(PANAFOTSA) vinculado a Organizagcdo Panamericana da Saude/Organizacao
Mundial da Saude (OPS/OMS), Programa de Erradicacdo e Prevencao da Febre
Aftosa (PNEFA), Programa Hemisférico de Erradicacdo da Febre Aftosa
(PHEFA), dentre outros.

Embora o cenério atual no Brasil seja favoravel, o historico das ultimas
duas décadas mostra que a perspectiva do risco de reintroducdo da doenca no
pais ndo deve ser ignorada. No final dos anos 90 e inicio dos anos 2000, foi
realizado processo de suspensao da vacinacdo particularmente na sub-regiao do
Cone Sul, que entdo evidenciou padrdes de transmissdo transfronteirica do
FMDV, chegando a avancar para uma epidemia de grandes propor¢cdes. Surtos
de Febre Aftosa causados pelos virus dos subtipos O e A, em 2000 e 2001
respectivamente, afetaram Argentina, Uruguai e, em menor medida, o Brasil.
Estes surtos foram associados a interrupcdo prematura da vacinagdo para
alcancar o status de ‘livre de Febre Aftosa sem vacinagdo”, sem considerar
adequadamente o0s riscos de transmissdo sub-regional. Outra situagao
epidemiologica a ser considerada foi a ocorréncia de surtos esporadicos em
areas com status de “livre de Febre Aftosa com vacinacao”, todos causados por
genatipos do virus do subtipo O, historicamente endémico na sub-regido. Esses
genaotipos, que circularam entre 1998 e 2011, afetaram areas de fronteira da
Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai. Os focos evidenciaram a
capacidade desses gendétipos serem transmitidos em populacdes submetidas a
vacinacao periodica e num espaco geografico transfronteirico. Além disso, os tais
surtos ressaltaram as dificuldades dos sistemas de vigilancia para detecta-los e
conté-los rapidamente. O ultimo registro de foco da doenca em territério nacional
ocorreu entre 2005 e 2006, no Mato Grosso do Sul e Parana, e afetou quase
toda zona “livre de Febre Aftosa com vacinagao” do pais. E finalmente, a ultima
ocorréncia da doenca na América do Sul se deu em 2017/2018, na Colémbia,
conforme informe anual de 2018 do laboratério de referéncia PANAFTOSA-
OPS/OMS (OIE/FAQO). Os virus isolados neste surto tém uma relagdo proxima
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com os virus que foram isolados na Venezuela (que registrou surto de FMDV em
2013), de acordo com a sequéncia disponivel no banco de dados do
PANAFTOSA, que apontou entdo, a possibilidade da disseminacdo da doenca
aos movimentos irregulares e ilegais de animais que ocorrem na fronteira
Colombo-Venezuelana, como variavel de risco mais significativo. O fato de que
animais parcialmente imunizados (principalmente de um a dois anos) e
infectados podem disseminar a infeccdo através do comércio ilegal, corrobora a
necessidade de um reforgo dos controles oficiais, bem como o estabelecimento
de medidas de cooperacdo multinacionais nas areas fronteiricas.

Muito recentemente, Estados do Parana, Acre, Rio Grande do Sul e
Rondonia, e parte dos Estados do Amazonas e Mato Grosso foram
estabelecidos nacionalmente como livres de Febre Aftosa sem vacinacéo, e
aguarda-se o reconhecimento pela OIE. Tal mudanca de status faz parte de
programa em curso para o alcance de todo o territério nacional como livre de
Febre Aftosa sem vacinagéo.

Frente a isso, faz-se primordial gerir os riscos da reintroducédo da doenca,
melhorar as condi¢cbes para detectar precocemente 0s casos suspeitos, e sanear
as eventuais ocorréncias de forma rapida e eficiente, de modo a garantir a
condi¢do sanitaria ideal com o minimo de impacto econémico e social. Este
cenario podera contribuir para o pais galgar novos mercados, que remunerem
melhor os produtos pecudrios nacionais, frente a elevada competitividade do
mercado internacional, preservando o crescimento e lucratividade das cadeias
produtivas envolvidas, com geragédo de emprego e renda.

E essencial que os proprietarios e produtores de rebanhos bovinos,
suinos, caprinos e outros pequenos ruminantes, mantenham préaticas de
biosseguranca adequadas para prevenir a introducdo ou disseminacédo do FMDV
(SPICKLER, 2015). Regulamentos de importacdo ajudam a prevenir que 0 virus
da Febre Aftosa seja introduzido a partir de regides endémicas, através de
animais infectados ou alimentos contaminados. Protocolos de inativacdo do virus
para varios produtos alimenticios como derivados do leite, carnes, couros e la
foram publicados pela OIE (WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH,
2019c). Além disso, um programa de controle global tem sido recentemente
(relativamente ao histérico da doenca no mundo) estabelecido para reduzir a

circulacdo do virus e a incidéncia da doenca.
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Medidas tém sido tomadas para controlar o surto da doenca, quarentena,
restricbes de deslocamento, eutanasia de animais expostos, limpeza,
desinfeccdo de instalacbes afetadas, equipamentos e veiculos (SPICKLER,
2015). Em locais de surto, carcagas dos animais infectados devem ser
eliminadas por seguranca, utilizando o mecanismo de incineracdo, enterro em
vala sanitaria ou qualquer outro processo que garanta a eliminacdo do agente
infeccioso e impecga a propagacdo da infeccdo, acompanhada de limpeza e
desinfeccédo (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE., 2007).

A vacinacdo deve ser feita para reduzir a propagacdo da doenca ou
proteger animais especificos (como animais silvestres mantidos em zooldgico)
durante surtos da doenca. A vacina contra a Febre Aftosa somente protege os
animais de infec¢cdes do sorotipo contido na mesma, e para uma protecao
adequada, as amostras vacinais devem ser compativeis com a amostra de
campo circulante (SPICKLER, 2015). E sabido que a infeccdo por um sorotipo
nao confere imunidade a outros sorotipos.

No ano 2001, o VII Seminério Internacional de Controle de Vacina
Antiaftosa, realizado no Rio de Janeiro, Brasil, apresentou como um dos
objetivos, a realizacdo de andlises da presenca do virus C3 no continente Sul
Americano e avaliagdo da conveniéncia em manté-lo na vacina. Neste periodo, a
vacina continha os 3 subtipos A, O e C, e saponina como adjuvante. Porém, 0s
estudos epidemiologicos apontam que o subtipo C ndo estd mais circulando no
Brasil. De acordo com relatérios reportados a WRLFMD, a ultima ocorréncia
deste subtipo se deu em 2004 em territério nacional; em 1994 na Argentina; no
Paraguai em 1974; na Coldombia em 1970; no Peru em 1949; no Uruguai em
1944; e ndo h& dados da ocorréncia na Venezuela, Bolivia, Chile, Equador,
Guiana e Guiana Francesa.

Assim, na 442 Reuniao Ordinaria da Comissdo Sul americana para a luta
contra a Febre Aftosa (COSALFA 44), foi discutido o risco atual do FMDV subtipo
C na regiao Sul americana, e aprovado que para o ano de 2019 as vacinas em
uso no Brasil ndo manteriam este sorotipo viral, passando a ser bivalentes,
mantendo os sorotipos A e O. Ficou estabelecida também, a reducdo da dose de
cinco para dois mililitros (COMISION SUDAMERICANA PARA LA LUCHA
CONTRA LA FIEBRE AFTOSA, 2017). Juntamente aos beneficios econémicos

gerados pela redugdo de um antigeno, foram considerados os elementos
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tradicionalmente apontados em uma analise de risco, como (a) relacionamentos
culturais, comerciais ou outros, com zonas/paises que ainda possuem 0 virus
ativo; (b) estrutura de cuidados veterindrios da &real/pais de origem, (c)
capacidade diagndstica da estrutura de cuidados veterinérios do pais de destino
e (d) vulnerabilidade e receptividade da regido de destino. Neste encontro, o
plenario apresentou alguns problemas como a persisténcia do virus em
hospedeiros silvestres, a possibilidade de persisténcia da infeccdo em areas sob
baixo uso de vacinagdo sistematica, e destacou especialmente a importancia da
estrutura de atencdo veterinaria do pais que se propde a eliminar um dos
antigenos correntes em uso na producdo da vacina. Certamente que a vigilancia
epidemioldgica devera ser reforcada, especialmente em areas de fronteiras, no
periodo que se segue a retirada de um dos antigenos vacinais.

1.9.1 Classificagao territorial mundial e brasileira para o status da
ocorréncia da Febre Aftosa

Em maio de 1994, a OIE desenvolveu um procedimento para o
reconhecimento oficial de status dos paises livres de Febre Aftosa, bem como a
aprovacao de programas de controle oficiais. Esse reconhecimento foi de grande
importancia para o comércio internacional, visto que a aquisicdo e manutencao
do estado oficial da doenca auxilia significativamente na promocdo da saude
animal. Desde entdo, a OIE, juntamente com membros de paises que aprovaram
o programa de controle oficial para a Febre Aftosa, vem atualizando as
informacgdes referentes a este controle.

As Figuras 6 e 7 mostram o mapa oficial do status da Febre Aftosa no
mundo até janeiro de 2019 e janeiro de 2020 (dltima atualizac&o)
respectivamente, evidenciando a dinamica da ocorréncia da doenca em territorio
global. S&o mostradas as zonas reconhecidas como livres da doenga com
vacinagdo e sem vacinagdo, areas em que o status da doenca foi suspenso, e
paises onde a distribuicdo e prevaléncia da FMD né&o foram reconhecidos pela

OIE. As Figuras 8 e 9 mostram o mapa oficial da América do Sul.
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Figura 6: Mapa oficial do status da Febre Aftosa no mundo em janeiro de
2019

OIE Members' official FMD status map
Last update January 2019

_ © OIE 2019
Members and zones recognised as free from FMD ;
- without vaccination - Suspension of FMD free status
Members and zones recognised as free from FMD Countries and zones without an OIE official
with vaccination status for FMD

Fonte: WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, [s.d]. (Legenda

traduzida para a lingua portuguesa).
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Figura 7: Mapa oficial do status da Febre Aftosa no mundo: u(ltima

OIE Members' official FMD status map
Last update June 2020
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Fonte: WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, [s.d.]. (Legenda

traduzida para a lingua portuguesa).

Figura 8: Mapa oficial do status da Febre Aftosa na América do Sul em 2019

SOUTH AMERICA: OIE Members' official FMD status map

Last update October 2018
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© OIE 2018

Fonte: WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, [s.d.] (Legenda
traduzida para a lingua portuguesa).
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Figura 9: Mapa oficial do status da Febre Aftosa na América do Sul: dltima

atualizacao
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Fonte: WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, [s.d] (Legenda

traduzida para a lingua portuguesa).

De acordo com a Resolugcdo 22 criada em maio de 2018 na World
Assembly of Delegates of the OIE, que reconhece o status da doenca da Febre
Aftosa dos paises membros de acordo com as disposi¢cdes do Cédigo Sanitario
para Animais Terrestres (Cddigo Terrestre), o Brasil possui atualmente o estado
de Santa Catarina como zona livre de FMD onde a vacinacdo ndo € praticada
(documentacao de fevereiro de 2007); e as seguintes zonas como zona livre de
FMD onde a vacinagéo é praticada: uma zona cobrindo o territério do Estado do
Rio Grande do Sul (documentacdo de setembro de 1997); uma zona composta
por duas zonas fundidas designadas pelo Delegado do Brasil em documentos
enderecados ao Diretor-Geral em agosto de 2010, setembro de 2017 e setembro
de 2019, cobrindo os Estados de Acre, Alagoas, Amapa, Amazonas, Bahia,
Ceard, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Maranhé&o,
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Minas Gerais, Para, Paraiba, Parana, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio
Grande do Norte, Rondbnia, Roraima, S&o Paulo, Sergipe, Tocantins e Distrito
Federal (WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2020b). Contudo, o
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento reconheceu recentemente,
por meio da Instrugcdo Normativa n°52 de 11 de agosto de 2020, os Estados do
Parana, Acre, Rio Grande do Sul e Rondbnia, e parte dos Estados do Amazonas
e Mato Grosso como livres de Febre Aftosa sem vacinacdo, e aguarda o
reconhecimento pela OIE.

O Brasil se mantém sem ocorréncia da doenca desde abril de 2006
(BRASIL. MINISTERIO DA AGRICULTURA PECUARIA E ABASTECIMENTO.,

2017b), perfazendo quase 15 anos nessa condi¢do sanitaria.

1.9.2 Programa Nacional de Prevencgéo e Controle da Febre Aftosa
Sob a coordenacdo do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e

Abastecimento (MAPA) e com a participacdo dos servi¢cos veterinarios estaduais
e do setor agroprodutivo, o Brasil segue na luta contra a Febre Aftosa em busca
de um pais livre da enfermidade. O Programa Nacional de Erradicacdo e
Prevencéo da Febre Aftosa — PNEFA (Instrucdo Normativa n°44, de 2 de outubro
de 2007) tem como estratégia principal a implantacdo progressiva e manutencao
de zonas livres da doencga, de acordo com as diretrizes estabelecidas pela OIE.

A vacinacdo é adotada em territorio nacional como medida profilatica, e
ocorre em todos os estados exceto Santa Catarina (e recentemente, nos estados
descritos no item 1.9.1). Ha grandes esforcos sanitarios sendo realizados para a
transicdo de status sanitario das “zonas livres de Febre Aftosa com vacinacao”
para “zonas livres de Febre Aftosa sem vacinagéo”, de forma regionalizada, com
inicio em 2019 e conclusdo prevista para 2023, quando entdo, todo pais
alcangaria a condi¢cao de ‘livre de Febre Aftosa sem vacinag&o”, reconhecida
pela OIE.

O PNEFA classificou as regides fronteiricas brasileiras em relagdo ao risco
de reintroducdo da doenga no pais. A Subregido do Cone Sul (zoneamento que
corresponde ao Chile, Argentina, Uruguai, Paraguai, porcao oriental da Bolivia e
os estados brasileiros de RO, MT, MS, PR, SC e RS) teve ultimo foco de Febre
Aftosa registrado em 2011 no Paraguai, com aparicdo de genaotipos do virus do
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subtipo O. A época, medidas de reforcos de vigilancia foram tomadas, através da
melhoria da cobertura da vacinagdo em animais mais jovens e em
subpopulacdes onde a gestéo sanitaria era mais distante ou fraca, além de areas
com surtos esporadicos e areas fronteiricas dos paises (NARANJO; COSIVI,
2013).

Testes soroldgicos sistematicos foram implementados para verificar a
auséncia de transmisséo do virus. Naranjo (2006) aponta para o que denominou
de “nicho endémico” para o FMDV subtipo O nesta regido, devido a condi¢des de
vulnerabilidade e receptividade dos rebanhos. Apesar disso, o Plano Estratégico
2017-2026 do PNEFA estima que a probabilidade de introducdo do virus da
Febre Aftosa pela proximidade geogréafica nesta sub-regido é classificada como
baixa, ou seja, considera que a ocorréncia do evento € muito improvavel, porém
ocorre sob certas condicdes (BRASIL. MINISTERIO DA AGRICULTURA
PECUARIA E ABASTECIMENTO., 2019b).

A porcao brasileira que integra a sub-regido Amazonica registrou seus
ultimos focos de Febre Aftosa em 2004, no Amazonas, causado pelo virus C, e
no Para, pelo virus O. Estes surtos foram observados apos trés anos sem
ocorréncia clinica da doenca na area, que apresentava auséncia de casos
clinicos desde 2001 (BRASIL. MINISTERIO DA AGRICULTURA PECUARIA E
ABASTECIMENTO., 2017b). A dltima avaliagdo de risco de reintroducdo da
doenca no pais através desta regido, consta de marco de 2017, quando a ultima
ocorréncia de FMD havia sido na Venezuela, em 2013. A época, foi atribuido um
fator de probabilidade muito baixa (classificacdo que considera que a ocorréncia
do evento é muito improvavel, mas nao pode ser descartada) a esta regido,
contudo, em outubro de 2018 houve registro de foco de FMD em territorio
Colombiano, conforme relatério da OIE (WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL
HEALTH, 2018) e, portanto, 0 risco precisa ser reavaliado pelos o6rgaos
competentes e divulgados oficialmente.

Como destacado, as Ultimas ocorréncias de surto da doenga no
continente sul americano tém sido relacionadas ao subtipo O, por isso a escolha

desta amostra para desenvolver o presente trabalho.
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1.10 Avaliacao da técnica diagndéstica molecular por RT-gPCR
Um ensaio validado deve ser frequentemente monitorado para garantir

gue mantém sua adequacdo ao objetivo por meio da checagem dos resultados
dos controles do ensaio incluidos a cada execucao, e de avaliagdo continua de
todas as etapas do processo, durante o uso rotineiro na populacéo alvo (WORLD
ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2019b).

De acordo com o Relatério de Validacdo da técnica de RT-gPCR para
deteccdo do virus da Febre Aftosa (documento interno do LFDA-MG sob
catalogacdo FOR/LBM/PL/023V.1l), os parametros analiticos do diagndstico
molecular da doenca obtidos a época de sua implementacdo para a matriz LEF
em meio Earle no ano de 2012 foram limite de deteccdo (LD) igual a diluicdo
correspondente a 10 de suspensdo viral de FMDV (amostra e titulo viral ndo
reportados no documento); especificidade diagnéstica confirmada pela auséncia
de amplificacdo do RNA extraido de 30 bovinos em zona livre de Febre Aftosa; e
incerteza expandida (U) de 0,64 Cycle Threshold (Ct).

Em 2018, a técnica para diagnéstico do virus da Febre Aftosa por PCR
digital foi desenvolvida e implementada no LFDA-MG (PINHEIRO-DE-OLIVEIRA
et al., 2018) utilizando o mesmo alvo de PCR da técnica de rotina (CALLAHAN et
al., 2002). O LD estabelecido correspondeu a 1034 TCID50/mL para a amostra
FMDV A24 Cruzeiro de titulo 10%* TCID50/mL.

Kralik e Ricchi (2017) reportam a dificuldade de se determinar parametros
basicos da gPCR tendo em vista que esta técnica € relativamente atual na
aplicacdo diagnostica, e que a auséncia de procedimentos padrdo para a
determinacdo dos parametros funcionais basicos da qPCR levou a um cenario
em que a padronizacdo de métodos é realizada de acordo com regras distintas,
por laboratorios distintos.

No presente trabalho, a proposta de avaliagdo do desempenho do
diagnéstico molecular para FMD em amostras inativadas por dois diferentes
reagentes, tomou por base as diretrizes preconizadas pelo Manual de
Verificagdo de Desempenho de Métodos para Diagnostico Molecular de Doencgas
Infecciosas na Rede Nacional de Laboratérios Agropecudrios, a partir de agora,

referenciado apenas como “Manual de Verificagdo de Desempenho de Métodos”
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(BRASIL. MINISTERIO DA AGRICULTURA PECUARIA E ABASTECIMENTO.,
2015).

O diagnéstico molecular da FMD no LFDA-MG € semi-quantitativo ja que
a finalidade maior do ensaio, que esta sob os interesses da defesa agropecuéria
nacional, € a informacdo da presenca ou auséncia do virus no animal em

analise.

