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RESUMO

O virus da leucose bovina (BLV) apresenta distribuicdo mundial e acomete principalmente bovinos
leiteiros, gerando perdas econdmicasdevido ao descarte precoce de animais, condenagéo de carcaca ao
abate, reducdo das taxas fertilidade e queda na producdo de leite. Uma das técnicas de diagnostico
preconizadas pela OIE para o diagnostico da LEB sdo imunodifusido em gel Agar (IDGA) e ensaio
imunoenzimético (ELISA). No Brasil, o Unico teste comercial disponivel é baseado no IDGA
(Antigeno A) produzido a partir de uma linhagem celular de rim fetal de ovinos (FLK). Essa é
persistentemente inctada pelo BLV e pelo virus da diarréia viral bovina. Devido a necessidade de
importagéo do teste de ELISA, os custos inviabilizam o uso desta técnica em grande escala no pais. Os
objetivos deste trabalho foram: 1. realizar o isolamento do BLV a partir de células mononucleares do
sangue periférico de bovinos naturalmente infectados pelo BLV utilizando a linhagem celular Tbh1lu,
livre de BVDV; 2. produzir um antigeno B a partir dos isolados brasileiros de BLV; 3. comparar 0s
resultados soroldgico obtidos utilizando as técnicas de IDGA e ELISA frente ao antigeno preparado a
partir de uma amostra de BLV brasileira. Para isso, amostras de PBMC de sete animais positivos para
BLV foram utilizadas no isolamento viral em células Tbllu. Quatro amostras foram positivas no
isolamento, posteriormente foi confirmado por PCR. Um isolado foi escolhido para producdo do
antigeno B. Cento e oitenta amostras de campo de duas propriedades positivas para o BVL foram
utilizadas para avaliar os testes. Os antigenos A e B foram menos sensiveis quando comparados com a
técnica de ELISA. Foi possivel realizar o isolamento de amostras de campo de BLV em células Th1lu

e produzir um antigeno B para o teste de IDGA.

Palavras chaves: virus da leucose bovina (BLV), isolamento viral, producdo de antigeno, IDGA, ELISA.
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ABSTRACT

Bovine leukemia virus presents a worldwide distribution and commonly affects dairy cattle causing
economical losses related to increased heifer replacement costs, loss of income from condemned
carcasses of cull cows, reduced fertility and decreased milk production. Diagnostic techniques
recommended by the World Organization for Animal Health (OIE) are agar gel immunodiffusion test
(AGID) and the enzyme linked immunosorbant assay (ELISA). In Brazil there is a commercially
available IDGA test (IDGA-Cm) is based on antigen produced by a fetal lamb kidney (FLK) cell line
persistent infected with BLV and bovine viral diarrhea virus. ELISA tests to BLV are not
commercially available in Brazil, and the cost associated to import process prevents its use in large
scale in the country. The aims of this study were to: 1. isolate BLV from peripheral blood
mononuclear cells from naturally infected cows using the cell line Tbllu, which is BVDV-free; 2.
produce an antigen from Brazilian BLV isolates; 3. compare the IDGA developed in this study with
the IDGA-Cm and the commercially available ELISA. Seven PBMC samples positive for BLV by
reverse-transcriptase PCR were used for viral isolation attempt using Tbllu cell. Four of seven
samples were isolated as conformed by PCR and electron microscopy. One isolate was select for
antigen production and development. One hundred and eighty samples from two field BLV positive.
The antigens A and B were less sensitive compared to ELISA. BLV were successfully isolated from

field samples using the Th1lu cells, and used for the development of a in-house IDGA.

Keywords: leukemia bovine virus, agar gel immunodiffusion, viral isolation, antigen production.
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1- INTRODUCAO

A leucose enzodtica bovina (LEB) é uma doenca contagiosa que afeta bovinos. Ela é causada pelo
virus da familia Retroviridae, sub-familia Oncovirinae (ICTV, 2013), pertencente ao género
Deltaretrovirus conhecido como Bovine Leukemia Virus (BLV).

O virus da leucose enzodtica bovina apresenta distribuicdo mundial. No Brasil ela esta presente em
todo o territério, com maior prevaléncia no gado leiteiro, devido ao tipo de manejo empregado,
proporcionando o aparecimento dos sintomas da doenca.