1.10.1 Limite de Deteccdao
A sensibilidade diagnéstica refere-se ao risco de uma reagcdo negativa

ocorrer em um ensaio de PCR quando, de fato, um animal esta infectado
(WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, [s.d.]). Os prejuizos advindos
desta situacdo podem ser pressupostos, tendo em vista todo o cenario exposto
no presente trabalho até aqui. Segundo Bustin e colaboradores (2009), essa
sensibilidade relativa a reacfes de PCR, € tipicamente expressa como o limite de
deteccdo, que é a concentracdo passivel de ser detectada com razoavel
seguranca (sendo 95% de probabilidade comumente adotada) sob dado
procedimento analitico. E apontado ainda que as estimativas de LD nas anélises
de qPCR séo complicadas devido a natureza logaritmica de Ct, porque Ct é
indefinido quando a concentracdo do modelo é zero. Sendo assim, a
determinacao apropriada e modelagem do LD numa gPCR é foco de pesquisa
continuada (BUSTIN et al., 2009).

Em consonancia com a literatura, o Manual de Verificagdo de
Desempenho de Métodos tem em conta que o limite de deteccdo é um dos
requisitos basicos para o inicio do processo de avaliacdo da metodologia. Ele
considera como LD a menor concentracdo em que um agente é detectado em
100% das tentativas numa triplicata de PCR, resultado este que deve entdo ser
confirmado pela contaminacdo experimental independente de 21 amostras
negativas da matriz biolégica em questdo, com éxito na amplificagdo em pelo
menos, 20 delas. Fica aqui destacado que, conforme exposto acima, a
determinacdo do LD deve incluir ndo apenas a capacidade de amplificacdo de
parte do genoma do agente infeccioso, mas também a influéncia da matriz
bioldgica nesse processo.

Métodos mais sensiveis acabam por ser também mais susceptiveis a

interposicdo de substancias diversas inerentes a propria amostra ou reagentes,
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cujo efeito sobre o resultado final é indesejado. A matriz biologica na qual um
analito alvo é encontrado (soro, fezes, tecido, etc.) normalmente € objeto maior
desse tipo de preocupacao, considerando-se a possibilidade de conter inibidores
enddgenos ou exdgenos que impecam o funcionamento de alguns ensaios. Tal
interferéncia € especialmente preocupante em ensaios dependentes de enzimas,
como é o caso da PCR (WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH,
2019Db).

1.10.2 Eficiéncia da RT-gPCR
Ensaios robustos e precisos de gPCR sao geralmente correlacionados

com alta eficiéncia de reacdo (BUSTIN et al., 2009). Eficiéncia é a taxa de
amplificacdo da PCR que garante a duplicacdo da quantidade de cépias do
produto da reacdo a cada ciclo (BRASIL. MINISTERIO DA AGRICULTURA
PECUARIA E ABASTECIMENTO., 2015).

Bustin et al., (2009) define que, idealmente, a eficiéncia de amplificacao
da PCR deva ser estabelecida por meio de curvas de calibracéo replicadas, com
estimativa de intervalo de confianga e erro padrao. Svec e colaboradores (2015)
relatam métodos alternativos para estabelecer a eficiéncia de uma reacdo de
PCR, contudo, ratifica que a curva padrdo continua sendo a abordagem mais
confiavel e robusta para estimar a eficiéncia dos ensaios de PCR, amplamente
aceita pela comunidade cientifica.

O Manual de Verificagdo de Desempenho de Métodos preconiza a
realizacdo de uma curva com no minimo cinco pontos de concentracdo, em
triplicata. Para o calculo da eficiéncia, plota-se um grafico de regresséao linear
semilog do valor de Ct em comparacdo ao log da quantidade inicial do acido
nucléico. O parametro de avaliacdo é o coeficiente angular (slope) desta curva,
gue deve ser igual a -3,32 para uma eficiéncia de 100%. A eficiéncia de PCR é
dada pela formula 10slore -1 (BUSTIN et al., 2009). Assim, o valor maximo
tedrico de 1,00 (ou 100%) indica que a quantidade de produto dobra a cada ciclo.

Os principais fatores influenciadores da eficiéncia de uma reacéo de PCR,
sdo relatados na literatura como sendo (I) a sequéncia e estruturas dos
iniciadores e do template (regido gendémica alvo da PCR) (BUSTIN et al., 2009;
SVEC et al., 2015), pois a presenca de dimeros (subprodutos da reacéo de PCR)

e a oportunidade para interacdes intramoleculares indesejadas acarreta em
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menor eficiéncia; (1) a matriz da amostra, que pode conter inibidores e outras
substancias interferentes ou transportar agentes de etapas anteriores de
processamento (SVEC et al., 2015); além da (Ill) otimizacdo do protocolo de
PCR, visto que qualquer um dos reagentes de PCR pode ser limitador de taxa e
desempenho.

O Manual de Verificacdo de Desempenho de Métodos estabelece como
pardmetro desejavel uma eficiéncia entre 0,90 e 1,10 e o coeficiente de
determinacdo — R? da curva padrdo maior do que 0,99. Tais parametros s&o
relativos apenas a etapa da transcriptase reversa seguida da reacdo em cadeia
da polimerase, visto que a definicdo de eficiéncia no referido Manual é “taxa de
amplificacdo de PCR que garante a duplicacdo da quantidade de copias do

produto de PCR a cada ciclo”.

1.10.3 Repetibilidade e Reprodutibilidade Intralaboratorial
A precisdo de determinada metodologia relaciona-se intimamente com o

grau de concordancia de medidas sob circunstancias especificadas, e sua
determinacdo pratica requer as condi¢cdes de repetibilidade e reprodutibilidade
(KRALIK; RICCHI, 2017).

A repetibilidade esta vinculada também a robustez do ensaio (KRALIK;
RICCHI, 2017) e sua verificacdo € realizada com as mesmas amostras,
analisadas repetidamente. De acordo com o Manual de Verificacdo de
Desempenho de Métodos, as condi¢cdes de repetibilidade devem incluir ainda,
além de mesmas amostras, 0 mesmo laboratdrio, mesmo operador, mesmo
instrumento de medicdo, e as medicbes devem ser realizadas em intervalos de
tempos pequenos. A repetibilidade do ensaio diagndéstico por RT-qPCR é
avaliada através da triplicata de uma mesma concentracdo de solucdo
contaminada com o material genético viral. E expressa quantitativamente, em
funcdo das caracteristicas da dispersdo dos resultados para a variancia de Ct.
(BRASIL. MINISTERIO DA AGRICULTURA PECUARIA E ABASTECIMENTO.,
2015; KRALIK; RICCHI, 2017).

Reprodutibilidade de ensaio de RT-gPCR, por sua vez, refere-se a
variacdo nos resultados entre corridas ou entre diferentes laboratorios (KRALIK;
RICCHI, 2017). Tendo em conta as limitacdes de uma avaliacdo de ensaio entre

mais de um laboratorio, que incluem questdes logisticas, técnicas e financeiras,
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o Manual de Verificacdo de Desempenho de Métodos considera o que nele é
denominado “reprodutibilidade intralaboratorial”. Sua definicdo corresponde ao
grau de concordancia entre os resultados das medicbes de um mesmo
mensurando (analito), em condi¢cfes variadas para o mesmo método de ensaio,
no mesmo laboratorio. (A comparacéo intralaboratorial fica a cargo dos ensaios
de proficiéncia previstos pela NORMA ISO: IEC 17025 na qual o LFDA-MG
possui um escopo de acreditagdo que inclui o diagnostico molecular para a
Febre Aftosa). Os valores associados a repetibilidade e a reprodutibilidade,
somados, expressam o erro de medida do mensurando.

Por fim, as medidas de incerteza de um experimento com mensurando
quantitativo também sdo dependentes das andlises de repetibilidade e
reprodutibilidade tendo em vista serem obtidas levando-se em consideragao os
critérios referentes a tais parametros (BRASIL. MINISTERIO DA AGRICULTURA
PECUARIA E ABASTECIMENTO., 2015).
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2 Justificativa

A Febre Aftosa tem sido reconhecida como uma das principais restricoes
ao comércio internacional de animais e de produtos animais. A OIE preconiza o
uso do liquido esofagico faringeo como amostra clinica de escolha para o
diagnostico do FMDV, destacando que esta amostra se mostrou mais adequada
inclusive na deteccdo de animais portadores. Entretanto, esta € uma amostra
clinica complexa pelo local e forma como é coletada, e passivel de conter
inibidores para testes de PCR.

Neste contexto, o diagndstico laboratorial da doenca é uma das etapas a
ser mantida em constante aperfeicoamento e prontidao pelos érgaos oficiais do
pais, desempenhando papel fundamental e decisivo no ambito do PNEFA, pois
se apresenta como suporte imprescindivel a manutencdo da vigilancia
epidemiologica regular, sobretudo, nas investigacbes de suspeitas e
intervengdes emergenciais (BRASIL. MINISTERIO DA AGRICULTURA
PECUARIA E ABASTECIMENTO., 2017). Com tal finalidade, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) mantém no Laboratério Federal
de Defesa Agropecuéria de Pedro Leopoldo/MG (LFDA-MG) o setor de
Diagnostico Animal (DIA), que realiza diagndsticos de doengas virais e
bacterianas, sendo a referéncia nacional para o diagndéstico molecular da Febre
Aftosa. Também séo realizados no LFDA-MG, através do Laboratério de
Diagnéstico de Doencgas Virais (LDDV/DIA), testes sorolégicos para diagndstico
de FMDV e o isolamento viral. Os testes sorologicos sdo também realizados nas
instalacdes de LFDA dos estados de Pernambuco e Rio Grande do Sul.

Considerando-se 0s aspectos até aqui apresentados, medidas de
prevencdo e erradicacdo da Febre Aftosa sdo, ha décadas, foco de constante
aprimoramento, perspassando por desde as politicas publicas de amplo
espectro, quanto a estudos pormenorizados e pontuais, como a metodologia
diagnostica da doenca. Precisdo, rapidez e seguranca sdo alvo de tais
aprimoramentos, afim de fornecerem condicbes para que a manutencdo do
status fitosanitario seja eficiente e que medidas acertadas possam ser tomadas a
contento numa possivel situacdo emergencial.

A implementacdo de metodologia de inativacdo viral alternativa aquela

vigente no LFDA-MG sera interessante na medida em que represente uma
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opcao ao Uunico reagente inativante viral atualmente utilizado. Num possivel
cenario de sancdo comercial que o pais venha a sofrer, ela representa uma
alternativa de exportagdo, nao ficando as atividades laboratoriais do MAPA,
portanto, reféns de um sO reagente comercial. Soma-se a este fator, as
caracteristicas toxicas do TRIzol® frente ao tampédo de lise MagMax™ CORE
relativamente a sua volatilidade e presenca de fenol em sua composicdo, o
colocando em desvantagem tanto no quesito da manipulacdo pelo operador
quanto relativamente a geracéo de residuos contaminantes.

Assim, frente ao cenario agropecuario nacional, as potenciais perdas
econbmicas causadas pela Febre Aftosa que podem culminar em embargos
econdmicos para a exportacao, e ao histdrico de ocorréncia de surtos no pais e
em paises vizinhos, este projeto justifica-se. Destaca-se que este projeto
desenvolvido no Mestrado Profissional em Microbiologia Aplicada do Programa
de Pdés-Graduacdo em Microbiologia do Departamento de Microbiologia da
UFMG trabalha uma demanda induzida do Laboratério Federal de Defesa
Agropecuaria de Minas Gerais com sede na cidade de Pedro Leopoldo.
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3 Objetivos

3.1 Objetivos gerais

O presente projeto visa caracterizar de maneira comparativa, a
metodologia oficial de diagndstico da FMD baseado na RT-gPCR segundo a
OIE, com variacdo na etapa de inativacdo viral, de modo a estabelecer as
melhores condi¢cbes experimentais a serem mantidas/adotadas na rotina, quando

da analise da matriz bioldgica liquido esofagico faringeo bovino.

3.2 Objetivos especificos

(I) Verificar a inativagdo do virus da Febre Aftosa em liquido esofagico
faringeo bovino em condi¢cdes de coleta de campo, pelo reagente MagMAX™
CORE Lysis Solution;

(I Verificar o desempenho do método completo de diagndstico molecular
de Febre Aftosa sob tais condi¢bes de inativacdo (baseadas no protocolo para
inativacdo de amostras virais MagMAX™ CORE Nucleic Acid Purification Kit),
em comparacdo a metodologia de inativacdo viral e extracdo de RNA em
vigéncia no LFDA-MG (protocolo Trizol®, Life Technologies, EUA), frente aos
testes de eficiéncia, sensibilidade, repetibilidade e reprodutibilidade

intralaboratorial.

4 Materiais e Métodos

4.1 Local de desenvolvimento e amostra viral utilizada

Devido a sua natureza altamente contagiosa para 0sS animais e a
importancia econdmica da Febre Aftosa, todo o trabalho de laboratério com
culturas vivas ou material potencialmente infectado/contaminado foi realizado em
nivel apropriado de contencdo. Seguir os protocolos de biosseguranca €
fundamental para reduzir o risco de disseminacdo do virus para instalacoes
susceptiveis (CHANG et al.,, 2013). Aqueles paises que ndo tém acesso a
instalacbes de contencdo apropriadas, devem enviar amostras para
um Laboratorio de Referéncia de Febre Aftosa da OIE. O Laboratorio de
Referéncia no Brasil tem escritorio no Rio de Janeiro e instalacdes laboratoriais

junto ao LFDA-MG na cidade de Pedro Leopoldo com o qual mantém um acordo
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de cooperacdo técnica. O Manual de Testes Diagnosticos e Vacinas para
Animais Terrestres da OIE descreve as normas e requisitos de contencado para a
gestdo do risco biolégico no laboratério veterinério e nas instalacdes veterinarias
para a manipulagcdo do FMDV e de amostras potencialmente contaminadas.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério Federal de Defesa
Agropecuaria de Minas Gerais, sede Pedro Leopoldo, nos diferentes
Laboratorios do Setor de Diagnéstico Animal (DIA). A manipulagdo de amostras
virais para contaminacao experimental de LEF foi executada nas instalacdes de
Nivel de Biosseguranca 4.

Utilizou-se FMDV mantido como amostra de referéncia pelo LFDA-MG,
correspondente a isolado do surto ocorrido em 1980 no Rio Grande do Sul,
discriminada como FMDV O RS BR/80, mantido em cultivo celular em passagens
sucessivas desde o0 seu recebimento no ano de 2017, proveniente do
PANAFTOSA. A suspensao viral foi previamente titulada em cultura de células
baby hamster kidney (BHK21) e obteve titulo de 10°8 TCID50/50 pL.

4.2 Matriz biolégica utilizada
A matriz biolégica referente aos experimentos conduzidos correspondeu

ao liquido esofagico faringeo bovino em proporcéo 1:1 com Meio Earle 2 vezes
concentrado, adicionado de antibiético, e com pH entre 7,4 e 7,6, conforme
diretriz do Manual Veterinario de Colheita e Envio de Amostras da Organizacdo
Panamericana de Saude para o0 armazenamento e transporte de amostras para
diagndstico de doencas de pele e mucosas (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA
DE SAUDE, 2010).

Para a etapa de inativagdo viral, a matriz biolégica LEF correspondeu a
amostra de campo recebida e analisada pelo LFDA-MG em 2019 para
diagnéstico de FMDV, cujo resultado por RT-gPCR foi negativo.

Para a etapa de verificacdo de desempenho dos métodos, a matriz
biolégica correspondeu a pool de LEF bovino, coletado de 10 animais mesti¢cos
mantidos pelo LFDA-MG, de idade variada, do sexo masculino. Os animais
ficaram em jejum por 12 horas e ingeriram agua imediatamente antes da coleta.

Submeteu-se o0 material a RT-gPCR para FMDV, cujo resultado foi
negativo, bem como a RT-gPCR para o0 gene constitutivo 18S que indicou
amplificagéo.



78

4.3 Inativacgao viral e Extragcdo de RNA
Para as amostras inativadas por TRIzol®, foi adotado o protocolo de

pipetagem de 400 pyL de amostra para 1 mL de TRIzol®, seguida de
homogeneizacdo e incubagdo a temperatura ambiente por no minimo 15
minutos. Posteriormente, 200 uL de cloroférmio foram adicionados, procedeu-se
a homogeneizacdo em vortex por aproximadamente 15 segundos, incubacdo a
temperatura ambiente por 2 minutos e centrifugacdo a 12000 rpm a 4°C por 15
minutos (Heraeus Megafuge 16R - Thermo Scientific, Alemanha). A separacéo
das fases organica e aguosa permitiu a pipetagem de todo o volume aquoso,
porcao na qual se encontrava o RNA total. Esta aliquota foi entdo adicionada ao
cartucho de extracdo Maxwell® 16 LEV, e seguiu para 0 processamento
restante, totalmente automatizado.

Ja para as amostras inativadas pela solucao de lise MagMAX™ CORE, o
procedimento consistiu em 200 pL de amostra tratados com 350 pL de solucéo
de lise MagMAX™ CORE e 10 pL de solucédo de proteinase K 600 mAU/mL
(QIAGEN, Alemanha) que seguiram para agitacdo em equipamento disruptor de
células e tecidos L-BEADER HT (LOCCUS, Brasil) por 2 minutos a 20 Hertz, em
substituicdo a agitacdo vigorosa em vortex por 2 minutos seguida de giro a 500 x
g por 10 segundos, preconizadas no protocolo original da ThermoFisher
Scientific. Tal adaptacdo ocorreu para viabilizar a aplicabilidade do mesmo a
rotina do LFDA-MG, uma vez que para proceder a agitacdo em vortex seria
necessario submeter as amostras uma a uma, enquanto a capacidade amostral
do disruptor de células é de 48 microtubos por vez. Apos a agitacdo, as amostras
foram incubadas por no minimo 8 minutos a temperatura ambiente. Todo o
volume de amostra foi entdo aliquotado para o cartucho de extracdo Maxwell®
16 LEV, e seguiu para 0 processamento restante, totalmente automatizado.

Além da adaptacdo acima reportada, os testes foram conduzidos com a
matriz biolégica LEF, n&o contemplada no escopo apresentado pela
ThermoFisher Scientific, que abrange sangue, soro, suabe, sobrenadante de
fragmento de orelha, leite integral, plasma sanguineo, cultura InPouch® TF, e
tecido homogeneizado.

Relativamente a ambos os métodos de inativacdo, quando né&o foi
possivel seguir com o fluxo de anélise logo ap0s o processamento, as amostras

foram armazenadas em condicdo de congelamento a -70°C (Forma™ 88000
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Series - Thermo Scientific, EUA). Posteriormente foram retiradas do freezer,
descongeladas a temperatura ambiente e homogeneizadas para uso.

O kit de extracdo automatica de acidos nucléicos utilizado foi o Maxwell®
16 Viral Total Nucleic Acid Purification Kit (Promega, EUA) e o equipamento, 0
Maxwell® 16 Instrument MDx (Promega, EUA), que tem por principio a
purificacdo de &cidos nucléicos através de sua afinidade a esferas (beads)
paramagnéticas e subsequentes lavagens em tampdes diversos, com eluicdo
final em 50 pL de &gua livre de nucleases. Este kit prevé processamento inicial
da amostra por tampao de lise e proteinase K a 56°C cuja finalidade € a remocéao
do revestimento protéico viral e inativacdo de RNases (MAXWELL® 16 Viral
Total Nucleic Acid Purification Kit, [s.d.]). Estes passos de processamento inicial,
entretanto, foram substituidos pelos procedimentos de inativacdo adotados neste
trabalho.

Uma vez extraido, o RNA suspendido em agua livre de nucleases foi
imediatamente aplicado em reacdo de RT-gPCR e posteriormente armazenado a
-70°C (Forma™ 88000 Series - Thermo Scientific, EUA).
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4.4 RT-gPCR
O material obtido das etapas de inativagcdo e extracdo de &cidos nucléicos

foi submetido a transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real de passo unico, tendo como regiao alvo o gene 3D do genoma do
FMDV, que codifica para a RNA polimerase viral (CALLAHAN et al., 2002), e
cujo amplicon é de 107 pares de base (pb) (Tabela 1). Esta reacao é a indicada
pelo Instituto Pirbrigth (WRLFMD), e utiliza a tecnologia de sonda TagMan para a
deteccdo do alvo. Utilizou-se como molde, 2 pL de RNA em 22 pL de mix de
reacdo, e foi operado o sistema de amplificacdo e deteccdo CFX96 Touch™
Real-Time PCR Detection System (BIO-RAD, EUA).

Utilizou-se para a RT-gPCR o kit comercial Mix QuantiFast Probe RT-PCR
(Qiagen, Alemanha). Ao tampao (buffer) de reacado, foram adicionados o0s
iniciadores e sonda especificos, a enzima transcriptase reversa fornecida pelo kit
e agua livre de nucleases até um volume total de 20 pL (Tabela 2). Foram
adicionados 2 pL de RNA total extraido das amostras contaminadas
experimentalmente, e seguiu-se o ciclo para amplificacdo (Tabela 4) em
conformidade com as recomendacdes do fabricante e com os protocolos ja
validados no LFDA-MG.

Paralelamente, foi utilizada a RT-qPCR para deteccdo do gene do RNA
estrutural 18S rRNA (SABATINI et al., 2013) que serviu como gene normalizador
para as andlises (Tabela 1). A reacao foi constituida pelos mesmos reagentes
descritos para a deteccdo do FMDV, com excecao dos iniciadores e sonda, que
foram especificos para 18S rRNA. Ao volume total de 11,5 pL foi adicionado 1 pL
de RNA total extraido das amostras contaminadas. A PCR foi submetida a seu
respectivo ciclo de amplificacdo (Tabela 3) no termociclador CFX96 Touch™
Real-Time PCR Detection System (BIO-RAD, EUA).

Foram consideradas negativas amostras onde ndao houve amplificacao
(valor de Ct ndo determinado), e positivas, aquelas em que houve determinacao
de Ct e curva de amplificacdo caracterisitca. No caso de suspensdes virais que
nao apresentaram curva de amplificacdo em etapa do desenvolvimento deste
trabalho que requeriu andlise estatistica, convencionou-se adotar o valor de Ct

igual a 40.
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Tabela 1: Oligonucleotideos das RT-qPCR para FMDV e gene constitutivo

Reqido Tamanho
PCR Primer F Primer R Sonda 9 Esperado
Alvo
(pb)
FMDV 5— , 5 —
alvo ACTGGGTTTTACAAA ° 'Gi%’é%Lc_%TGCC TCCTTTGCACGCAC - 3D 107
3Dpol CCTGTGA-3 3
5 - 5 - 5 - 185
18s rRNA GAGACTCTGGCATGC GGACATCTAAGGGCA TGCTCAATCTCGGGT RNA 128
TAACTAG - 3 TCACAG -3 GGCTGAA -3 r

Tabela 2: Insumos da RT-gPCR para FMDV - kit QuantiFast

Insumo Volume para 1 reacao (uL)
Agua livre de nucleases 6,25
2X QuantiFast Probe RT-PCR Master Mix 12,5
Iniciadores F e R/ Sonda - FAM (20 pmol/uL) 1
QuantiFast RT Mix 0,25
Total 20

Tabela 3: Insumos da RT-gPCR para gene constitutivo — kit QuantiFast

Insumo Volume para 1 reacgéo (uL)
Agua livre de nucleases 3,625
2X QuantiFast Probe RT-PCR Master Mix 6,25
Iniciadores F (10 pmol/uL) 0,5
Iniciadores R (10 pumol/pL) 0,5
Sonda- FAM (10 pumol/pL) 0,5
QuantiFast RT Mix 0,125
Total 11,5

Tabela 4: Ciclagem das RT-gPCR para FMDV e gene constitutivo — kit

QuantiFast
Fase Temperatura Tempo N° de ciclos Deteccéo
1 50°C 10 min 1
95°C 5 min
95°C 15s
2 60°C 1 min 45 ON-FAM

Apenas para a avaliagao da reprodutibilidade intralaboratorial, variaram-se
o kit comercial para a RT-gPCR e o equipamento termociclador, conforme

descrito no item 4.6.2.
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4.5 Teste de inativagdo viral por protocolo MagMAX™ CORE Nucleic Acid
Purification Kit Protocol for Inactivation of Viral Samples (ThermoFisher™)
adaptado

Os itens a seqguir descrevem as etapas de avaliacdo da eficacia do

inativante viral em teste.

4.5.1 Avaliacao de efeito citopatico
A inativacao viral foi avaliada através do isolamento viral. Apos inoculacéo

do FMDV O RS BR/80 10%2 TCID50/50uL em cultivo celular (ver condi¢cdes no
item 4.5.1.3), rotacdo da placa para homogeneizacao, e incubacdo em estufa a
5% de CO2 Forma™ Series Il 3110 Water Jacket (Thermo Scientific, EUA) a
37°C por 48 horas, a presenca ou auséncia de ECP foi observada com o uso do
microscopio invertido de campo claro Diavert (LEITZ, Alemanha) em aumento de
40 vezes.

Para os pocos da placa de cultivo celular nos quais néo foi observado o
ECP, procedeu-se a segunda e terceira passagens em células sob as mesmas
condi¢cbes acima descritas.

4.5.1.1 Supresséao do efeito citotoxico dos reagentes a cultura celular
Para contornar a toxicidade do tampao de lise as células, foram realizadas

diluicdes do mesmo, a fim de determinar aquela na qual o efeito citotoxico nao
seria mais observado. Os resultados de inativacdo viral foram entédo
considerados apenas nas diluicdes a partir das quais ndo se observou mais a
presenca de efeito citotoxico.

Os testes foram conduzidos tanto com Meio Essencial Minimo (MEM)

quanto com matriz biolégica LEF contaminados experimentalmente.

4.5.1.2 Preparo das Solucdes de Trabalho
As Solucdes de Trabalho (Tabela 5) foram preparadas em triplicata (I, Il e

1)
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Tabela 5. Componentes das Solucdes de Trabalho para teste de

inativacao viral por MagMAX™ CORE Lysis Solution (uL)

. A E B C D F

FMDV 10°8 TCID50/50 pL - 100 100 100 100

Matriz bioldgica LEF - 100 - - 100 100
MagMAX™ CORE Lysis solution 350 - - 350 350 -
Proteinase K 10 - - 10 10 -
MEM 200 460 460 100 - 360
Tratamento de inativacao n n n S S n
Volume total 560 560 560 560 560 560
Objetivo e 6 Avaliacdo de ECP

citotoxicidade

“n” indica ndo; “s” indica sim;

A Solucédo de Trabalho A objetivou a avaliacdo do efeito de toxicidade dos
reagentes para células BHK21. Solucdo de Trabalho A: preparada em triplicata
(1, Il e lll) pela adicdo de 10 pL de Proteinase K a 350 uL de MagMAX™ CORE
Lysis solution e 200 puL de Meio Essencial Minimo (MEM).

A Solucéo de Trabalho E por sua vez, avaliou o efeito de toxicidade da
matriz biolégica. Solucdo de Trabalho E: preparada em triplicata (I, Il e Ill) a
partir de 95 uL de matriz biolégica LEF:Earle (1:1) adicionados de 5 pL de
antibiético (conforme previsto para as amostras de campo de LEF que dao
entrada no LFDA-MG) e de 460 uL de MEM.

As Solucbes de Trabalho B, C e D tiveram por objetivo a avaliagdo do ECP
do FMDV em células BHK21. Solucéo de Trabalho B: preparada em triplicata (I,
Il e lll) pela adicdo de 100 pL de FMDV a 460 pL de MEM. Esta solugédo de
trabalho foi usada na avaliacdo do efeito citopatico da particula viral infecciosa
em cultivo celular; Solucdo de Trabalho C: preparada em triplicata (I, 1l e 1)
pela adicdo de 100 pL de FMDV a 100 pL de MEM, seguidos de 350 pL
MagMAX™ CORE Lysis solution e 10 puL de Proteinase K. Esta solugdo de
trabalho foi usada para isolamento viral em BHK21, avaliado pelo efeito
citopético do FMDV tratado pelo protocolo de inativagdo em teste; Solugcéo
de Trabalho D: preparada em triplicata (I, Il e 1ll) por contaminacéo de 100 uL de
matriz biologica LEF com 100 puL de FMDV, seguidos de adicdo de 350 uL de
MagMAX™ CORE Lysis solution e 10 puL de Proteinase K. Esta solugdo de
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trabalho foi usada para isolamento viral em BHK21, avaliado pelo efeito
citopatico do FMDV tratado por protocolo de inativacédo, em teste.

Porfim, para avaliagdo de inibicdo a taxa de multiplicacdo viral que a
matriz biologica LEF pode potencialmente oferecer, a Solugdo de Trabalho F foi
preparada em triplicata (I, Il e Ill) a partir da contaminacédo experimental de 100
puL de matriz biolégica LEF com 100 pL de FMDV, acrescidas de 360 pL de
MEM.

Apenas as solucdes de trabalho C e D foram testadas quanto a
capacidade de inativacao viral.

O quadro 4 correlaciona as respectivas diluicdes das Solucdes de
Trabalho e concentracéo viral tedrica (esperada de acordo com a diluicdo) em
TCID50/50pL nas diversas etapas de processamento, descritas na sequéncia.

Quadro 4. Testes de inativacao viral: preparo das suspensdes virais e

respectivos titulos virais tedricos (TCID50/50pL)

o Etapa | Etapa Ill Etapa IV
18 g’
5 5 © Solugéo Inocula S
o= | ° de S8 cdoem o < Trizol
@< | &5 |Trabalho 55 BHK2L  $2
£33 = £
TCID50 TCID50 TCID50 L TCID50
/50uL /50uL /50uL /50pL
103,01 103,91
102.01 (400pL 10291
para
10101  extragdo, 10191
10%8 | 56 | 10%% ressuspen
1029 didosem 1009t
) 50puL de }
10 0,99 égua) 10 0,09
10-1,99 10-1,09

Fonte: Da autora.4.5.1.3 Cultivo celular
Cada triplicata das Solu¢bes de Trabalho A, B, C, D, E e F foi diluida em

série de 10! a 10°. O volume de 50 pL de cada uma das diluicdes foram
inoculados em monocamada celular crescida em placa de cultivo celular Costar®
3524 (CORNING®, EUA). Cada poco da placa foi preparado com 500 pL de
suspensao de células da linhagem BHK21 suplementada com 2% de soro fetal
bovino e 300.000 células/mL. Incubou-se em estufa a 5% de CO2 Forma™
Series Il 3110 Water Jacket (Thermo Scientific, EUA) a 37°C, por 48h.
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A Figura 10 ilustra o fluxo geral de trabalho desde o preparo da Solucéo
de Trabalho B, C, D e F até inoculacdo em cultivo celular. As Solucdes de
Trabalho A e E diferem apenas pelo fato de n&o receberem a contaminagéo com
a amostra viral de FMDV.

Figura 10. Fluxo geral de trabalho para teste de inativacéo viral

Solugdo de Diluicio 50 uL
trabalho* | 1013 10°® de cada diluigio 500 uL BHK21
em triplicata
3 Uick 50 ul
100 uL Solugdo de Diluicdo
g trabalho* Il 101210  de cadadiluicio 500 pL BHK21
em triplicata
FMDV O o 50 ul
108 Solucdo de Diluic3o “_ :
' trabalho™ I 101 a 10 de cada diluicdo 500 plL BHK21
TCID,/50 uL em triplicata

Fonte: Da autora.

As Solucbes de Trabalho correspondem a suspensdo viral original diluida 5,6
vezes. |, Il e Ill correspondem a triplicatas. "Solucdo de Trabalho B. 100 pL

FMDV + 460 uL MEM sem tratamento de inativacéo viral; Solucdo de Trabalho
C. 100 pL FMDV + 100 pL MEM + 350 uL MagMAX™ CORE Lysis solution + 10
uL Proteinase K para inativacao viral; Solucdo de Trabalho D. 100uL FMDV +
100 pL matriz + 350 uL MagMAX™ CORE Lysis solution + 10 pL Proteinase K
para inativacdo viral pelo MagMAX™ CORE. (Nas Solucbes de Trabalho A e E,
0s 100 pL FMDV foram substituidos por MEM).

4.5.2 Repeticao do teste de inativacao viral
Tendo-se em conta a geréncia dos riscos relativos a biocontencdo do

virus da Febre Aftosa, procedeu-se a um ensaio de repeticdo do experimento,
configurando num teste de reprodutibilidade, tendo em vista que foram
preparadas novas contaminacgdes virais. Contudo, para que ndo se confunda
com a reprodutibilidade intralaboratorial da técnica diagnostica como um todo
(processos de inativacdo + extracdo de RNA + aplicacdo em RT-gPCR), que foi
objeto de comparacao deste projeto, adotou-se a terminologia “Repeticao” para a
presente etapa de reproducdo do teste de inativacdo viral. Para tanto, foram
preparadas 21 replicatas bioldgicas da Solucdo de Trabalho D nas

concentracbes onde foi observada acdo eficaz da inativacdo viral, da forma
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descrita a seguir. Trés replicatas independentes (I, Il e Ill) foram obtidas pela
diluicdo da amostra viral original FMDV O RS BR/80 (10>8 TCID50/50 pL) de 5,6
vezes, conforme Quadro 4. A partir de cada uma delas, prepararam-se sete
replicatas de diluicdo seriada na base 10, até 10, totalizando 21 repeticées,
conforme Figura 11. As replicatas foram inoculadas em células BHK21 e
incubadas conforme descrito no item 4.5.1.3. O ECP foi avaliado em uma
passagem celular.

Figura 11. Preparo das 21 repeticdes das Solugbes de Trabalho D nas

diluicbes cuja inativacao viral foi confirmada

10ta10%(n=1)

Replicata | .
10ta10%(n=7)
10ta10%(n=1)

Replicata Il :
10ta10%(n=7)

FMDV O i

1058 TCID.,/50 L Replicata Il 1012 10(n=1)
10ta10%(n=7)

Fonte: Da autora. Replicatas I, 1l e Ill sdo constituidas, cada uma, de 100 pL
de amostra viral + 100 pL de matriz + 350 uL MagMAX™ CORE Lysis solution
+ 10 uL Proteinase K.

4.5.3 Confirmacéo da presenca do genoma viral por RT-gPCR
A RT-gPCR foi realizada nas diluicbes da Solucdo de Tabalho D (matriz

biolégica LEF contaminada experimentalmente com FMDV) da repeticdo do
experimento. Essa etapa foi adotada para a comprovagcdo da presenca de
material genético do virus nos poc¢os da placa de cultivo celular em que ECP nédo
foi observado apos processo de inativacao em teste.

Assim, da placa de cultivo celular inoculada com as 21 réplicas da
Solugcdo de Trabalho D nas diluicdes que responderam positivamente a
inativacao viral por MagMAX™ CORE Lysis Solution, foram pipetados 400 uL de
cada poco e transferidos para 1 mL de Trizol® (adequacédo ao protocolo atual do
LFDA-MG que prevé o tratamento obrigatério por TRIzol®, de qualquer amostra
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qgue contenha ou seja suspeita de conter o virus da Febre Aftosa, uma vez que
seja necessaria sua retirada do nivel de biocontencdo maxima). Dessa forma, as
diluicdes virais em questao foram submetidas ao processo de extracédo de RNA e
RT-gPCR em laboratério nivel de biosseguranca 1.

Comparativamente, foram preparadas também, suspensdes virais nao
submetidas ao protocolo de inativacdo em teste, de forma a padronizar a
condicdo de diluicdo total do virus aquela utilizada para o virus inativado por
MagMAX™ CORE e plaqueado. As Solucdes IV, V e VI representam triplicatas
de 100 pL da amostra viral, adicionados a 100 pyL de matriz, e MEM qg.s.p. 560
uL. A partir das Solucdes IV, V e VI foram preparadas as mesmas concentracdes
utilizadas no teste de repeticdo da inativacdo viral. Foram pipetados 50 pL
destas, para 500 uL de MEM para equiparar ao processo de inoculagdo da
suspensao viral em células. Finalmente, 400 uL das mesmas, foram transferidos
para 1 mL de TRIzol®. A Figura 12 ilustra o preparo das diluicdes virais ndo
submetidas ao tratamento de inativacdo viral em teste, normalizando as
condi¢bes de diluicdo do virus, aquelas utilizadas nas amostras inativadas e

plagueadas.
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Figura 12. Preparo das suspensdes virais para RT-qPCR ndo tratadas por

processo de inativacdo viral em teste.

Solugio* IV Diluicao
10%e 10

100 pL Diluicao

3%

Solugao* V 102 e 104

FMDV O Diluicdo
1058 SO|U(;50* Vi 102 e 10*

TCID5,/50 pL

x7 400 pL X7
50 uL de cada
diluicEo 500 L MEM 1 mL TRIZOL
Extracao
de RNA
50 uL 400 pL o
de cada diluigdo x7 x7 RT-gPCR
500 pL MEM
1 mL TRIZOL
50 pl-de cada
diluicdo
x7 400 pL X7
500 puL MEM
1 mL TRIZOL

Fonte: Da autora. *Solucéo 1V, V e VI sao replicatas de: 100 uL FMDV + 100

pL matriz + 360 pL de MEM

Os dois grupos de amostras (tratadas e ndo tratadas por MagMAX™

CORE) foram submetidos a extracdo de RNA pelo método do TRIzol®, seguida

da RT-gPCR conforme descrito no item 4.4.

Destaca-se que neste momento do desenvolvimento das andlises (item

4.5 Teste de inativacdo viral), as amostras experimentalmente contaminadas

sairam do nivel de Biosseguranca 4 sempre tratadas por TRIzol®, independente

do tratamento por MagMAX™ CORE Lysis Solution. Uma vez superada tal fase,

foi obtida autorizacdo do setor de Biosseguranca do LFDA-MG para a retirada

das amostras tratadas apenas com o protocolo MagMAX™ CORE.
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4.6 Avaliacdo de desempenho dos meétodos variando o tratamento de
inativacao viral (TRIzol® versus MagMAX™ CORE Lysis Solution)

Para a avaliacdo de desempenho dos métodos, duas séries de
experimentos foram realizadas: uma seguindo o protocolo adotado atualmente
no LFDA-MG de inativacao viral por TRIzol®, e outra, seguindo o protocolo de
inativacdo em teste (por tampéo de lise MagMAX™ CORE). Para ambos os
casos, foram avaliados os parametros limite de deteccdo, repetibilidade e
Reprodutibilidade intralaboratorial (Qque contemplaram a eficiéncia da RT-gPCR,

a robustez, o efeito matriz) e a incerteza do método.