Uma caracteristica da leucose é que ela pode apresentar longos periodos de incubacdo. Em
aproximadamente 70% dos casos o0 animal apresenta a forma assintomatica, considerada uma fonte
importante de transmissdo e manutencdo do virus. Cerca de 30% dos animais infectados podem
apresentar linfocitose persistente (LP) com aumento dos linfécitos B circulantes no sangue.
Aproximadamente 5 a 10% dos animais, geralmente adultos acima de trés anos de idade, podem
apresentar linfossarcomas com evolugéo fatal.

Os primeiros relatos do isolamento do virus BLV ocorreram na década de 70 e desde entdo, ocorreram
isolamentos do BLV em vérias partes do mundo. No Brasil, até o presente momento, ndo foi
encontrado artigos sobre isolamento do virus BLV a partir de amostras de campo em linhagem celular.

Este trabalho teve como objetivo isolar o virus da leucose bovina a partir do co-cultivo celular de
bovinos naturalmente infectados, e produzir antigeno para exame de Imunodifusdo em gel de Agar.



2 - BIBLIOGRAFIAS CONSULTADAS

2.1 Etiologia

O virus da leucose bovina é um virus oncogénico, linfotropico, pertencente a familia Retroviridae,
subfamilia Oncoviridae. Ele apresenta distribuicdo mundial; é o agente etioldgico da leucose
enzodtica bovina (LEB), que é uma proliferagdo neopléasica de células B (BURNY, et al, 1988;
MORATORIO, et al, 2013).A infeccdo pelo BLV é caracterizada por longo periodo de laténcia e curto
de viremia (JUNIOR, 2001D). A laténcia é uma estratégia viral de escape da resposta do sistema
imune do hospedeiro e permitir o desenvolvimento de tumor (MORATORIO, et al, 2013).

Desde o século XIX existem relatos de sinais clinicos associados com a leucose enzodtica bovina, que
podem ser encontrados na literatura Alemd. Em 1871 Leisering descreveu a presenca de nodulos
amarelados no bago de uma vaca com leucocitose. Trés anos depois, Bollinger descreveu os sintomas
da leucemia bovina e também o estado clinico (RODRIGEZ et al., 2011, JUNIOR et al., 2001).
Acredita-se que a Europa seja o berco da infecgdo e que a doenga tenha origem na regido Memel, na
Prassia Oriental, hoje chamada de Lituania. A disseminacdo da doenca ocorreu através da introducao
de ragas de gado nos paises que eram livres dessa doenca (RODRIGUEZ et al., 2011; JUNIOR et al,
2001). Apos a segunda guerra mundial houve relatos de LEB em quase todos os paises da Europa
Oriental. A doenga foi introduzida nos Estados Unidos da América no final do século XIX por animais
importados da regido do mar Baltico. Os rebanhos Canadenses também foram atingidos com a
disseminagdo da infeccdo. No periodo pds - guerra, a importacdo de animais destas duas regides
disseminou o BLV para o restante do mundo (RODRIGUEZ, et al, 2011, JUNIOR, et al, 2001,
JHONSON and KANEENE, 1992). No Brasil, o primeiro caso descrito foi em 1943 por Rangel e
Machado que fizeram um levantamento de todos os blastomas (tumores) de animais domésticos e
comparou a sua incidéncia no estado de Minas Gerais (RANGEL & MACHADO, 1943).

A maioria dos bovinos infectados (cerca de 70%) ndo apresenta nenhuma alteragdo no nimero total de
linfocitos e nem alteracBes clinicas. Aproximadamente um terco dos animais infectados desenvolve
linfocitose persistente, que é caracterizada pelo aumento do ndmero de linfécitos B no sangue
periférico. Os animais com linfocitose persistente ficam varios anos sem nenhuma alteracéo clinica,
mas podem progredir para o desenvolvimento de tumores (RODRIGUEZ et al, 2011).

O genoma do BLV é composto por varios genes. Dentre esses, 0S genes gag, env e pol sdo necessarios
para a realizacdo da sintese viral (GILLET et al, 2007). O gene gag é codificado pela proteina
precursora Pr **. Este gene codifica trés proteinas a MA (matriz), que liga o genoma viral RNA e
interage com a bicamada lipidica da membrana viral. A proteina nucleopcapsideo (NC) realiza o
empacotamento do RNA gendmico. A proteina do capsideo (CA) parece ser um importante marcador
da resposta imune em animais com lato titulo de anticorpos, sendo a regido onde se encontra a proteina
p24 reconhecida especificamente por linfécitos T (GILLET et al., 2007). O gene pol e codificado pela
proteina precursora Pr145, este gene codifica a transcriptase reversa (RT) presente em todos 0s
retrovirus, porem a RT do BLV apresenta alta fidelidade quando comparada a de outros retrovirus,
levando a menor taxa de erros durante a transcricdo do genoma viral, além disso, esse gene ainda
codifica as proteinas integrase (IN). J& o gene env é codificado pela proteina precursora pr72°", ela é
clivada em duas subunidades a extracelular (SU) conhecida como gp51 e a transmembrana TM. O
precursor Pr’? é encontrado em apenas uma das células filhas da progénie. Esse mecanismo de
auséncia de antigenos virais em uma parte da progénie celular permite a persisténcia do virus no
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hospedeiro. A proteina gp51 é responsavel pela infectividade do virus através da sua ligacdo a um
receptor celular especifico, sendo muito utilizada em testes de diagnéstico (GILLET et al, 2007 .) A
etapa inicial da infeccdo € a formacao de sincicios in vitro sdo resultado da ligacdo da gp51 e gp30 na
membrana celular (ALTANER et al, 1993; JUNIOR, et al, 2001, GILLET et al, 2007).

Além desses genes, 0 genoma do BLV possui uma regido chamada X, composta por quatro genes,
dentre eles os genes tax e rex, que estdo envolvidos na regulagdo transcricional e pés-transcricional,
respectivamente (KERKHOFS, et al., 1998). A figura 1 mostra um desenho esquematico do genoma
do BLV

CCKR R HHOC
COoHC |

s'-l— Gag Pol
pes MA  CA  NC RT RH  INT a1 -3-

Fonte:HTTP://gydb.org/index.php/Element: BLV.
Figura 1: Representacdo do genoma do BLV: Gag e Env: proteinas estruturais. Pol: fun¢do enzimética. Tax e
Rex: regulagéo da trasncrigdo e p6s RH Rnase.

Morfologicamente, as particulas virais variam de 60 a 125 nm de tamanho, sdo formadas por um
nucleoide eletrodenso envolvido por um envelope viral (GILLET et al,2007). Em cultura de leucécitos
a particula viral pode ter de 90 a 120 nm de didmetro, seu capsideo é icosaédrico, com envelope
lipoproteico e genoma de RNA de fita simples com polaridade positiva (JUNIOR et al, 2001;
MURPHY et al, 1999).

Na década de 70 a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida foi utilizada para descobrir quais
proteinas compunham o virus, dentre elas a de maior concentracao, que apresentava 24000 kDa, ficou
conhecida como p24, e a gp51 que é uma glicoproteina (GILDEN et al, 1975).Nos retrovirus as
glicoproteina do envelope sdo responsaveis pela modulacdo da adsorcdo do virus na célula alvo,
determinando seu tropismo e a especificidade viral. Em alguns virus, elas sdo responsaveis pela
inducdo de sincicios celulares (ALTANER et al, 1993; JUNIOR, et al, 2001). A figura 2 mostra
esguematicamente como é uma particula viral com as principais proteinas que o constituem.
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Figura 2: Particula viral.

2.2 Epidemiologia

A leucose enzodtica bovina apresenta uma alta morbidade. Em rebanhos infectados, ela pode atingir
uma prevaléncia de 60 a 90% nos animais (JUNIOR et al., 2001).

O virus apresenta distribuicdo mundial, com prevaléncia alta na America do Sul e Norte, alguns paises
Asiéticos, no Oriente Médio e em toda a Europa, com excegdo dos paises que conseguiram erradicar a
doenca (RODRIGUEZ et al, 2011).