4.6.1 Limite de deteccéao, eficiéncia da RT-qPCR e efeito matriz
O limite de deteccédo da RT-gPCR foi avaliado em meio MEM e em matriz

biolégica LEF para cada tratamento de inativac&o viral, a partir da contaminacéo
experimental com o virus da Febre Aftosa subtipo O (amostra RS BR/80 a 10°8
TCID50/50 uL), de forma a obter apds os processos de inativacdo e extracao de
acidos nucléicos, as seguintes concentragdes em TCID50/50 pL: 104%; 1031
1028; 10%1; 1018; 10%7; 10%1. Tais concentracGes foram determinadas seguindo o
critério de preparar pelo menos cinco pontos de concentracdo para o célculo da
eficiéncia da PCR (previsto no Manual de Verificacdo de Desempenho de
Métodos), e em virtude da improvavel deteccdo de concentracdes mais baixas
do que estas. Os dados das RT-gPCR obtidos na etapa descrita em 4.5.3
determinaram a faixa de concentracdo detectavel pela técnica.

Cada um dos pontos de concentracdo foi extraido e aplicado em RT-
gPCR em triplicata. O ponto de concentracdo mais baixa em que houve
amplificagéo da triplicata foi considerado o LD. Para a confirmagao, procedeu-se
a contaminacdo de 21 amostras de matriz biolégica LEF a partir do preparo de
uma suspensao viral. Quando néo foi atingido minimo de 20 amplificacbes em
21, a confirmacéo foi realizada no ponto de concentracdo logo acima até que
este critério fosse atendido.

Concomitantemente a determinacéo do limite de deteccédo do método, foi
calculada a eficiéncia da reagdo da RT-gPCR através da determinacdo do
coeficiente angular da curva padrédo, e realizada a avaliacdo do efeito matriz
através da comparacdo entre as curvas na presenca e auséncia da matriz

biolégica. A figura 13 ilustra estas etapas.
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Figura 13. Fluxo de trabalho para determinagé&o do limite de deteccéo e eficiéncia da RT-gPCR, e

ETAPAS DE DESENVOLVIMENTO

avaliacdo do efeito matriz.

2 - Determinacdo da Eficiéncia, Avaliacdo do efeito matriz e Determinagdo do LD

2 - Confirmacdo do LD

1, 11, 11a, 11, llia, lb, IV

em MEM e em LEF

FMDV

21 vezes a
concentracdo do LD
em LEF

Fonte: Da autora.

=

Protocolo TRIzol®

Extracao
RNA
Protocolo
MagMAX™ CORE
Protocolo TRIzol®
Extragdo
RNA
Protocolo
MagMAX™ CORE

RT-gPCR
para FMDV

RT-gPCR
para FMDV

Determinacdo da Eficiéncia
— Avaliagdo do efeito matriz
Determinacdo do LD

=— Confirmagdo do LD
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A tabela 6 mostra a carga viral tedrica apos a eluicdo dos acidos nucléicos

no processo de extracado do material genético.

Tabela 6. Titulo viral teérico (TCID50/50uL) obtido apés a extracdo de &cidos

nucléicos para as etapas de determinacao do limite de deteccdao, eficiéncia

da RT-gPCR e efeito matriz

Proveniente do
poco da placa

Suspensao viral parateste do LD

de cultivo
celular
Nome da 1073 10 I la 1 Mla b IV
suspenséo viral
Titulo viral ap6s a
extracdo do RNA  10%°t 1009 10%* 10*® 10%' 10 107 10%!

(TCID50/50pL)

A normalizac@o da carga viral para ambos os métodos de inativacdo foi

realizada para que se mantivesse a fidelidade aos protocolos ja estabelecidos,

em relacdo a todas as etapas e volumes utilizados (Extracdo de RNA pelo

método do TRIzol® -

Documento interno do LFDA-MG sob catalogacéo

IP/LDDV/PL/039 V.1; e MagMAX™ CORE Nucleic Acid Purification Kit Protocol

for Inactivation of Viral Samples adaptado conforme descrito no item 4.3). Dessa

forma, o produto da extracdo de acidos nucléicos continha a mesma carga viral

tedrica para ambos os inativantes virais empregados. As Figuras 14 e 15 em

conjunto com o Quadro 5 mostram 0s processos realizados e as respectivas

cargas virais teoricas das solucoes.
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Figura 14. Preparo das suspensdes virais sob inativacdo por TRIzol®

para determinacao do limite de deteccéo.

200pL

100uL 100puL 100pL

A. _
800uL 900uL 900uL 900uL
I.T ILT LT IV.T
FMDV O
1058 TCID,,/50uL 33301 l fiiat/ \wu
267ul 267uL 498ul
Il.aT H.aT IL.bT
B.
I.T I.T Il.aT LT HLkaT HLbT IV.T

e AN N

380 plL Matriz
380 uL MEM
380 uL Matriz
380 uL MEM
380 plL Matriz
380 uL MEM
380 plL Matriz
380 uL MEM
380 plL Matriz
380 uL MEM
350 pL Matriz
350 uL MEM
380 plL Matriz
380 uL MEM

A cada microtubo foi adicionado 1 mL de Trizol;
Homogeneizou-se;

Incubou-se por 15 minutos;

Extrairam-se os acidos nucleicos;

Realizou-se RT-gPCR em triplicata.

Fonte: Da autora. A. Preparo das suspensfes I.T a IV.T. B. 20 yL foram
adicionados a 380 uL da matriz bioldégica LEF e de MEM, exceto para o ponto
de concentracao Ill.bT onde a contaminag&o se deu por adicdo de 50 pL a 350

pL de matriz biologica LEF e de MEM.



Figura 15.Preparo das suspensdes virais sob inativacdo por MagMAX™

CORE Lysis Solution para determinacédo do limite de deteccéo

200uL

100upL 100uL

1800puL 900uL

FMDV O '
10%8 TCID.,/50uL 33341 l

I.aM

.M M laM  JIL.m

7 A

380 uL Matriz
380 uL MEM

380 uL Matriz
380 uL MEM

380 uL Matriz
380 uL MEM
380 pL Matriz

380 pL MEM

.M

s/ \ jom

A9

Ill.aM

ll.aM

380 plL Matriz

100pL

IIl.bM

1IL.bM

A NN

380 uL MEM

V.M

V.M

350 pL Matriz

350 uL MEM

380 uL Matriz

380 uL MEM

Uma aliquota de 200 pL de cada microtubo foi adicionada

4350 pL de MagMAX™ CORE e 10 pL de proteinase K;
Agitou-se em disruptor de células 20 Hz por 2 minutos;

Incubou-se por 8 minutos a temperatura ambiente;

Extrairam-se os acidos nucleicos;

Realizou-se RT-gPCR em triplicata.
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Fonte: Da autora. A. Preparo das suspensfes I.T a IV.T. B. 20 uL foram
adicionados a 380 pL da matriz biolégica LEF e de MEM, exceto para o ponto

de concentracéo Ill.bT onde a contaminacao se deu por adicdo de 50 uL a 350

pL de matriz biologica LEF e de MEM.



Quadro 5. Normalizacdo da carga viral relativa aos distintos processos de inativacao viral por TRIzol® e por

MagMAX™ CORE Lysis Solution e a extracdo de acidos nucléicos

94

Inativacdo por TRIzol®

3 Seguiu p/
o . . . inativagado viral em
i E Suspenséo viral obtida 1mL de Trizol; e p/
Solucéo © extracdo de RNA
de partida | 3
o Carga | Concen Carga
o Nome viral tracdo Aliquota viral
& TCID50 | TCID50/uL TCID50
Suspensao
viral 20 | T 10%4 | 1028 104!
original
Suspensao | 10 | NT | 108 | 108 10
= ~ | 1,8 ILaT 1043 10%5 10%8
uspensao
NT/IM
10 mT 1038 1008 1021
1,8 MaT | 1033 1005 108
= x
Wi 158 HMbT | 108 | 1000 10%7
10 VT 10%8 1002 101

Fonte: Da autora.

Inativacdo por MagMAX™ CORE Lysis Solution

Seguiu p/ inativagéo

o
ws . viral em 350pL de
% Suspenséo viral obtida cl\gittr;n?nl\gggls MagMax CORE +
= 10uL Proteinase K; e
o p/ extracdo de RNA
©
o Carga Concen Carga Concentra Carga
T Nome viral tragdo viral ¢cao Aliguota viral
= TCID50 | TCID50/pL TCID50 | TCID50/pL TCID50

10 M 1064 1031 1044 108 1041

10 M 10°1 10%1 1034 1008 1031

1,8 | ILaM | 10%8 108 1031 10%° 200 10%8

10 1M 1041 101 1024 1002 uL 10?1

1,8 | ll.aM | 103%6 1008 10%1 1005 108

58| lllbM | 103! 1003 10%° 1006 10%7

10 VM 1031 1001 1014 1012 101
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4.6.2 Repetibilidade e Reprodutibilidade intralaboratorial
A verificacdo de desempenho dos métodos diagnosticos (que tiveram por

variavel o processo de inativacéo viral) foi realizada com base nas diretrizes do
Manual de Verificacdo de Desempenho de Métodos para medida quantitativa. A
terminologia empregada no referido Manual, para “mensurando quantitativo”, &
relativa a analises em que utiliza-se o Ct medido nos ensaios de qPCR, seja para
quantificacdo do material genético, ou ndo. As metodologias diagnosticas de
interesse da Rede LFDA requerem resultados apenas semi-quantitativos, ou
seja, relatados como “presenca’ ou “auséncia” do virus baseada em valores de
Ct.

A matriz biolégica LEF foi experimentalmente contaminada com a amostra
viral (FMDV O RS BR/80 10°8 TCID50/50uL) para que se obtivesse ao final dos
processos de inativacao e extracao, as concentracdes no LD, ¥z log acima do LD
e 1 log acima do LD. Para tanto, seguiram-se 0S passos representados nas
Figuras 16 e 17.

Figura 16. Preparo das suspensdes virais a serem inativadas por TRIzol®

para os testes de repetibilidade e reprodutibilidade intralaboratorial.

g/ D
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Fonte: Da autora.
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Figura 17. Preparo das suspensdes virais a serem inativadas por
MagMAX™ CORE Lysis Solution para os testes de repetibilidade e
reprodutibilidade intralaboratorial.

—— { v 10-3
! |
101 102 I |
, 1/2log ]
. )y acimalD Il 1/2 log
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1l
1log
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Fonte: Da autora.

Para a inativagdo por TRIzol®, adicionou-se 1 mL do mesmo a cada
microtubo contendo matriz biolégica contaminada. Homogeneizou-se e incubou-
se a temperatura ambiente por 15 minutos. Extrairam-se os acidos nucléicos
totais (de acordo com o item 4.3) e a RT-gPCR (item 4.4) foi realizada em
triplicata.

Para a inativagdo por MagMAX™ CORE Lysis Solution, a cada microtubo
contendo matriz biolégica contaminada, foram adicionados 350 pL desse tampéo
de lise e 10 pL de proteinase K. Agitou-se em disruptor de células a 20 Hertz por
2 minutos, incubou-se por 8 minutos a temperatura ambiente, extrairam-se 0s
acidos nucléicos totais (de acordo com o item 4.3) e realizou-se RT-gPCR (item
4.4) em triplicata.

O Quadro 6 reune as etapas de diluicdo da amostra viral FMDV O RS
BR/80 10%>8 TCID50/50uL (denominada amostra viral original), até a eluicdo dos

acidos nucléicos em 50 pL finais para aplicacdo em RT-gPCR.



Quadro 6. Repetibilidade e reprodutibilidade intralaboratorial: preparo das suspensdes virais e

respectivos titulos tedricos (TCID50/50uL)

TRIzoI® (T) Mag MAX™ CORE (M)
Suspenséo viral Concentracio Suspenséo viral
obtida & _ obtida Concentragéo
9 TCIDSO/BO L = o TCID50/50 pL
fis SRV (2 i Concen em 200 L“
E = Q CEMEITEEEE E T R tracéo i etadt;s
Solucéo de S So| 93| damatriz; que S ol 932 & pipetad
. @ © SB| S5 : @ ) S, | S&| TCID50/ | que seguiram
partida © £ s Q| £ip| Seguluparaa © £ sQ| ©®| pLna para
S § 20| 8 = | Ity vl S % 20 3 = matriz inativacao
T S -l =0 em 1mL de = gsF| 20 _
e O ok ) e O ok viral e
© UIRARIE G © extracéo
extracao &
Amostra viral
original (1058 | 20 W.T | 1084 | 1028 - 10 W.M | 1084 | 1081 - -
TCID50/50 pL)
W.T/W.M 10 Y.T | 1048 | 108 - 10 Y.M 1051 | 102! - -
1 log 1log
5,9 | acima | 1040 | 100 10273 59 acima | 1043 | 103 1004 10273
LD LD
1/2
1/2 log
YT/YM
18,8 acI:(i)ngqa 1085 | 1005 10223 18,7 | acima | 1038 | 1098 | 1001 10223
LD LD
10 X.T | 1088 | 1008 - 10 X.M 1041 | 1011 - -
X.T /XM 59 LD 1028 | 10008 1078 5,9 LD 1081 | 1003 1006 1078

Fonte: Da autora.
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Denominou-se Grupo 1 a unicata na concentracdo do limite de detecgdo (LD), triplicata de concentracéo ¥ log acima do LD
e triplicata de concentracdo 1 log acima do LD. Duas réplicas deste procedimento foram realizadas, de forma a se obter, no total,
trés grupos: Grupo 1, Grupo 2 e Grupo 3, cada qual contendo, portanto, uma suspenséo viral no LD; trés suspensdes virais ¥z log
acima do LD; e trés suspensdes virais 1 log acima do LD. Para cada método de inativacdo viral, foram preparados dois conjuntos
de Grupos 1, 2, e 3: um conjunto para ser avaliado pelo analista 1 e outro conjunto para ser avaliado pelo analista 2. A figura 18

esquematiza este fluxo de analise.



Figura 18. Esquema para avaliagdo de repetibilidade e reprodutibilidade intralaboratorial
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Fonte: Da autora.
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Foram tracados trés diferentes planos de amostragem considerando a variacdo do dia, do analista, do kit de

RT-gPCR e do termociclador da seguinte forma:
(i) tratamento por TRIzol® e por MagMax™ CORE, avaliados em mesmo equipamento termociclador [CFX96
Touch™ Real-Time PCR Detection System (BIO-RAD, EUA)], mesmo kit de RT-gPCR [Mix QuantiFast Probe RT-

PCR (Qiagen, Alemanha)], por dois analistas em trés dias (Grupo 1 no 1° dia, Grupo 2 no 2° dia e Grupo 3 no 3°

dia) como representado pela Figura 19;
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Figura 19. Plano de amostragem | para determinacao de repetibilidade e reprodutibilidade
intralaboratorial

|
DIA1

Processo de INATIVACAO VIRAL (TRIzol® ou MagMAX™ CORE)

DIA 2 DIA 3
| |
| ‘ [ | [ ;
| | | |
- Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
S \ \ \ 1 \ 1
o
a0 = 12 q10g Y2 . 1i0g 2 g Y2 1ig 12 1i0g Y2 q0g
a3 198+ acima LD % 1" acima LD %+ acima LD % 1 acima LD 198~ acima LD 1% 1" acima LD
O = LD acdma LD acima Lp adma LD acdma LD adma LD acdma
g w LD LD LD LD
w O
% Grupo 1 (1) Grupo 1 (1) Grupo 2 (1) Grupo 2 (1) Grupo 3 (1) Grupo 3 (1)
“®
| |
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= Equipamento CFX-96 Equipamento CFX-96 Equipamento CFX-96 Equipamento CFX-96 Equipamento CFX-96 Equipamento CFX-96
© : ; : 3 : :
© xit Quantifast kit Quantifast kit Quantifast kit Quantifast xit Quantifast xit Quantifast
(]
=
E Equipamento CFX-96 Equipamento CFX-96 Equipamento CFX-96
S kit GoTaq «it GoTaq kit GoTaq
T
|_' Equipamento 7500 Equipamento 7500 Equipamento 7500
3

kit Quantifast

kit Quantifast

kit Quantifast

Fonte: Da autora.Destaque em vermelho para os experimentos que geraram dados de Ct de trés dias de andlise, por dois

analistas empregando mesmo equipamento termociclador e mesmo kit de RT-gPCR.



(ii) tratamento por TRIzol® e por MagMax™ CORE, avaliados em diferentes equipamentos termocicladores [CFX96
Touch™ Real-Time PCR Detection System (BIO-RAD, EUA) e 7500 Real-Time PCR Systems (Applied
Biosystems™ EUA)] e mesmo kit de RT-qPCR [Mix QuantiFast Probe RT-PCR (Qiagen, Alemanha)], por um

analista em trés dias (Grupo 1 no 1° dia, Grupo 2 no 2° dia e Grupo 3 no 3° dia) como representado pela Figura 20;

Figura 20. Plano de amostragem Il para determinacao de repetibilidade e reprodutibilidade intralaboratorial.
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Fonte: Da autora. Destaque em vermelho para os experimentos que geraram dados de Ct de trés dias de analise, por
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(iii) tratamento por TRIzol® e por MagMax™ CORE, avaliados em mesmo equipamento termociclador [CFX96 Touch™
Real-Time PCR Detection System (BIO-RAD, EUA)] e diferentes Kits de RT-gPCR [Mix QuantiFast Probe RT-PCR
(Qiagen, Alemanha) e GoTaq® Probe 1- Step RT-gPCR System (Promega, EUA)], por um analista em trés dias (Grupo

1 no 1° dia, Grupo 2 no 2° dia e Grupo 3 no 3° dia) como representado pela Figura 21.



Figura 21. Plano de amostragem Ill para determinagéo de repetibilidade e reprodutibilidade intralaboratorial
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Fonte: Da autora. Destaque em vermelho para os experimentos que geraram dados de Ct de trés dias de analise, por
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A determinada combinacdo das condicbes de repetibilidade e
reprodutibilidade na qual foram realizadas as medidas sucessivas,
convencionou-se denominar “parcela experimental” (BRASIL. MINISTERIO DA
AGRICULTURA PECUARIA E ABASTECIMENTO., 2015). Assim, as parcelas
experimentais avaliadas consistiram em cada uma das concentracdes de cada
Grupo (1, 2 ou 3), para um mesmo analista e mesmo dia.

As Tabelas 7 e 8 contém as informacdes para o preparo do mix de RT-
gPCR e ciclagem da reacéo referentes ao uso do GoTag® Probe 1- Step RT-
gPCR System (Promega, EUA).