Na América do Sul existem poucos estudos atuais sobre a prevaléncia da BLV, e os valores
encontrados variam muito entre regides, por exemplo, na Argentina, a taxa de animais infectados no
rebanho € de 84% (RODRIGUES et al., 2011). Nos Estados Unidos da América os dados foram
coletados através do Monitoramento de Sadde Animal, levantamento feito em 2007 pelo
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) juntamente com o Sistema Nacional de
Monitoramento em Salde Animal (NAHMS) demonstrou que 83,9% dos rebanhos leiteiros dos
Estados Unidos sdo positivos para BLV (Centro de Epidemiologia e saide animal, outubro de 2007).
Estudos recentes no Canada mostraram que 89% dos rebanhos eram positivos para BLV
(RODRIGUEZ, et al., 2011).

Na Asia a situacdo epidemioldgica é incerta; segundo a Organizacdo Mundial de Satde Animal (OIE),
0 virus da leucose bovina esta presente na Indonésia, China e Mongdlia. Cerca de 5% dos animais de
Camboja e Taiwan sdo positivos para LEB e a taxa de soroprevaléncia no Japdo é de 68,1% no
rebanho (RODRIGUEZ, et al., 2011).
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Em alguns estados brasileiros foram realizados varios levantamentos soroldgicos em rebanhos leiteiros
com o objetivo de determinar a ocorréncia de animais soropositivos para BLV. Os resultados variaram
muito entre os estados, sendo: na Bahia 41%, Minas Gerais 38,7%, Rio de Janeiro 54,3%, Rio Grande
do Sul 23,5%, S8o Paulo 52%, Tocantins 37% (CAMARGOS et al, 2002; FERNANDES, 2007;
MATOS et al, 2005; MEGIAL et al, 2003; POLETTO et al, 2004; ROMERO & ROWE, 1981,
RAJAO, 2008).

Em 1990, Flores e colaboradores realizaram um levantamento soroldgico no estado do Rio Grande do

Sul, utilizando a técnica de IDGA para diagnostico de LEB. Eles encontraram 20,7% de animais
reagentes e 43,7% das propriedades apresentavam animais positivos. Em 1996 também no estado do
Rio Grande do Sul, Moraes avaliou pela técnica de IDGA 39.799 amostras de soro bovino de corte e
leite, provenientes de 4200 propriedades e 172 municipios. Foram encontrados 9,2% de amostras
positivas (3.645), com prevaléncia de 12% de animais e 29% de rebanhos positivos para o estado
(JUNIOR et al, 2001).

2.3 Transmissao

O virus da leucose bovina pode ser transmitido tanto por via vertical quanto horizontal, sendo que a
transmissdo horizontal é a principal forma. Ela é baseada na transferéncia de células infectadas de um
animal infectado para outro susceptivel (GILLET et al., 2007; DIGIACOMO et al., 1985)

O virus livre é muito instavel, mas dentro de células como macréfagos, monécitos e células B, dentre
outras presentes no sangue ou leite, permanece estavel e utiliza esta forma como veiculo de
transmissdo natural. Animais na fase de linfocitose persistente podem apresentar um grande nimero de
células infectadas, sendo esta a fase de transmissdo mais eficiente. Em rebanhos positivos, a forma
iatrogénica, a palpacédo retal, e o uso de luvas contaminadas, sdo as formas de transmissdo mais
comuns (RODRIGUES et al., 2011). Piper e colaboradores (1975) verificaram que a transmisséo
horizontal para leucose bovina ocorre e pode ser utilizada como uma medida de controle para erradicar
a doenca separando os animais infectados dos ndo infectados.

A transmissdo via insetos hematofagos, dentre eles os tabanideos, principalmente a mosca do cavalo
(Tabanus fuscicostatus) podem agir como vetores em regiGes com grandes densidades populacionais
destes insetos. A transmissdo depende do nimero de picadas, da quantidade de sangue retida no
aparelho bucal do inseto apds a alimentacdo, da susceptibilidade dos hospedeiros e dos habitos
alimentares do vetor, em criagcGes nas quais ha pouco espaco entre animais 0s insetos hematdfagos
podem atuar como via de transmissao para BLV (RODRIGUEZ et al., 2011; JUNIOR et al., 2001).

A transmissdo vertical pode ocorrer por via uterina ou oral através da ingestdo de colostro e leite
contendo linfécitos contaminados com BLV. O risco de infec¢do no rebanho leiteiro aumenta durante
o periodo periparturiente (DITTRICH, 2004).
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2.4 Patogénese e Sinais Clinicos

O periodo de viremia pos-infeccdo é considerado curto, ja o periodo de laténcia é longo antes do
aparecimento dos sinais clinicos. Apds 10 a 12 dias as particulas virais estdo presentes na corrente
sanguinea e estimulam uma resposta imune humoral com producdo de anticorpos especificos para as
proteinas p24 e gp51 (JUNIOR et al., 2001; PORTETELLE et al., 1978).

Cerca de 30% dos animais infectados podem apresentar linfocitose persistente, e de 2 a 5% podem
desenvolver linfossarcoma (DOMENECH et al., 2000; JUNIOR et al., 2001).

Os sinais clinicos dependem da localizacéo dos linfossarcomas. A linfoadenomegalia pode ser comum,
mas esta hiperplasia pode ocorrer em linfonodos viscerais. Com frequéncia ocorre invasao do sistema
digestorio, sendo comum no abomaso, gerando obstrugdes e ulceras levando a anorexia, timpanismo
recorrente e perda de peso. A neoplasia na bainha da medula espinhal gera perturbag¢Ges neuroldgicas
como paralisia de membros posteriores, e linfossarcomas no miocéardio resultam em faléncia cardiaca
nos bovinos (JUNIOR et al., 2001; JOHNSON; KANEENE, 1991a).

Os linfossarcomas podem ser encontrados em outros drgdos como rins, Utero e na periferia do nervo
Optico causando exoftalmia. Quando presentes na cavidade abdominal eles podem ser identificados
por palpacdo retal, porém quando se desenvolvem em linfonodos ou outro Orgdo existe uma
dificuldade para realizar o diagndéstico. Os linfossarcomas sdo encontrados com maior frequéncia em
animais entre trés a oito anos de idade, onde geralmente a doenca é fatal (JUNIOR et al., 2001).

2.5 Diagndstico

O diagnéstico clinico pode ser realizado por patologia clinica, pela observacdo do aumento persistente
do numero de linfécitos B (linfocitose persistente) e por sorologia, para a identificacdo de anticorpos
especificos contra os antigenos do BLV.

Segundo da OIE as técnicas utilizadas para a deteccdo do agente sdo: isolamento viral a partir do co
cultivo com PBMC em células de pulméo fetal bovino (FBL) durante trés a quatro dias, onde
apareceram sincicios, ou pelo cultivo do PBMC durante trés dias, para a deteccao dos antigenos p24 e
gp51 no sobrenadante da cultura através das técnicas de imunodifusdo em Agar - gel (IDGA), ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e radioimunoensaio (RIA). Outro método utilizado é a detec¢do de acidos
nucléicos através da técnica de PCR (prova alternativa para o comercio internacional) que detecta o
provirus da leucose bovina. Os iniciadores das regides do gene gag, env e pol sdo descritos na
literatura e podem ser usados no diagnostico. Além disso, eles recomendam o uso da PCR para
confirmar resultado da sorologia quando: forem analisados animais jovens com a presenca de
anticorpos colostrais; em caso de tumor para diferenciar entre linfoma esporadico e infeccioso; casos
com resultado duvidoso no teste de ELISA; novas infeccBes antes que possam ser produzidos
anticorpos contra o virus; analise de animais em centro de analises de descendéncia e em bovinos
utilizados na producgdo de vacinas. As amostras recomendadas para a utilizagéo da técnica de PCR séo
PBMC ou capa leucocitaria (OIE, 2008).

Existem ainda outros exames como o histopatolégico que revela uma distribuicdo caracteristica de
tumores de acordo com a idade dos animais infectados por BLV (JUNIOR et al., 2001). O teste de
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inducdo de formacdo de sincicio é uma técnica utilizada em cultura de células co-cultivadas com
linfécitos de animais infectados com BLV. Esta técnica se baseia na habilidade da gp51, presente no
envelope viral, de induzir a fuséo celular, e ndo sofre interferéncia dos anticorpos colostrais. Por isso,
é um teste Util na identificacdo de bezerros recém nascidos infectados pela via vertical (JUNIOR et al.,
2001; FERRER & DIGILO, 1976).