Tabela 7: Insumos da RT-qPCR para FMDV - kit GoTag®

Insumo Volume para 1 reacéo (uL)
Agua livre de nucleases 7,56
1X GoTag® Probe gPCR Master Mix with dUTP 11
Iniciadores F e R/ Sonda - FAM (20 pmol/uL) 1
GoScript™ RT Mix for 1-Step RT-gPCR 0,44
Total 20

Tabela 8: Ciclagem da RT-gPCR para FMDV - kit GoTaq®

Fase Temperatura Tempo N° de ciclos Deteccéo
1 45°C 15 min 1
95°C 2 min
5 95°C 15s 45

60°C 1 min ON-FAM
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5 Resultados e Discussao

5.1 Inativacao viral
As diluicbes 10! e 102 da Solucdo de Trabalho para os reagentes de

inativagdo puros apresentaram efeito citotoxico. Desta forma, para as Solugbes
de Trabalho contaminadas com suspenséo viral nestas diluicdes, nao foi possivel
distinguir o efeito citotdxico do citopatico.

Ja a partir da diluicdo 103, em que néo houve efeito citotéxico, a avaliacdo
da inativagdo viral foi factivel. O Quadro 7 mostra os resultados referentes a
leitura das placas de cultivo celular para cada uma das variaveis testadas (ver
item 4.5.1.2), a partir da diluicdo 103. As suspensdes virais que n&o
apresentaram ECP na 12 passagem de células foram submetidas até mais duas
passagens cegas. Passagens sucessivas permitem a multiplicagcdo viral
proveniente de titulos virais muito baixos, que poderiam ser indetectaveis por

outros ensaios, porém com potencial infeccioso (SMITHER et al., 2015).



Quadro 7. Presenca (+) / Auséncia (-) de efeito citopatico em células BHK21
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(C) FMDV — contaminacao

(D) FMDV - contaminagéo

§ g N (B) FMDV - contaminacao ; experimental em matriz (F) FMDV — contaminag&o
& £ 8 | experimental em MEM, néo exp_erlmen_tal em MEM biolégica seguida de experimental em matriz
= g 8 inativada segmdaﬁi%%tlé%;;\% por inativagéo por MagMAX™ biolégica, ndo inativada
£ | o8 = CORE
<3 12p 22p | 3P | 12P 2ap 2P 12p 2ap 3@P | 12P 22p | 3P
I - - + nr nr - - - - - - + nr nr
103 Il - - + nr nr + nr nr - - - + nr nr
1l - - + nr nr + nr nr - - - + nr nr
I = = + nr nr = = = = = = + nr nr
104 I - - + nr nr - - - - - - + nr nr
Il = = + nr nr = = = = = = + nr nr
| - - + nr nr - - - - - - + nr nr
10° I - - + nr nr - - - - - - + nr nr
1 - - + nr nr - - - - - - + nr nr
| - - - - - - - - - - - - - -
10® Il - - - - - - - - - - - - - -
I - - - - - - - - - - - - - -

Fonte: Da autora. “+” indica presencga de efeito citopatico;
passagem em célula.

indica auséncia de efeito citopatico; “nr” indica néo realizado; P indica



107

As Figuras 22 a 26 mostram seccfes de imagens obtidas por camera
fotografica Nokia Lumia 830 (MICROSOFT MOBILE, Finlandia), dos pocos de
cultivo celular durante avaliacéo do efeito citotoxico e/ou ECP.

Figura 22. Cultivo celular. Controle de células BHK21

Fonte: Da autora. Monocamada celular intacta. Microscopia 6ptica invertida;
Aumento de 40X.

Figura 23. Cultivo celular. Replicata da Solucéo de Trabalho A
(reagentes inativantes)

L o
Fonte: Da autora. Destaque para o efeito toxico dos reagentes de inativagdo a
monocamada celular. 1. Diluigdo 10. II. Diluicdo 1072. Ill.Diluigdo 10-3. Microscopia
Optica invertida; Aumento de 40X.

Figura 24. Cultivo celular. Replicata da Solugédo de Trabalho E
(matriz bioloégica LEF)

Ty

Fonte: Da autora. Diluicdo 10, evidenciando monocamada celular
intacta. Microscopia 6ptica invertida; Aumento de 40X.
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Figura 25. Cultivo celular. Replicata da Solugcéo de Trabalho B
(contaminacéao experimental de MEM com FMDV, nédo inativada)

.
o

onte: Da autora. Diluicdo 107
V.Diluigdo 10-°. Microscopia 6ptica invertida; Aumento de 40X.

I.Diluicdo 1072 IIl.Diluicdo 102 IV.Diluicdo 10*

Figura 26. Cultivo celular. Replicata da Solucéo de Trabalho F
(contaminacao experimental de matriz biol6gica com FMDV, ndo inativada)

Fonte: Da autora. I.Diluicdo 10?
V.Diluicdo 10°. Microscopia 6ptica invertida; Aumento de 40X.
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Conforme descrito por Shahiduzzaman e colaboradores (2016), os efeitos
citopaticos de FMDV observados em células BHK21 compreendem
arredondamento e achatamento das células, formacdo de células gigantes
multinucleadas, rompimento das pontes intracelulares e finalmente, morte
celular. Desprendimento da monocamada celular também foi relatado (MAHMUD
et al., 2018).

O efeito de toxicidade do tamp&o de lise na célula se confundiu com o
efeito citopatico do FMDV. A comum indistinguibilidade visual entre o efeito
citotoxico e o efeito citopatico mediado por virus, em experimentos que utilizam
cultura de células, consiste numa limitacdo do emprego de reagentes de
inativacao contendo detergente e sal caotrépico (VINNER; FOMSGAARD, 2007).

A possibilidade de ocorréncia do efeito citotoxico da prépria matriz
biolégica também foi considerada, mas ficou demonstrada a nao citotoxicidade
(Solucdo de Trabalho E). O LEF coletado apresenta algumas sujidades,
provenientes por exemplo da atividade de ruminacdo do bovino. A Figura 27
corresponde a uma amostra de LEF ideal, coletada no LFDA-MG por profissional
experiente. Ainda assim, é possivel observar impurezas advindas do processo de
coleta com a probang. Diferencas causadas pelo grau de habilidade técnica e
dificuldades pontuais nas numerosas propriedades de toda a extensao territorial
nacional, podem implicar em amostras mais sujas, inclusive com presenca de
sangue. Componentes copurificados durante o processo de extracdo de acidos
nucléicos de amostras biolégicas comumente relatados como agentes inibidores
de PCR, englobam a heparina, imunoglobulina G (GUESCINI et al., 2008), a
hemoglobina (SIDSTEDT et al., 2018), dentre outros.

Figura 27: Pool de liquido esofagico faringeo bovino coletado com probang

Fonte: Da autora. Destague para as sujidades depositadas ao fundo do frasco

armazenador.
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Os reagentes do protocolo de inativacdo viral apresentaram efeito toxico
as células BHK21 nas diluicdes 101 e 102, para 100% das replicatas (A). Assim,
para estas diluicbes das demais Solu¢des de Trabalho, ndo se pode aferir se o
efeito observado foi devido a atividade viral ou a toxicidade dos reagentes a
célula. As suspensfes virais que nao passaram por processo de inativacao viral
por MagMAX™ CORE Lysis Solution (B e F), desencadearam ECP até a diluicdo
10°. Por conseguinte, a diluicdo 102 das SolucGes de Trabalho foi aquela
necessaria para superar a toxicidade celular do tampé&o de lise e proteinase K.
Pode-se inferir que o efeito observado nas células a partir dessa diluicéo,
correspondeu apenas ao efeito citopatico causado pelas particulas virais
infecciosas.

A inativacdo viral foi evidenciada ao se comparar o efeito citopético
induzido pelo virus em Solucbes de Trabalho ndo submetidas ao tratamento,
com aquelas nas quais foi utilizado o protocolo de inativacéo.

Na diluicdo 103, as trés replicatas do virus sem tratamento (B) e da matriz
biolégica LEF contaminada sem tratamento (F) induziram efeito citopético,
funcionando como um controle comparativo das condi¢des de teste de inativacéo
(C e D). Além disso, foi realizada confirmacdo da inativacdo viral através da
repeticdo do experimento (D), em virtude do objetivo deste trabalho consistir em
avaliar a inativagdo de FMDV no LEF, material de coleta a campo. E interessante
destacar que nesta diluicdo observou-se efeito citopatico na auséncia da matriz
biolégica (C) em 2/3 das replicatas, enquanto que na presenca da matriz
biolégica, observou-se 100% de inativagdo viral. Este resultado sugere uma
possivel interacdo do MEM com o tampéo de lise que dificulte o efeito inativante,
contudo, uma resposta conclusiva requer testes investigativos, como mais
repeticbes nas mesmas condicdes ja testadas, e isolar a variaAvel MEM através
da comparacéo da inativacdo de amostras positivas antes e depois da adi¢cdo do
meio.

N&o foi observado efeito citopatico a partir da diluicdo 10 sob tratamento
de inativacao, tanto para o virus sem efeito de matriz biolégica (C), quanto para
amostra biologica contaminada (D), em 100% das replicatas. De maneira
contraria, as amostras nao tratadas para a inativagao (B) indicaram presenca

viral em 100% das replicatas na diluicdo 10°.
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A repeticdo dos resultados da técnica de isolamento viral foi alcancada
para as suspensodes virais em matriz biolégica (D) submetidas a inativacéo viral
por MagMAX™ CORE Lysis Solution, confirmando a eficacia da inativacédo. Este
teste de repeticdo foi realizado para as diluicées 102 e 104. Concomitantemente
aplicou-se nas placas de cultivo celular, duplicata de controle positivo da
atividade viral para cada diluicdo, além dos controles de células (controles
negativos), que consistiram de células ndo inoculadas com o virus. Os resultados

sdo mostrados na Tabela 9.

Tabela 9. Repeticdo do teste de isolamento viral em matriz biolégica
LEF inativada por MagMAX™ CORE Lysis Solution

102 inativada 10* inativada

Replicatal Replicata 2 Replicata 3 Replicata 1 Replicata2  Replicata 3

IV - v - \Y) - v - [\ - \ -
Vv - Vv - Vv - Vv - Vv - Y -
VI - VI - Vi - Vi - Vi - VI -
VII - VII - VII - Vi - VII - VII -
103 controle positivo 10 controle positivo
+ + nr + + nr
10° controle negativo
- nr nr - nr nr

“+” indica presenca de ECP; “-“ indica auséncia de ECP; “nr” indica nao realizado

O ponto de corte (cut-off) de uma reacdo RT-gPCR é baseado no maximo
namero de ciclos em que h& curva de amplificacao caracteristica. O protocolo do
LFDA-MG para amostras vesiculares de rotina (sob catalogacdo interna
MET/LDDV/PL/086), estabelece que amostras com Ct acima de 40 séo
consideradas negativas; amostras com Ct abaixo de 37 sdo consideradas
positivas; e amostras com Ct entre 37 e 40, sdo consideradas suspeitas. Este
documento prevé que, para amostras suspeitas, devem ser realizadas triplicatas
da mesma reacéo, e persistindo o resultado inconclusivo ou no caso da detecgéo
do RNA do FMDV, deve-se proceder a pelo menos mais uma PCR com
diferentes alvos do genoma do virus, para confirmacao do resultado: regido que
codifica para a 3D polimerase de 88 pb (MONIWA et al.,, 2007); regido nao
traduzida (untranslated) 5UTR (REID et al., 2001); por¢céao IRES da regido nao
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traduzida (untranslated) de 145 pb (WERNIKE; HOFFMANN; BEER,
2013)(WERNIKE; HOFFMANN; BEER, 2013); ou ainda as regides 5’"UTR de 328
pb (REID et al., 2001) e regido codificadora da proteina VP1 para os sorotipos O,
A e C, de 1301, 863 a 866, e 813 a 816 pb, respectivamente (MALIRAT;
BERGMANN, 2003) para confirmacao de resultados, aliada ao sequenciamento
genético. Além disso, ao se tratar de amostra de LEF avaliada pelo diagnéstico
molecular como positiva para Febre Aftosa no LFDA-MG, deve-se proceder
também ao isolamento viral como teste confirmatorio.

Esta descrito na literatura que valores de Ct maiores que 40 s&o suspeitos
devido a baixa eficiéncia implicita e geralmente ndo devem ser relatados; no
entanto, o uso de pontos de corte arbitrarios de Ct ndo € ideal (BUSTIN et al.,
2009), pois eles podem ser muito baixos (eliminando resultados validos) ou muito
altos (aumentando resultados falso-positivos) como conclui estudo de Burns e
Valdivia (2008). Neste estudo, adotou-se trabalhar na zona de concentracao cuja
resposta em termos de Ct da reacdo de PCR é considerada inconclusiva, tendo
em vista que a metodologia de diagndstico molecular empregada neste trabalho
ja é validada e verificada no LFDA-MG, e que respostas provenientes da analise
dessa zona especificamente, poderiam trazer novas inferéncias e conclusdes ao
diagnéstico molecular de Febre Aftosa. Dessa forma, foram consideradas
negativas apenas as amostras para as quais nenhuma curva de amplificacéo foi
detectada, tendo em vista que as amostras eram sabidamente positivas.

Tanto o processo de inativagdo viral por MagMAX™ CORE Lysis Solution,
quanto pelo Trizol®, pelos quais as amostras submetidas a RT-gPCR passaram,
nao inviabilizam o genoma viral para deteccdo por testes moleculares. De fato,
isso foi demonstrado pela amplificacdo do alvo da RT-gPCR para as diluicdes
102 e 10 (correspondentes a 1019 e 10°9°! TCID50/50uL, respectivamente,
apos extracdo do RNA, conforme Quadro 4). Estes resultados seguem na Tabela
10, que compara os dados (Ct) de suspensdes virais tratadas por TRIzol®, com
os dados (Ct) de aliguotas da placa de isolamento viral que foram anteriormente
tratadas por MagMAX™ CORE, e que apds serem aliquotadas, tiveram que ser
tratadas por TRIzol® visto a obrigatoriedade deste processo nas instalagdes do
LFDA-MG para viabilizar a manipulacdo das amostras em niveis de

biossegurancga mais baixos (ltens 4.5.2 e 4.5.3).
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Tabela 10. Cycle Threshold (Ct) da RT-qPCR para as suspensodes
virais tratadas versus néo tratadas por MagMAX™ CORE Lysis Solution na

etapa de verificagcdo da inativacao viral

Diluigdo 103 Diluicdo 10*
Aliquota néo tratada Aliguota da placa de Aliguota ndo tratada  Aliquota da placa de
por MagMAX™ CORE isolamento viral [tratada por MagMAX™ CORE isolamento viral [tratada

[Tratada por TRIzoI® - por MagMAX™ CORE e [Tratada por TRIzol® -  por MagMAX™ CORE e
Item 4.5.3] TRIzoI® - Item 4.5.2] Item 4.5.3] TRIzoI® - Item 4.5.2]

32,49 35,06 39,27 N/A
32,77 35,00 37,12 N/A
31,69 39,40 35,32 39,40
32,41 34,67 36,52 N/A
32,81 34,76 37,74 N/A
32,25 35,02 36,51 N/A
33,01 36,98 36,97 38,56
32,95 34,89 36,09 39,13
32,49 34,66 34,68 N/A
32,49 35,37 33,66 N/A
32,56 35,87 33,79 N/A
31,93 38,28 34,91 N/A
31,21 37,30 34,46 38,09
32,12 36,73 34,62 N/A
33,12 32,95 34,29 N/A
32,56 32,49 34,42 N/A
32,44 32,49 34,60 39,21
31,94 32,56 34,76 N/A
33,53 31,93 36,23 36,15
33,10 31,21 34,24 39,24
33,09 32,12 34,97 39,17

MEDIA 32,49 34,89 35,48 -

DESVIO 0,55 2,20 1,45 -

CV (%) 0,30 4,85 2,10 -

“N/A” indica amplificagéo ausente

O conteudo da placa de isolamento viral foi detectado na RT-gPCR para
todas as amostras na diluicdo 103, o que ndo ocorreu para a diluicdo 104, em
que 13 das 21 repeticbes nédo apresentaram sinal de fluorescéncia detectado
pelo equipamento. A deteccdo de &cido nucléico do virus nas amostras 103
submetidas ao protocolo MagMAX™ CORE, confirmou a inativacdo viral ja
demonstrada indiretamente pela observacdo de ECP nas diluicbes
correspondentes nao inativadas (diluicdes 102 a 10 da Solucéo de Trabalho B).

Portanto, em conjunto, a técnica de isolamento, que detecta particulas virais
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viaveis, e a reacdo de RT-qPCR que evidencia a presenca de genoma viral
independente de ser ele proveniente de particula viral viavel ou ndo, confirmaram
a eficiacia do protocolo em teste para a inativacdo do FMDV. Para a diluicdo 103
foi possivel calcular valores de média, desvio padréo e coeficiente de variacao.
Eles foram maiores para o procedimento com maior nimero de etapas de
manipulacdo, ou seja, a suspensdo viral inativada por MagMAX™ CORE,
inoculada em BHK21, aliquotada para tratamento por TRIzol® e finalmente,
submetida a extracdo de RNA e a RT-gPCR. A média foi de 34,89; desvio 2,20;
CV 4,85% contra média de 32,49; desvio 0,55 e CV 0,30% para o grupo de
aliquotas preparadas sem passar por processo de inativacio MagMAX™ CORE
e isolamento viral.

As cargas virais das diluicdes 102 e 10 da Solucdo de Trabalho foram
representativas de amostras de campo em situacdo de surto de Febre Aftosa,
conforme dados de ensaio de infectividade do FMDV conduzido por Gomes e
colaboradores (1997). Tal estudo, que constatou padrédo de transmissdo do
FMDV similar entre bovinos e bubalinos, avaliou a transmissdo do virus a partir
de animais sem historico de vacinacdo ou evidéncia de anticorpos contra o
FMDV. Dois bovinos e dois bubalinos foram desafiados com a amostra de origem
bovina FMDV O1 Campos, através de instilacdo nasal com 2,5 mL de suspensédo
viral 10% ID50 em cada narina. Foram entdo, alocados de forma a compor duas
unidades de isolamento, junto a animais nao infectados: uma unidade contendo
os dois bovinos infectados, mais um bovino e trés bufalos; e outra contendo os
dois bufalos infectados, mais um bufalo e trés bovinos. Além dos sinais clinicos,
da viremia e da persisténcia viral, a replicacdo do virus foi monitorada. Para
tanto, foi coletado material orofaringeal a zero, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apés
inoculacdo ou contato com animal infectado. Este material foi tratado com
triclorotrifluoretano a 70% e imediatamente inoculado em monocada de IBRS2,
para exame de efeito citopatico. Quando positivo, 0 teste confirmatorio de
fixacdo de complemento foi aplicado. Os titulos mensurados em amostras
bovinas, nos 5 dias ap0s inoculagdo ou contato com animal inoculado, variaram
entre 10132 e 10%15 TCID50/mL, conforme Tabela 11. Esta faixa de concentracéo
abrange os 1033 e 1023 TCID50/mL das diluicdes 102 e 10 da Solucéo de

Trabalho (conforme Quadro 4), indicando a representatividade das



115

concentracdes trabalhadas relativamente a uma situacao real de infec¢cdo aguda
da FMD.

Tabela 11. Titulo viral (log ID50/mL) de bovinos infectados por FMDV
(GOMES et al., 1997) comparativamente ao titulo viral das Solucdes de

Trabalho adotadas na etapa de inativacao viral do presente estudo

GOMES et al., 1997 Solugéo de
Trabalho
Animal / forma de Dias apods inoculagéo ou contato )
agi Nome Titulo
contagio 1 2 3 4 5

Bovino 1 / Instilacéo 2,57 2,88 5,30 4,97 5,26 -1 5,35
Bovino 2 / Instilacdo 2,79 391 481 4,31 3,85 -2 4,35

Bovino 3/ Contato com

gado infectado 1,75 202 132 615 464 -3 3,35

Bovino 4/ Contato com

bdfalo infectado - 1,45 - 4,28 4,66 -4 2,35

Bovino 5/ Contato com

bufalo infectado 1,77 1,82 497 485 410 5 1,35

Bovino 6/ Contato com

bufalo infectado 1,32 201 1,50 5,93 - -6 0,35

Os resultados do teste de inativacéo viral com o MagMAX™ CORE Lysis
Solution foram satisfatorios. Ainda assim, € preciso ter em mente que mensurar a
inativacdo viral esbarra nas limitagbes dos aspectos técnicos de cada ensaio
(NGO et al., 2017). As investigacdes deste trabalho limitaram-se (I) ao uso da
matriz bioldgica liquido esoféagico faringeo bovino nas condicbes em que ela
chega da coleta de campo, (ll) a contaminacao experimental, (Il) a titulos virais
gue ndo excederam 1049 TCID50/50 pL, além de (IV) comprovagcdo empirica
somente em diluicbes que superaram o efeito citotéxico causado pelos reagentes
de inativacao testados. Contudo, resultados de estudos conduzidos por Wood e
colaboradores (2020), publicados no periodo de execucdo deste projeto,
confirmam o efeito inativante de MagMAX™ CORE Lysis Solution ao FMDV,
endossando sua eficacia. Os dados aqui obtidos podem direcionar novos
estudos objetivando a investigacdo da inativacdo do FMDV em matrizes
biolégicas mais complexas e mais recorrentes na rotina do LFDA-MG, como

epitélios bovino e suino.
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5.2 Verificacdo de desempenho do método diagnéstico molecular de
FMD empregando o uso do kit QuantiFast e termociclador CFX96, tendo por
variavel o processo de inativagdo viral (TRIzol® versus MagMAX™ CORE
Lysis Solution)

A partir deste momento do desenvolvimento das analises, a autorizagédo
para a retirada das amostras tratadas apenas com o protocolo MagMAX™ CORE
do nivel de Biosseguranca 4 ja havia sido alcancada, e portanto, a comparacao
entre as respostas que os diferentes tratamentos de inativagdo acarretaram para
o diagndstico final por RT-gPCR, foi realizada de maneira que o tratamento por
MagMAX™ CORE Lysis Solution ndo sofreu interferéncia do TRIzol® (como
havia acontecido para a RT-gPCR na etapa de avaliacdo da inativacdo viral,
anteriormente descrita).

Primeiramente foram avaliados os parametros LD, eficiéncia, incerteza, e
variancias devidas a repetibilidade e reprodutibilidade intralaboratorial de cada
um dos processos metodoldgicos separadamente, conforme proconizado pelo
Manual de Verificacdo de Desempenho de Métodos: aquele que usou o TRIzol®
como inativante, e aquele que usou o MagMAX™ CORE Lysis Solution como
inativante. Nesta etapa, as variaveis consistiram em dia (trés dias de extracéo e
RT-gPCR), analista (dois analistas) e parcelas experimentais (trés diferentes
concentracdes, sendo a primeira delas igual ao LD em unicata, a segunda igual a
% log acima do LD em triplicata e a terceira concentracdo igual a 1 log acima do
LD em triplicata, totalizando sete amostras). O kit RT-gPCR de escolha foi aquele
em uso principal na rotina do LFDA-MG quando do desenvolvimento do projeto:
o Mix QuantiFast Probe RT-PCR (Qiagen, Alemanha). Devido a natureza do
processo de aquisicdo de insumos ao qual as instituicdbes federais estao
vinculadas, as marcas dos kits podem variar a cada processo de compras
iniciado, a depender do pregco ofertado em pregdo eletrbnico, onde ganha a
marca que atender as especificacdes requeridas e ofertar o menor preco. O
termociclador de escolha utilizado nesta etapa foi o CFX96 Touch™ Real-Time
PCR Detection System (BIO-RAD, EUA) pelo fato de ser o modelo mais
comumente utilizado no LFDA-MG em virtude de suas facilidades e opcdes
operacionais (interface amigavel, op¢bes de reportar dados facilitada, uso de

placa de 96 pocos, dentre outras).
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Em todas as etapas da verificacdo de desempenho do método, a linha de
limiar (threshold) dos graficos de amplificacdo foi ajustada manualmente para o
valor de 196,38 RFU (unidade relativa de fluorescéncia) para todas as reacoes.
Para fins estatisticos, as amostras cuja amplificacdo ndo ocorreu ou nédo foi
detectada pelo equipamento (n&o houve valor de Ct determinado), tiveram seu
valor de Ct convencionado em 40.

5.2.1 Determinacéo do limite de deteccéao
O limite de detec¢do do método diagnostico alcancado foi o mesmo para

as suspensdes virais inativadas por TRIzol® e pelo tampdo de lise MagMAX™
CORE, e correspondeu ao ponto lll.b, de 10%7 TCID50/50 pL. Para amostras
inativadas por TRIzol®, a média de Ct para a triplicata deste ponto em meio
MEM foi de 35,86 com desvio padrao de 0,74 e em matriz biolégica LEF de 37,35
com desvio padrdo de 1,03. Para amostras inativadas por MagMAX™ CORE, a
média de Ct para a triplicata deste ponto em meio MEM foi igual a 36,16 com
desvio padréao de 0,57 e em matriz biologica LEF foi de 36,02 com desvio padréo
de 0,85.

Os resultados de Ct relativos as reacfes RT-gPCR de todos os pontos de
concentracao testados estdo relacionados na Tabela 12. Observa-se que quando
a contaminacao viral ocorreu em meio MEM, a média das triplicatas de cada
ponto da curva de concentracdo, ora foi menor para tratamento por TRIzol®, ora
para tratamento por MagMAX™ CORE. Ja quando compara-se a contaminagao
viral em LEF, amostras tratadas por MagMAX™ CORE obtiveram médias de Ct
menores do que quando tratadas por TRIzol® para o0 mesmo ponto de

concentragao.
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Tabela 12. Cycle Threshold (Ct) dos pontos de concentracéo para

inativacdo por TRIzol® versus inativacdo por MagMax™ CORE Lysis

Solution

28,14 29,54 26,87 27,39

|/ 10%* 28,24 29,25 26,81 27,35
28,29 29,03 26,92 27,46

Média 28,22 29,27 26,87 27,40
o 0,08 0,26 0,06 0,06
30,80 32,24 30,30 30,71

/103! 30,97 32,36 30,19 30,51
31,00 32,03 30,42 31,09

Média 30,92 32,21 30,30 30,77
o 0,11 0,17 0,12 0,29
32,26 32,79 31,72 31,99

ll.a/10%® 32,20 32,84 31,41 32,12
32,31 32,68 31,83 32,10

Média 32,26 32,77 31,65 32,07
o) 0,06 0,08 0,22 0,07
34,36 37,32 34,44 34,14

11 /102! 34,58 35,18 34,60 34,14
34,47 36,22 34,23 34,01

Média 34,47 36,24 34,42 34,10
o 0,11 1,07 0,19 0,08
34,58 36,19 35,49 35,78

ll.a /108 35,53 36,16 35,20 34,99
34,87 36,99 35,11 35,95

Média 34,99 36,45 35,27 35,57
o 0,49 0,47 0,20 0,51
36,71 36,63 36,39 36,24

l.b / 10%7 35,50 36,89 36,58 35,09
35,38 38,53 35,52 36,74

Média 35,86 37,35 36,16 36,02
o 0,74 1,03 0,57 0,85
37,91 N/A 38,02 37,02

IV /10t 37,90 N/A 37,45 36,48
38,40 39,65 37,29 37,58

Média 38,07 39,65 37,59 37,03
o 0,29 - 0,38 0,55

o = Desvio Padrao; N/A = amplificacdo ausente;

A confirmacéo do LD, prevista no Manual de Verificacdo de Desempenho
de Métodos, foi realizada com 21 replicatas do virus em matriz bioldgica LEF,
que foram preparadas, inativadas e extraidas de forma independente, e
posteriormente aplicadas em unicata na RT-gPCR. O ponto IV da curva de
concentracdo correspondente a 10! TCID50/50 puL mostrado na Tabela 13 foi
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amplificado na triplicada para as amostras tratadas por MagMAX™ CORE,
contudo, ndo foi confirmado quando das 21 repeticdes (dados ndo mostrados).
Assim, repetiu-se 0 experimento da confirmacéo por 21 repeticbes para amostras
tratadas por MagMAX™ CORE com o ponto lll.b. A resposta (Ct) da etapa de
confirmacédo do LD pode ser vista, para ambos os métodos de inativacdo, na
Tabela 13. Para amostras inativadas por TRIzol®, 20 das 21 replicatas
apresentaram amplificacdo tendo o Ct variado de 36,64 a 40,42, e para amostras
inativadas por MagMAX™ CORE, 21 de 21 replicatas foram amplificadas, tendo
o Ct variado de 33,65 a 35,38. Mais uma vez, amostras tratadas por MagMax™
CORE apresentaram menor valor de média do que amostras tratadas por
TRIzol®. O valor de desvio padrdo para as 21 replicatas também foi menor
quando a inativagéo foi feita por MagMax™ CORE.

Tabela 13. Cycle Threshold (Ct) da RT-qPCR para confirmacé&o do limite de
deteccao de suspensdes virais inativadas por TRIzol® versus suspensodes
virais inativadas por MagMax™ CORE Lysis Solution

Ponto da curva de

~ TRIzol® MagMax™ CORE
concentracdo
38,37 36,66 37,95 34,51 33,81 34,99
37,85 38,03 38,47 34,45 34,93 34,15
b 37,55 39,36 38,82 34,14 34,44 35,38

39,50 36,64 38,38 34,70 3455 34,64

1,7
(10°7TCIDSOBOUL)  57'99 3945  37.80 3411 3465 3448

36,92 37,97 N/A 34,21 34,53 34,86
36,66 37,46 40,42 34,63 33,65 35,32
Média/ o 38,20/1,08 34,53/0,43

“N/A” indica amplificagéo ausente

As curvas de amplificacdo correspondentes a etapa de confirmagcao do
limite de deteccdo para matriz bioldgica LEF estédo representadas nas Figuras 28
e 29, respectivamente para inativacédo por TRIzol® e por MagMax™ CORE Lysis

Solution.
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Figura 28. Confirmacao do limite de deteccdo para matriz biolégica LEF
contaminada experimentalmente com FMDV e inativada por TRIzol®
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Fonte: Da autora. Gréfico de amplificacdo do alvo da RT-qPCR para suspensoes
virais 1lIb.T. Curva em roxo: controle positivo. (A) Escala linear; (B) Escala

logaritmica.
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Figura 29. Confirmacéao do limite de deteccao para matriz biolégica LEF
contaminada experimentalmente com FMDV e inativada por MagMax™
CORE Lysis Solution
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Fonte: Da autora. Grafico de amplificacdo do alvo da RT-qPCR para suspensdes

virais 1llIb.M. Curva em roxo: controle positivo. (A) Escala linear; (B) Escala
logaritmica.
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De acordo com o Manual de Verificacdo de Desempenho de Métodos, o
LD néo deve ser confundido com o ponto de corte da prova, visto que existe a
probabilidade de amostras serem positivas abaixo dessa concentragao. Kralik e
Ricchi (2017) confirmam este conceito, ao afirmarem que o LD ndo é um valor
limite, e, portanto, amostras investigadas que amplificam com valores de Ct
acima do Ct do LD, ndo podem ser consideradas automaticamente negativas.
Concentracdes de acido nucléico abaixo do LD séo absolutamente validas em
termos da presenca do microrganismo; contudo, a probabilidade de deteccgédo é
menor do que 95% ou qual seja o percentual de confianca estabelecido para
aguele método.

Embora uma PCR seja teoricamente capaz de detectar uma Unica cépia
do alvo, é reportado um namero de cépias de 2 a 10 como o nivel de alvo mais
baixo que pode ser quantificado de forma confiavel em aplicacbes de PCR em
tempo real. Isso limita a utilidade do valor de Ct como uma medida direta de
sensibilidade (REAL-TIME PCR handbook, 2012).

Estabelecer o LD para o método de diagndstico auxilia a tomada de
decisdo no caso de amostras que amplificam proximas ou além do ciclo
determinado como limite. Uma reacdo de PCR em tempo real semi-quantitativa
(aquela na qual busca-se a determinacdo de Ct) estabelecida e validada,
apresenta certa faixa de resultado em que € dificil a conclusdo entre o
diagnéstico positivo ou negativo. A partir do Ct madximo em gue uma amostra €
certamente positiva, ha uma faixa de resultado indeterminado, na qual ndo se
pode discernir entre a presenca do alvo ou de subprodutos da PCR. Para sanar
tais situacbes, busca-se utilizar ferramentas complementares para que o
diagnéstico seja estabelecido. No LFDA-MG, a repeticdo da amostra em triplicata
na tentativa de eliminar a possibilidade de amplificacédo inespecifica, a repeticdo
da amostra diluida para eliminagdo da possibilidade de inibicdo da reacéo e/ou a
PCR com outros alvos do genoma do virus, sdo medidas previstas. No caso de
amostras de LEF especificamente, procede-se também a técnica de isolamento
viral para o FMDV.

Tendo isso em vista, considerar o LD como o Ct da concentracéo viral que
apresentou no minimo 20 resultados positivos em 21 (o que corresponde a 95%)
€ uma estimativa conservadora, como apontado por Nutz e colaboradores

(2011), e busca justamente estabelecer um valor robusto para o LD. Uma
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estimativa mais precisa poderia ser obtida por um préximo estagio, usando
intervalos de concentracdo mais estreitos entre as suspensofes virais. Contudo,
em virtude da inviabilidade temporal e de recursos que este teste demandaria,
nao se procedeu a tal abordagem.

5.2.2 Verificagao do efeito matriz
O efeito da interferéncia da matriz biologica (efeito matriz) foi avaliado

através da comparacao das curvas de amplificacdo da etapa de determinacéo do
LD.

Das suspensbes virais inativadas por TRIzol®, as contaminagdes
experimentais em meio MEM amplificaram com Ct mais baixos do que as
contamina¢des da matriz biologica LEF; ja para as suspensdes virais inativadas
por MagMax™ CORE, néo foi observado este padrdo em todos os pontos de
concentracdo, ou seja, o Ct de suspensdes virais em matriz biolégica LEF em
alguns casos, foi menor que o Ct da mesma concentracao viral em MEM.

A comparacao visual (conforme prevé o Manual de Verificacdo de
Desempenho de Métodos) entre as duas curvas de amplificacdo do material
genético na presenca e auséncia de matriz biolégica LEF (Figura 30), indica que,
para o grupo de amostras inativadas por TRIzol® houve uma tendéncia de
amplificacdo mais tardia na presenca da matriz biolégica LEF, enquanto que para
0 grupo de amostras inativadas por MagMax™ CORE Lysis Solution, nédo foi
possivel uma percepcdo conclusiva. As Figuras 31 e 32, por sua vez,
correspondem igualmente as curvas de amplificacdo do material genético na
presenca e auséncia de matriz biologica LEF, porém, enfatizando cada triplicata

de concentragéo.
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Figura 30: Grafico de amplificacdo da RT-gPCR para FMDV de amostras
positivas tratadas (A) por TRIzol® e (B) por MagMAX™ CORE Lysis
Solution
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Fonte: Da autora. Kit RT-gPCR QuantiFast Probe (Qiagen, Alemanha).
Termociclador CFX96 Touch™ Real Time PCR Detection System (BIO-
RAD, EUA). Concentracdes em log na base 10: 4,1 (1), 3,1 (Il), 2,8 (lla), 2,1
(1, 1,8 (lMa), 1,7 (llib) e IV (1,1) aplicadas em triplicata cada. Curva em
roxo: controle positivo; Curvas em verde: controle negativo; Curvas em

azul: amostas em MEM; Curvas em alaranjado: amostras em LEF.
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Figura 31: Gréafico de amplificacdo da RT-gPCR para FMDV de amostras
positivas tratadas por (A) TRIzol® em MEM e em (B) matriz biolégica LEF

(A) Amplificagdo — TRIzol® em MEM

4000__' ........... ' ........... ' "
I : : : :
= ] . : : :
2 3000 L. ™ qa e e, TRTPTNNNY 4%
T W :
Hl a
2 T Bl b
T A O
e 2000 R IV
1000 Lo ................... .................. .........
I —[FAM: 196.38}—
0+ i .
0 10 20
Ciclos
(B) Amplificacédo — TRIzol® em LEF
4000 L ... T T S U
|
5 |
& 3000 4+ Bl Ila e A LT
B
Hl la
T B b
w 2000 4. e MO
x I Y
1000 L ..o S PRRRRRRRRE R R RRRRRRRRRE ) Y/ Y.
I —[FAM: 196.38}—
0 T me————— — T
0 10 20

Ciclos

Fonte: Da autora. Kit RT-gPCR QuantiFast Probe (Qiagen, Alemanha).
Termociclador CFX96 Touch™ Real Time PCR Detection System (BIO-RAD,
EUA). Concentracdes em log na base 10: 4,1 (1), 3,1 (Il), 2,8 (lla), 2,1 (1), 1,8
(lla), 1,7 (Illb) e 1,1 (IV) aplicadas em triplicata cada. Curva em roxo: controle

positivo; Curva em verde: controle negativo.
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Figura 32: Grafico de amplificagcdo da RT-gPCR para FMDV de amostras
positivas tratadas por MagMax™ CORE Lysis Solution em (A) MEM e em
(B) matriz bioldgica LEF
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Fonte: Da autora. Kit RT-gPCR QuantiFast Probe (Qiagen, Alemanha).
Termociclador CFX96 Touch™ Real Time PCR Detection System (BIO-RAD,
EUA). Concentracdes em log na base 10: 4,1 (1), 3,1 (), 2,8 (lla), 2,1 (lll), 1,8
(lla), 1,7 (Ilb) e 1,1 (IV) aplicadas em triplicata cada. Curva em roxo: controle

positivo; Curva em verde: controle negativo.
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5.2.3 Determinacao da eficiéncia da RT-gPCR
A determinacdo da eficiéncia da RT-gPCR foi calculada pelo Software

BioRad CFX Manager™ 3.1 do equipamento CFX96 Touch Real-Time PCR
Detection System (BIORAD, USA) seguindo o protocolo para RT-gPCR descrito
nas tabelas 1 e 2.

Para o grupo de amostras tratadas por TRIzol®, correspondeu a 102,4%
com R? de 0,985 para contaminacgédo viral em MEM, e a 94,4% e R? de 0,960

para contaminacao viral em matriz bioldgica LEF (Figura 33).
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Figura 33: Curva de eficiéncia da RT-qPCR para FMDV (CALLAHAN et
al., 2002) de (A) amostras positivas em MEM e (B) amostras positivas em
matriz, tratadas por TRIzol®.