Os anticorpos contra 0 BLV s6 podem ser detectados por provas sorolégicas entre a terceira e a
décima sexta semana e apds a infec¢do. A presenca de anticorpos maternos pode durar de seis a sete
meses no sangue circulante do bezerro. Pelos testes soroldgicos ndo é possivel distinguir entre uma
infecgdo recente de uma ja pré-existente independente da idade do bovino infectado (OIE, 2008).

A OIE preconiza duas técnicas soroldgicas o IDGA e ELISA para identificar a presenca de anticorpos
contra BLV. No Brasil, teste de IDGA continua sendo o teste ouro, devido a sua praticidade, baixo
custo e a boa especificidade.

2.6 Controle

O conhecimento da patogénese é usado como instrumento para desenvolvimento de estratégias de
prevencdo contra a infec¢do de BLV (RODRIGUEZ et al., 2011).

Vaérias formas podem ser utilizadas para erradicar ou minimizar a transmissao do virus dentro de um
rebanho. Todas iniciam a partir de um levantamento soroldgico para identificar os animais positivos e
negativos. Em um programa de eliminac&o do animal é necesséario mais de um método para identificar
com certeza se um animal € positivo, como IDGA, PCR, dentre outros. O IDGA é um método
eficiente, requer pouco investimento e o rebanho pode ficar livre do virus da leucose bovina quando ha
segregacdo ou eliminagdo dos animais positivos. Porém para que um programa de erradicacdo
funcione é necessaria uma politica de compensacédo, devido a perda do animal positivo, e por isso é
impraticavel em rebanhos médios e grandes; além disso, necessita de vigilancia constante. Esta
técnica de eliminar os animais positivos do rebanho funcionou com sucesso na Europa Ocidental, onde
0s rebanhos sdo pequenos. A Dinamarca foi o primeiro pais a realizar um programa de controle que
erradicasse a doenca. Este iniciou em 1959, a doenca tornou-se de comunicagdo obrigatoria, e todos os
animais diagnosticados como positivos foram eliminados do plantel. Os proprietarios receberam
indenizagdes. A politica de erradicacdo continuou até 1982 (JUNIOR, et al., 2001; DIGIACOMO,
1992). Porém esta pratica é aplicavel apenas em rebanhos pequenos e com baixos indices de
prevaléncia (RODRIGUEZ et al., 2011).

Outra forma de controle é realizar a separacdo dos animais infectados dos demais com distancia
minima de 200m, o que ndo requer abate dos animais, porém necessita de estrutura fisica para separar
os animais infectados dos ndo infectados. Isto gera um aumento do custo de producgéo, e a propriedade
corre o risco de introdugdo de novos animais soropositivos no rebanho se o controle néo for eficiente.
A separacdo dos animais diminui o risco de transmisséo iatrogénica, ou por vetores mecénicos. O uso
de colostro livre de BLV, também é uma medida importante, prevenindo a transmissdo vertical da
infeccdo. Embora essas medidas gerem resultados lentos e em longo prazo, elas sdo satisfatérias,
reduzindo a incidéncia da doenca por bloguear a transmissdo, evitando novas contaminagdes
(RODRIGUEZ et al., 2011; JUNIO et al., 2001, DIGIACOMO, 1992b; JOHNSON; KANEENE,
1991c).
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A adocdo de medidas de biosseguranca e controle para evitar o contato do agente com o animal € uma
boa opcéo para controlar o virus da leucose bovina. O custo é baixo, sem necessidade de eliminacdo
do animal, porém é um trabalho &rduo, requer a cooperacdo de todos os funcionarios envolvidos para
sequir as regras de manejo determinadas, bem como o seu treinamento, e necessita de um longo
periodo para conseguir os resultados (RODRIGUEZ et al, 2011).

A vacinacdo para doengas causadas por retrovirus ainda vem sendo um desafio para muitos
pesquisadores. Em relacdo a leucose enzoo6tica bovina, ndo existem vacina disponivel.

2.7 Importancia econdmica

A infeccdo por BLV pode gerar perdas econdmicas de varias maneiras, como perdas na exportacdo
para mercados que exigem animais livres de infec¢do e custos com diagnéstico. Também ocorre o
descarte prematuro ou morte de animais que apresentam alto potencial genético devido a ocorréncia de
linfossarcoma, e a condenacdo de carcaca em frigorifico com servico de inspecdo sanitaria
(DIACOMO 1992h).