- A Curva Padrdo em MEM - Tratamento TRIzol®
O A0 .:_"'"I P e . o
1 2 3 4
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— FAM E=102,4% R"2=0,985 Slope=-3,267 y-int=41,389
B Curva Padrao em matriz LEF — Tratamento TRIzol®
40--. i . teimatsieasanos sl eI hai8 CRALa0 Bd LAl B IRM IEl RA LA R AN LB M A O R
38 -- e -
36 + :
7 ]
O I : : ]
30 + :
28 | P
1 2 3 4
Quantidade de partida Log
O Padriao
— FAM E=94,4% R"2=0,960 Slope=-3,465 y-int=43,140

Fonte: Da autora. Kit RT-gPCR QuantiFast Probe (Qiagen, Alemanha).
Termociclador CFX96 Touch™ Real Time PCR Detection System (BIO-RAD,
EUA).
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Para o grupo de amostras tratadas por MagMAX™ CORE Lysis Solution a
eficiéncia da reacéo correspondeu a 86,0% e R? de 0,989 para contaminacéo
viral em MEM, e a 98,0% e R? de 0,974 para contaminagdo viral em matriz
biolégica LEF (Figura 34).
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Figura 34: Curva de eficiéncia para FMDV (CALLAHAN et al., 2002) de
(A) amostras positivas em MEM e (B) amostras positivas em matriz,
tratadas por MagMax™ CORE Lysis Solution

A Curva Padrdo em MEM — Tratamento MagMax™ CORE
4D .:Il-. s IIIIII IIII I" IIII I""'II L I [ AR
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28 & fend
1; ———+ :‘ + + + : + + + : —t +—+ = —t+——+ : ———+ : +— +—+ =
0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0
Quantidade de partida Loqg
O Padrido
— FAM E=86,0% R"2=0,989 Slope=-3,710 y-int=42,091
B Curva Padrdo em matriz LEF — Tratamento MagMax™ CORE

Quantidade de partida Loqg

O Padrao

— FAM E=98,0% R"2=0,974 Slope=-3,370 y-int=41,350

Fonte: Da autora. Kit RT-gPCR QuantiFast Probe (Qiagen, Alemanha).
Termociclador CFX96 Touch™ Real Time PCR Detection System (BIO-RAD,
EUA).
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Observou-se a perda de eficiéncia da técnica quando o RNA do agente se
encontrava diluido na matriz biolégica LEF para amostras inativadas por
TRIzol®, e 0 ganho de eficiéncia da técnica no caso de amostras inativadas por
MagMax™ CORE Lysis Solution. Tal constatacédo do tratamento com MagMax™
CORE Lysis Solution pode refletir alguma interferéncia negativa do meio MEM no
resultado da RT-gPCR, tendo em vista sua composicdo por diversos sais e
substancias (solucdo de vitaminas, bicarbonato de sédio, caldo triptose fosfato,
glicose, Meio Essencial Minimo com sais de Earle e Hepes). Contudo, ndo se
procedeu a tais investigacbes e adotou-se conduzir os demais testes na
presenca da matriz biolégica LEF, uma vez que ela representa as amostras de
campo gue serdo analisadas na rotina do laboratorio.

Embora as taxas de amplificacdo da reacdo de RT-gPCR em matriz
bioldgica LEF para ambos os tratamentos tenham sido satisfatorias, o coeficiente
de determinacdo R? das curvas padréo ficou aquém do valor tido como ideal para
garantia de precisao do resultado de acordo com o Manual de Verificagdo de
Desempenho de Métodos. O valor de R? representa qudo bem os dados do
experimento estdo ajustados ao modelo de regressao linear (REAL-TIME PCR
handbook, 2012). A linearidade, por sua vez, fornece uma medida da
variabilidade entre as repeticbes do ensaio e se a eficiéncia da amplificacdo € a
mesma para diferentes nimeros de copias do modelo inicial. Assim, uma
diferenca significativa nos valores de Ct observados entre as réplicas diminuird o
valor de R? (REAL-TIME PCR: Applications Guide, [s.d.]). Este valor também
sera afetado se os pontos de concentracdo da curva tiverem sofrido impacto de
um erro mensuravel em determinada etapa que precede a aplicacdo em RT-
gPCR.

O Manual de Verificagdo de Desempenho de Meétodos considera a
eficiéncia um parametro avaliador da reacdo de RT-gPCR isoladamente. Por
isso, embora tenha como critério de aceitacdo um coeficiente de determinacgéo
maior que 0,99, os resultados obtidos ndo invalidaram o0s testes, pois
intrinsicamente a avaliacdo da eficiéncia das curvas padrdo, constaram fontes de
variacdo provenientes das etapas de contaminagcdo das amostras, inativacédo e
extracdo de acidos nucléicos. Para uma avaliagdo direta da eficiéncia da curva, a
analise com um controle positivo sintético poderia ser realizada, porque

eliminaria as variaveis provenientes de etapas anteriores. Contudo, em
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consonancia com os objetivos deste trabalho, a avaliacdo da eficiéncia da RT-
gPCR que considerasse as etapas do diagnoéstico laboratorial foi a mais
indicada.

Além disso, é importante observar que devido a distribuicdo estatistica, a
variacdo de Ct tende a aumentar quanto mais baixa forem as concentracoes
iniciais de acido nucléico. Alto nivel de variacdo de Ct é reportado quando as
guantidades alvo se aproximam de uma copia (valores de Ct de entre 34 e 40
(GUIDE to Performing Relative Quantitation of Gene Expression Using Real-Time
Quantitative PCR, 2004), portanto, valores de Ct nesta faixa, dardo origem a uma
precisdo mais pobre e, consequentemente, menor capacidade para detectar
alteracdes de aumento exponencial do amplicon. Este trabalho teve por objetivo
a avaliacdo da faixa de resposta critica para a técnica de diagndstico molecular:
aguela em que o teste pode apontar um resultado inconclusivo. Com tais
pontuacbes em vista, os coeficientes de correlacdo alcancados foram

considerados satisfatorios.
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5.2.4 Determinacdo da repetibilidade e reprodutibilidade
intralaboratorial, incerteza expandida e nivel de significancia das variancias
do método diagndstico molecular de FMD empregando o kit QuantiFast e
termociclador CFX96, tendo por variavel o processo de inativacéo viral
(TRIzol® versus MagMAXTM CORE Lysis Solution)

As estimativas obtidas nesta etapa foram realizadas através do Software
Microsoft Excel (Versédo 2013) em planilha sob catalogacéo interna no LFDA-MG
FORM DLAB_046_003.

As fontes de variacdo do plano de amostragem adotado para estimativa
da repetibilidade e reprodutibilidade foram avaliadas sob o modelo hierarquico

apresentado pela expresséo

y

Vip=Mm+d.+a. +p.. +e

(i) r(ijk)

onde y é o valor do Ct obtido; m é o Ct médio geral; d é o efeito do dia, i = 1,2,3;
a e o efeito do analista, j = 1,2; p é o efeito da parcela experimental, k = 1,2,..., p
= 7: e é o erro aleat6rio devido a repetibilidade, r=1,2. (BRASIL. MINISTERIO DA
AGRICULTURA PECUARIA E ABASTECIMENTO., 2015).

Para ambos os procedimentos de inativacdo viral, as porcentagens de
contribuicdo da variancia da repetibilidade na variancia total, ultrapassou o
maximo estabelecido de 5%, indicando a necessidade de adequacao do sistema
de medidas ao experimento: para tratamento por TRIzol®, representou 10,76% e
por MagMax™ CORE Lysis Solution, 7,33%.

As variancias (0?) do erro de medida e da reprodutibilidade
intralaboratorial por sua vez, indicaram a aceitabilidade do sistema de medidas
utilizado para ambos os métodos de inativag&do. 02erro de medida fOi igual a 27,26%
para inativacdo por TRIzol® e 17,32% para inativacdo por MagMax™ CORE
Lysis Solution. A G?reprodutivilidade, POr Sua vez, correspondeu respectivamente a
16,49% e 9,99%, enquadrando-se no critério esperado de no maximo 25%.

A incerteza expandida foi calculada utilizando o fator de abrangéncia K = 2
sendo equivalente a 0,94 para o tratamento por TRIzol® e 0,64 para tratamento
por MagMax™ CORE Lysis Solution com admissao de 95% de chance de conter
o verdadeiro valor do mensurando. O Manual de Verificacdo de Desempenho de

Métodos néo prevé incerteza maxima aceitavel.
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A média total do mensurando (Ct) para o tratamento por TRIzol® foi igual
a 34,60 £ 0,94, valor este, maior do que a média total de 32,58 + 0,64 relativa ao
protocolo de inativacdo por MagMax™ CORE Lysis Solution. Esta menor
sensibilidade analitica para o método de inativacdo por TRIzol® pode ser
advinda de mais etapas de manipulacdo da amostra durante a extracdo de
acidos nucléicos e da criticidade da etapa de separacdo da fase aquosa
contendo o RNA, que se da por processo de pipetagem. A recuperacdo do
material genético relativa a este passo analitico ndo foi avaliada, e pode néo ser
100%. Além disso, este passo pode acarretar na transferéncia de resquicios de
TRIzol®, que consistirdo em interfetentes da reacdo de RT-gPCR. Esta
interferéncia € relatada na literatura, como por exemplo por Bustin e
colaboradores, (2009) que apontaram o fenol residual como fator influenciador
na razdo entre as medidas de absorbancia de &cidos nucléicos sobre a
absorbancia de proteinas (A260/A280), um indicador sensivel da pureza de
RNA.

Os resultados da andlise de variancia da metodologia que empregou o kit
QuantiFast e termociclador CFX96, estdo contidos nas Tabelas 14 e 15,
respectivamente para inativacdo por TRIzol® e por MagMAX™ CORE Lysis
Solution. Os componentes da variancia total atribuida a ambos os métodos
diagnésticos avaliados, indicou que a fonte de variacdo analistas apresentou o
mesmo desempenho, sendo o p-value relativo a inativacao por TRIzol®, igual a
0,94 e por MagMax™ CORE Lysis Solution, igual a 0,42 para o nivel de
significancia de 0,05. Ja a fonte de variacdo dia, por sua vez, apresentou
diferenca significativa. E importante lembrar que dia representa a variacio
proveniente do preparo da amostra, desde a etapa de contaminacdo da matriz
biolégica LEF com a suspenséo viral até sua aplicacdo em mix de RT-gPCR, e

portanto, o nivel de significancia é aceitavel.
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Tabela 14. ANOVA para tratamento por TRIzol® avaliado em 3 dias, por 2

analistas e mesmos equipamento e kit de RT-gPCR

Fonte de Graus de Conclusao
1) 2
variacio liberdade (gl) = Eh =Y e &
Concentracéo 6 228,9577 38,160 22,044  0,000000 sign

Analistas 7 3,7301 0,533 0,308 0,944352 ns

Dias 28 48,4688 1,731 5,597 0,000000 sign

Modelo 41 281,1565
Erro 84 25979 030927
62
total 125 307,136 2,457

(1)Valor observado para o teste F de Fisher-Snedecor; (2) P(Fo>Fc) = probabilidade do valor Fo
> Fc, que € o valor tabelado de F com n graus de liberdade no numerador e m graus de liberdade
no denominador; (3) “ns” indica ndo significativo; ndo se rejeita Ho ao nivel de probabilidade de
5%,; “sign” indica significativo; rejeita-se Ho ao nivel de probabilidade de 5%.

Tabela 15. ANOVA para tratamento por MagMax™ CORE Lysis Solution

avaliado em 3 dias, por 2 analistas, e mesmos equipamento e kit de RT-

gPCR

522:;:5 |ibc;3;3£ (egl) SQ L) Fow  P(FIFe)  Conclisdo
Concentragéo 6 177,3669 29,561 40,826  0,000000 sign
Analistas 7 5,2949 0,756 1,045 0,423516 ns
Dias 28 20,2740 0,724 5,055 0,000000 sign
Modelo 41 202,9358

Erro 83 11,890 0,1432490

total 124 214,825 1,732

(1)Valor observado para o teste F de Fisher-Snedecor; (2) P(Fo>Fc) = probabilidade do valor Fo
> Fc, que é o valor tabelado de F com n graus de liberdade no numerador e m graus de liberdade
no denominador; (3) “ns” indica nao significativo; ndo se rejeita Ho ao nivel de probabilidade de
5%; “sign” indica significativo; rejeita-se Ho ao nivel de probabilidade de 5%.

A Tabela 16 reune os resultados alcancados para 0s parametros
avaliados na verificacdo de desempenho dos métodos diagnosticos de Febre
Aftosa cuja inativacdo viral ocorreu por TRIzol® ou por MagMAX™ CORE Lysis
Solution, tendo por fonte de variagdo a parcela experimental, o dia de analise e o
analista, empregando-se o Kit de RT-qPCR QuantiFast e o equipamento CFX96.



136

Tabela 16. Parametros avaliados na verificacdo de desempenho dos
métodos diagndsticos moleculares por RT-gPCR para FMDV, tendo por

variavel o processo de inativagdo viral

Critério de

Parametro avaliado o TRIzol® MagMAX™ CORE
aceitacao
LD (TCID50/50uL) - 107 10’
A . 90 a 100 94,4 98,0
Eficiéncia em matriz (%) R? > 0,99 0.96 0.97
o? Repetibilidade (%) <5% 10,76 7,33
o? Reprodutibilidade (%) < 25% 16,49 9,99
o? Erro de medida (%) < 30% 27,26 17,32
Ct médio - 34,61 32,58
R? Ideal: 100 91,54 94,98
Incerteza expandida U - 0,94 0,64
Componentes da o2 (%)
Parcela experimental 72,74 82,5
Analista - 0,00 0,19
Dia - 16,49 9,99
LD = Limite de Detecgdo; 02 = variancia; - = ndo se aplica; R? = coeficiente de explicagdo das

componentes da incerteza; Resultados alcancados por 7 amostras por dia empregadas em 3 dias

de andlises, por 2 analistas, utilizando-se kit QuantiFast e termociclador CFX96.

Em relacéo a variacao do kit de RT-gPCR e do equipamento termociclador
prevista no Manual de Verificacdo de Desempenho de Métodos, foram avaliadas
as amostras do analista 1 da seguinte forma: para a variacdo do termociclador,
foram empregados os equipamentos CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection
System (BIO-RAD, EUA) e 7500 Real-Time PCR Systems (Applied
Biosystems™ EUA) e mesmo kit de RT-gPCR Mix QuantiFast Probe RT-PCR
(Qiagen, Alemanha), em 3 dias. Para a variagdo do kit de RT-gPCR, foram
empregados os kits Mix QuantiFast Probe RT-PCR (Qiagen, Alemanha) e
GoTag® Probe 1- Step RT-gPCR System (Promega, EUA) em mesmo
termociclador CFX96, em 3 dias. A avaliacdo destas variaveis se deu de forma
complementar aquela apresentada na Tabela 16.

A variagdo do termociclador permitiu considerar a média de Ct
apresentada por cada equipamento, sendo que as amostras tratadas por
TRIzol® submetidas ao CFX96 apresentaram média geral de 34,61 Ct e as
amostras submetidas ao 7500, apresentaram média geral de 35,32 Ct. Ja as
amostras tratadas por MagMAX CORE™ Lysis Solution submetidas ao CFX96
apresentaram meédia geral de 32,70 Ct e as amostras submetidas ao 7500,
apresentaram meédia geral de 33,49 Ct. Estes dados ndo puderam, contudo, ser
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considerados no modelo estatistico apresentado no item 5.3 porque ndo houve o
grupo de amostras avaliadas no equipamento 7500 e kit GoTag® que permitisse
a comparacao com o grupo de amostras no equipamento CFX96 e kit GoTaq®.
Os resultados de média de Ct relatdos acima, indicaram melhor desempenho das
amostras tratadas por MagMAX CORE™ Lysis Solution, independente do
termociclador utilizado. A representacdo gréfica Heatmap (Figura 35) mostra em
escala de intensidade de cor, os valores médios de Ct para os trés grupos de
concentragcdo analisados em trés dias de andlise. A primeira e segunda coluna
representam os dados obtidos pelo uso do CFX-96, das amostras inativadas
respectivamente por TRIzol® e por MagMAX™ CORE. Nota-se coloracdo mais
intensa na segunda coluna, indicando menores valores de Ct para cada ponto de
concentracdo. A terceira e quarta colunas sao relativas ao emprego do
termociclador 7500, para amostras inativadas respectivamente por MagMAX™
CORE e por TRIzol®. Mais uma vez, nota-se coloracdo mais intensa (indicando
menores médias de Ct) na coluna referente ao tratamento por MagMAX™
CORE.
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Figura 35. Heatmap para valores de Ct empregando-se variagao do
termociclador em amostras inativadas por MagMAX CORE™ Lysis Solution

versus amostras inativadas por TRIzol®
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p=0.0010 p<0.0001

" p=0.0023

Fonte: Da autora. D1, D2, D3 indicam os dias de andlise; LD, %2 log>LD e 1
log>LD indicam as concentragbes das amostras; I, Il e Ill indicam as
replicatas de cada concentracéo.

A variacdo do kit de RT-gPCR por sua vez, permitiu a analise estatistica
descrita no item 5.3. a seguir, visto que haviam os grupos de comparacao
‘mesmo equipamento CFX96 variando-se o kit de RT-qPCR” para ambos os

métodos de inativagéo viral.
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5.3 Avaliacdo estatistica comparativa do desempenho do método
diagnostico molecular de FMD empregando o termociclador CFX96, tendo
por variaveis o processo de inativacédo viral (TRIzol® versus MagMAX™
CORE Lysis Solution) e o kit de RT-gPCR (QuantiFast versus GoTaq®)

Com os mesmos dados obtidos do delineamento experimental indicado no
Manual de Verificagdo de Desempenho de Métodos, procedeu-se,
adicionalmente, a outra abordagem comparativa: avaliacdo de um método
diagnéstico (inativacdo por TRIzol®) frente ao outro (inativacdo por MagMAX™
CORE) por um modelo matematico que o0s abrangesse em conjunto,
diferentemente da comparacdo até agora exposta e resumida na Tabela 16, na
qual os dados do protocolo TRIzol® foram avaliados separadamente do dados
do protocolo MagMAX™ CORE.

O objetivo foi avaliar se o0s processos de inativacdo viral diferem
estatisticamente na resposta final do método diagnostico (valor de Ct). As
analises desta etapa foram realizadas pelo Software R (Verséo 4.0.2).

A analise exploratéria se deu pela estatistica descritiva. Para as situacdes
em que nao houve determinacéo de curva de amplificacdo, o Ct 40 foi adotado.
As quatro variaveis de influéncia consideradas foram, portanto: (i) dia; (ii) parcela
experimental (parc. exp); (iii) kit de RT-gPCR e (iv) método de inativacdo viral. A
variavel analista foi desconsiderada uma vez que as analises descritas em 5.2.4
indicaram que ela € nao significativa. Utilizou-se portanto, dados do analista 1,
apenas.

Inicialmente, foram utilizadas técnicas de andlise descritiva dos dados
para verificacdo de um comportamento prévio de tais variaveis com relacdo ao
Ct. A analise de frequéncias das variaveis adotadas, indicou 0 mesmo tamanho
de amostra para todas as categorias de cada uma das variaveis, conforme
apresentado na tabela 17, o que permite uma comparacado balanceada (néo

tendenciosa).
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Tabela 17. Estatisticas descritivas das variaveis método, dia, parcela

experimental e kit de RT-gPCR

Variavel Categoria Frequéncia (%)
. TRIzoI® 126(50)
N MagMAX™ 126(50)
1 84(33)
Dia 2 84(33)
3 84(33)
LD 36(14)
Y log LD | 36(14)
Parcela Y% log LD Il 36(14)
experimental Y log LD Il 36(14)
1log LD | 36(14)
1log LD Il 36(14)
1 log LD I 36(14)
: QuantiFast 126(50)
KItRT-gPCR GoTaq® 126(50)

A Tabela 18 resume as andlises descritivas para minimo (Min), 1° quartil
(Q1), média, mediana, 3° quartil (Q3) e maximo (Max) de Ct. Valores de média
préximos da mediana sdo também um indicativo de que os dados sao simétricos
(estdo balanceados). Nota-se que os valores minimos observados para
tratamento por TRIzol® e MagMax™ CORE Lysis Solution foram
respectivamente 32,13 e 30,73. Com respeito a média, 0 método que apresentou
menor valor foi MagMax™ CORE, o que por sua vez, é indicativo de maior
sensibilidade diagnéstica comparativamente ao método cuja inativacdo foi feita
por TRIzol®. As Figuras 36 a 38 sdo representacdes graficas desta

caracteristica.

Tabela 18: Analise descritiva da variavel resposta Ct estratificada por

método de inativacao utilizado
Método Min Q1 Média Mediana Q3 Max
TRIzol® 32,13 34,3 36,18 35,92 37,64 40

MagMAX™ 30,73 32,52 3465 3402 3678 40
Min = minimo , Q1 = 1° quartil, Q3 = 3° quartil . Mdx = méximo
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Figura 36. Grafico Boxplot para mediana das respostas (Ct) de inativacao

viral por TRIzol® e por MagMax™ CORE Lysis Solution
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Figura 37: Médias de Ct dos métodos de inativacdo avaliados em funcgéo

dos dias de andlise
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Figura 38: Médias de Ct dos métodos de inativacdo avaliados em funcao

das parcelas experimentais
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A Figura 39 apresenta médias de Ct para os métodos de inativagdo viral
em relacdo aos kits de RT-qPCR (dados de um s6 analista, termociclador BIO-
RAD, em trés dias de analise). Mais uma vez, as médias foram maiores para
TRIzol® comparativamente ao tratamento por MagMax™ CORE Lysis Solution.
Para ambos os métodos, foi observada reducdo de Ct quando do uso do Mix
QuantiFast Probe RT-PCR (Qiagen, Alemanha) comparado ao GoTaq® Probe 1-
Step RT-gPCR System (Promega, EUA), indicando um melhor desempenho do

primeiro nas condi¢des de andlise testadas.
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Figura 39: Médias de Ct dos métodos de inativacdo avaliados em funcgéo
dos diferentes kits de RT-qPCR
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Tendo em vista o resultado da analise exploratoria, para a modelagem
matematica, foram consideradas as variaveis método, dia, parcelas
experimentais e kit de RT-qPCR, pois todas elas influenciaram os valores de Ct.
Os graficos representados nas figuras 37 a 39 indicaram que ndo houve
interacdo entre suas categorias (caso fosse presente, uma interacdo seria
indicada pelo cruzamento das retas representadas). Dessa forma, 0os proximos
testes foram conduzidos considerando-se apenas o efeito individual de cada
variavel.

Procedeu-se a uma analise do modelo de ANOVA, e foram estimadas as
médias para os dois métodos considerando o melhor modelo estatistico. A

modelagem ANOVA é traduzida pela expressao:

Yijrp = #+M; +pj +d, +kp * &ijm

emqueyéovalordeCt,i=1,2;j=12,...,7;r=1,23;p=1,2, u é o Ct médio
geral, m é o efeito do método, p é o efeito da parcela experimental, d é o efeito
do dia, k € o efeito do kit de RT-gPCR, e é o erro aleatério da analise devido a

repetibilidade.
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Tabela 19: ANOVA para os dados de Ct obtidos pelo emprego de variaveis

nas metodologias diagndésticas em estudo

Fator de variacao GL SQ QM Fc P-valor
Fator(Método) 1 147,0 147,0 135,90 <0,001
Fator(Dia) 2 180,0 90,0 83,21 <0,001
Fator(Parc. Exp) 6 322,1 53,7 49,65 <0,001
Fator(Kit RT-gPCR) 1 784,0 784.,0 724,95 <0,001

Residuos 241 260,6 1,1

GL = graus de liberdade; SQ= soma quadratica; QM = quadrado médio; Fc = F calculado

A Tabela 19 reune os resultados do modelo ANOVA. Os valores de p-
valor do teste indicaram que todas as variaveis do modelo apresentam diferenca
estatisticamente significativa na comparacdo do processo de inativacdo por
TRIzol® e MagMax™ CORE Lysis Solution, e que para dia, parcela experimental
e kits de RT-qPCR, h& pelo menos uma categoria deles que difere das demais.
Portanto, procedeu-se ao uso do modelo de regressdo linear multiplo para
estudar as estimativas médias de cada efeito, bem como a uma analise geral
através da estimativa das médias dos tratamentos, afim de estabelecer
comparacao da sensibilidade diagnéstica obtida. O modelo de regressao multiplo

foi denotado por:

E(Yijrp )= Bo + f1Método(Magmax)+ S, Dia(Dia2)+ p;Dia(Dia3)+ B, Parcelas(1LDII )
+ fsParcelas(1LDII1)+ ggParcelas(l/ 2LDI )+ g, Parcelas(1/ 2LDII)
+ pgParcelas(l/ 2LDII11)++p4Parcelas(LD )+ ;o Kit(Quantifast)
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A Tabela 20 apresenta o modelo de regressao linear multiplo para os
dados de Ct.

Tabela 20: Modelo de regressédo linear multiplo para os dados de Ct

Preditor Categorias Estimativa I.C 95% P-valor
Intercepto - 35,67 (35,24; 36,09) <0,001
) MagMax™ CORE -1,53 (-1,79; -1,27) <0,001
sl TRIZoI® REF
Dia 2 0,47 (0,15; 0,78) <0,004
Dia Dia 3 1,98 (1,66; 2,30) <0,001
Dia 1 REF
1 log>LD Il 0,34 (-0,14; 0,83) 0,163
1 log>LD Il 0,87 (0,38; 1,35) <0,001
Y% log>LD | 1,71 (1,22; 2,19) <0,001
ek 15 log>LD Il 1,52 (1,04; 2,00) <0,001
Experimental 1, o051 p iy 2,20 (1,72: 2,69) <0,001
LD 3,60 (3,12; 4,09) <0,001
1log>LD I REF
. QuantiFast -3,53 (-3,79; -3,27) <0,001
Kit RT-qPCR GoTaq® REF

REF = grupo de referéncia; LD = limite de detec¢do (10172 TCID50/50puL); 1 log>LD =
concentracdo 1 log acima do LD (10272 TCID50/50pL); ¥ log>LD = concentragdo ¥ log
acima do LD (10%23 TCID50/50pL).

Para a média geral de Ct sem considerar os demais preditores (variaveis),
tem-se o valor de 35,67 unidades. Para o preditor método, foi observada uma
reducdo média de 1,53 unidades de Ct no método de inativagdo por MagMax™
CORE Lysis Solution comparativamente a inativagdo por TRIzol®. Para dia, foi
observado em média um aumento de 0,47 unidades de Ct no dia 2
comparativamente ao dia 1, e de 1,98 unidades de Ct no dia 3 comparativamente
ao dia 1. Tais variacdes eram esperadas tendo em vista que cada dia de analise
reflete as fontes de variabilidade dos processos de preparo, inativacao, extracao
e aplicacdo em RT-qPCR.

Para as parcelas experimentais, a categoria de referéncia adotada pelo
modelo foi 1 log>LD I. Em relagdo a mesma, era esperada auséncia de diferenca
significativa comparativamente as parcelas experimentais de igual concentracao
(ou seja, 1 log>LD Il e 1 log>LD Ill) e presenca de diferenga significativa
comparativamente as demais concentragdes (LD e % log>LD).

Entretanto, apenas para a parcela 1 log>LD Il, o p-valor se mostrou maior

gue o nivel de significancia de 5% (p-valor = 0,163), indicando que em média,
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nao houve diferenca em relacdo a parcela de referéncia. J4 para a parcela 1
log>LD Illl, foi indicada diferenca significativa, contudo, esta foi relativamente
baixa (igual a 0,87 Ct).

Para as demais parcelas, o p-valor indicou diferenca significativa. As
parcelas experimentais ¥2 log>LD |, %2 log>LD Il e ¥z log>LD lll, apresentaram em
média, aumento respectivo de 1,71, 1,52, e 2,20 unidades de Ct em relacdo a
referéncia 1 log>LD I. Foi portanto, demonstrada uma capacidade resolutiva da
técnica, capaz de distinguir Ct de amostras que diferem em %z log. O LD por sua
vez, apresentou em meédia, aumento de 3,60 unidades de Ct em relagdo a
categoria de referéncia.

Por fim, para a variavel kit de RT-gPCR, o Mix QuantiFast Probe RT-PCR
(Qiagen, Alemanha) apresentou uma reducdo média de 3,53 unidades de Ct em
comparacao com o GoTag® Probe 1- Step RT-gPCR System (Promega, EUA).

Aplicando-se 0 modelo de regressdo linear multiplo desenvolvido, foi
realizada andlise desconsiderando os efeitos das variaveis de forma simultanea,
ou seja, considerando os efeitos individuais de cada preditor. Os graficos da
Figura 40 apresentam dois casos em particular: a analise (método + dia) e a
analise (método + dia + kit de RT-gPCR). Dessa maneira, foi possivel estudar

quais os efeitos produziram maior e menor valores de Ct.



Médias de Ct

Figura 40: Médias estimadas de Ct para inativacao por TRIzol® e por
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MagMax™ CORE Lysis Solution em trés dias utilizando dois kits de RT-
gPCR (A) GoTag® (Promega, EUA) e (B) QuantiFast (QIAGEN, Alemanha)
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As médias estimadas pelo modelo de regressao multiplo para os métodos

de inativacdo viral testados, nos trés dias de estudo com os kits GoTaq®

(Promega) e QuantiFast (QIAGEN) indicaram maior sensibilidade pelo kit

QuantiFast, seja qual tenha sido o método de inativacdo das amostras; e uma

maior sensibilidade geral para amostras inativadas por MagMax™ CORE Lysis

Solution, destacando-se que mesmo quando o kit de RT-gPCR que apresentou

menor desempenho foi empregado, as amostras tratadas por MagMax™ CORE

Lysis Solution ainda responderam com desempenho superior aquelas tratadas
por TRIzol®.
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6 Conclusdes e Considerac0des finais

Este trabalho comprovou a eficacia do tampéo de lise MagMAX™ CORE
em conjunto com proteinase K para inativacdo do virus da Febre Aftosa em
liquido esofagico faringeo bovino nas condi¢bes de coleta de campo, ou seja,
aliquotado para igual proporcdo de Meio Earle, e contaminado
experimentalmente com FMDV O RS BR/80. Resultados de isolamento viral em
cultura de tecido, em trés passagens cegas indicaram a auséncia de particulas
virais infecciosas nas diluicdes correspondentes a 10%°t a 10-%°° TCID50/50 pL
apos tratamento pela solucéo de lise MagMax™ CORE.

A verificacdo de desempenho do método diagndstico de Febre Aftosa por
RT-gPCR sob as condicGes de inativacdo estabelecidas através da adaptacao
do protocolo para inativagdo de amostras virais MagMAX™ CORE Nucleic Acid
Purification Kit (Thermo Fisher Scientific), demonstrou que o uso de MagMax™
CORE Lysis Solution pode ser implementado no diagnostico molecular para FMD
adotado atualmente no Laboratério Federal de Defesa Agropecuaria de Minas
Gerais para amostras de LEF bovino, em alternativa a metodologia que utiliza
TRIzol® como inativante, tendo inclusive, apresentado desempenho superior a
esta, no tocante a sensibilidade, tempo de analise e menor exposi¢do do analista
a substancias toxicas. Os parametros estabelecidos para o método que utiliza
MagMax™ CORE Lysis Solution como inativante viral corresponderam a Limite
de Deteccdo de 107 TCID50/50uL, eficiéncia da RT-gPCR de 98,0% (avaliada
com amostra submetida a etapas anteriores de inativacdo viral e extracdo de
acidos nucléicos), variancias de repetibilidade, reprodutibilidade intralaboratorial
e erro de medida do método respectivamente de 7,33, 9,99 e 17,32% e incerteza
expandida de 0,64 Ct. Os parametros estabelecidos para o0 método que utiliza
TRIzol® como inativante viral corresponderam a Limite de Deteccdo de 10%7
TCID50/50uL, eficiéncia da RT-gPCR de 94,4% (avaliada com amostra
submetida a etapas anteriores de inativacdo viral e extracdo de &cidos
nucléicos), variancias de repetibilidade, reprodutibilidade intralaboratorial e erro
de medida do método respectivamente de 10,76, 16,49 e 27,26% e incerteza
expandida de 0,94 Ct.

O Relatério de Validagado da técnica de RT-gPCR para detecgéo do virus

da Febre Aftosa documentado no LFDA-MG quando da sua implementag&o no
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ano de 2012 (catalogacédo interna sob o codigo FOR/LBM/PL/023) relata
incerteza do método U = 0,64 para LEF em Meio Earle com inativacdo por
TRIzoI® e extracdo manual de RNA pelo protocolo de extracdo por TRIzol®. A
incerteza calculada no presente trabalho para a mesma matriz biolégica LEF em
veiculo Earle sob condi¢Ges de inativacdo por TRIzol® e MagMAX™ CORE Lysis
Solution e extracdo de &cidos nucléicos automatizada, por sua vez, consistiu em
0,94 e 0,64 respectivamente. A diferenca 0,3Ct entre a incerteza obtida no ano
de 2012 para 2020 para tratamento por TRIzol® pode residir na variacdo de
equipamento termociclador utilizado, na técnica de extracdo de RNA utilizada, ou
ainda na carga viral da suspenséo viral inicial para contaminacdo das amostras,
a qual nao foi possivel resgatar através da documentacdo mantida no LFDA-MG
relativa ao ano de 2012. Ainda em relacdo a verificacdo anteriormente realizada,
0s protocolos seguidos no presente trabalho diferiram também quanto ao kit de
RT-gPCR e o termociclador. Estes fatores podem gerar contribui¢cdes diferentes
para os parametros testados. Portanto, a relacdo que se estabelece aqui nédo é
uma comparacao direta entre a metodologia diagndstica previamente avaliada no
LFDA-MG com a relatada neste trabalho, mas sim uma demonstracdo de que
mesmo frente as variaveis as quais o Laboratorio esta sujeito enquanto 6rgao da
Unido, que segue a modalidade de Licitacdo para aquisicao de bens e materiais,
o método de diagnéstico molecular é capaz de responder com satisfatoria
robustez. Isso foi indicado também pelo Ct médio do Limite de Deteccdo de
37,38 quando da implementacédo da técnica, contra um Ct médio de 38,20 para
inativacao por TRIzol® e de 34,53 para inativacao por MagMAX™ CORE Lysis
Solution (dados da tabela 17), muito embora deva-se ter cautela na comparacao
de tais valores porgue nao foi possivel resgatar o titulo da amostra viral de
partida no estudo de implementacao da técnica no LFDA-MG.

As vantagens do uso do tampéao de lise MagMAX™ CORE relativamente
ao TRIzol® sao: (i) menor tempo demandado para a extracdo de acidos
nucléicos, consistindo na transferéncia direta da amostra inativada para o
cartucho de extracdo Maxwell® 16 LEV, contra diversas etapas anteriores a
adicdo ao cartucho no caso da inativacdo por TRIzol® (adicdo de cloroférmio,
homogenizacdo, incubacdo a temperatura ambiente por 2 minutos e
centrifugacdo por 15 minutos); (i) menor custo por amostra (R$4,84 contra
R$7,48, considerando os custos atuais de 50 mL de MagMAX™ CORE Lysis
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Solution Catalog Number A32837 igual a R$407,86 e 5 mL de proteinase K,
Catalog Number EO0491 (>600 U/mL) igual a R$997,02, contra 200 mL de
TRIzol® Catalog Number 15596018 com custo atual de R$1496,40); além de (iii)
representar menor desconforto e insalubridade ao analista durante sua
manipulacdo. O TRIzol® apresenta 0s seguintes perigos para a saude de acordo
com sua Ficha de Dados de Seguranca, fornecida pelo fabricante: toxicidade
aguda por via oral, cutdnea e inalatoria, corrosdo e irritagdo cutanea, lesdes
oculares graves/irritacdo ocular, mutagenicidade em células germinativas,
toxicidade para orgaos-alvo especificos por exposicdo Unica e repetida, além de
apresentar toxicidade crénica para o ambiente aquatico (TRIZOL REAGENT:
Ficha de Dados de Seguranca, 2017), contra o tampéao de lise MagMax™ CORE,
caracterizado em sua Ficha de Dados de Seguranca (com base nos critérios de
classificacdo Associacdo Brasileira de Normas Técnicas NBR 14725-2:2014)
como apresentando toxicidade aguda, corrosaol/irritacdo cutanea, irritacdo/danos
graves aos olhos, toxicidade sistémica em 6rgdo-alvo especifico para exposicao
Unica, toxicidade aquética aguda, e toxicidade crbnica para o ambiente aquético
(MagMAX™ CORE Lysis Solution: FICHA DE DADOS DE SEGURANCA, 2019),
onde pode-se notar que, embora ambos 0s reagentes apresentem determinado
grau de perigo, a jA mencionada volatilidade do TRIzol® e a presenca de fenol
em sua composicdo o0 coloca em certo grau de desvantagem, inclusive
requerendo segregacao, descarte e tratamento diferenciado dos demais residuos
gerados no laboratdrio de analise.

Concluiu-se que os resultados obtidos contribuiram de maneira importante
para um melhor conhecimento da resposta da metodologia de diagndstico
molecular da Febre Aftosa em vigéncia no LFDA-MG, e apontaram o MagMAX™
CORE Lysis Solution como uma alternativa segura ao método de inativacao viral
adotado, que, de acordo com os dados apresentados, apresentou-se superior
em desempenho ao método atualmente preconizado pela OIE, além de
representar uma economia real para o erario publico, e, a oferta de um método
alternativo no caso de restricdo mercadologica de quaisquer natureza relativa ao
meétodo atual. Apontou também para um melhor desempenho do método de
amplificacdo QuantiFast, independente do inativador usado, porém, sendo ainda
superior quando do uso de amostras inativadas pelo MagMAX™ CORE Lysis

Solution. Os resultados desta dissertacdo abriram ainda um novo campo de
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direcionamento de futuros testes para um estudo mais abrangente da matriz
bioldgica Liquido Esofagico Faringeo, tendo em vista que estudos importantes
apontam a consisténcia desta amostra biologica para a vigilancia sanitaria da

Febre Aftosa no tocante aos animais persistentemente infectados.
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