Em um rebanho leiteiro infectado por BLV foi observado que a medida que o nimero de lactagGes
aumenta e a idade do animal a prevaléncia do BLV também aumentava, o teste de ELISA foi realizado
em amostras de leite de varios rebanhos (ERSKINE et al, 2012)

A infecgdo por BLV pode gerar um comprometimento do sistema imune que as vezes pode ocasionar
em uma redugdo na producdo, além do aparecimento de infeccBes secundérias devido a
imunossupressdo, levando a um descarte precoce de animais. Rebanhos infectados por BLV podem
apresentar uma producéo de leite menor com maior taxa de descarte de animais quando comparados a
rebanhos livres de infecgdo por este virus (TRAININ et al, 1996; RAJAO, 2008).

3 - MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras sorologicas

Amostras de sangue periférico foram coletadas de180bovinos de duas propriedades experimentais em
Minas Gerais. Destas amostras, 73 sdo de animais da Fazenda Experimental X e 107 de animais da
fazenda Experimental Y.

As amostras de soro bovino foram coletadas por puncéo venosa da veia caudal, com tubo de sete ml
sistema de vacuo (Vaccuntainer - fabricante) sem anticoagulante. As amostras foram colocadas em
estantes para diminuir o atrito em caixa de isopor sendo encaminhadas sob refrigeracdo 8°C para o
Laboratorio de Retroviroses do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, da Escola de
Veterinéria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). As amostras foram centrifugadas a
2359 g por 10 minutos a 4°C, em centrifuga refrigerada. Os soros foram aliquotados e identificados.
Uma parte foi utilizada para realizacdo do exame de Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA) e a outra
foi armazenada a - 20°C para uso posterior.
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3.2 Teste de Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA) com antigeno comercial - A

Todas as amostras soroldgicas foram submetidas ao teste de IDGA (MILLER et al., 1981) para
diagnostico de leucose bovina, com o antigeno comercial TECPAR, que serd chamado de antigeno A
gue apresenta a proteina gp 51 neste trabalho. Para isto, foram utilizadas placas de petri com didmetro
de 90 X 15 mm contendo 20 ml de Agar Noble' diluido em tamp&o como descrito pelo fabricante.
Apos a solidificacio do Agar, em cada placa de petri foram feitas sete rosetas com o auxilio de um
perfurador padrdo com sete furadores de trés mm de didmetro, sendo um central e seis periféricos,
distanciados trés mm entre si. O antigeno e o soro padrdo comercial utilizados, foram hidratados com
um ml da solucéo diluente fornecida no kit e usados somente ap6s a completa diluicdo dos mesmos
conforme instrugbes. Foram pipetados 25 pl de todos os componentes: soro padrdo, antigeno e
amostras. Na figura 3, é apresentado um desenho esquematico de disposicdo das rosetas na placa de
petri. O poco vermelho representa o local onde o antigeno foi adicionado. Os pogcos em verde
representam o soro padrdo e 0s pogos em azul representam as amostras a serem testadas, trés por
placa.

@ Antigeno
© Soro padrao
@ Amostras

Figura3: Desenho esquematico da placa utilizada para o exame de IDGA.

' Agar Noble marca Difco.
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As placas foram incubadas em uma cdmara Umida com azida sodica a 1% para evitar a desidratacdo e
o0 aparecimento de fungos, pelo periodo de 72 horas a temperatura ambiente. A leitura no foco de luz
foi feita 48 e 72 horas apo6s a realizacdo do teste. A fim de evitar erros na analise dos resultados, a
leitura foi realizada por trés pessoas. As amostras que apresentaram resultados inconclusivos foram
repetidas.

3.3 ELISA

Todas as amostras sorolégicas foram testadas no ELISA comercial da marca IDEXX (QUAL
DELES), para detecgdo de anticorpos anti — gp51 do virus BLV, conforme instrucdes do fabricante. A
leitura foi realizada no leitor de ELISA’no comprimento de 450nm. Os resultados obtidos foram
digitados no programa EXCEL e calculados a partir da seguinte formula: S/N (%) = 100 X
Absorbancia da amostra/ média da absorbancia do controle negativo, seguindo as recomendagdes do
fabricante.Para validar o teste, a média da absorbancia do controle negativo deve ser maior ou igual a
0,600 A S/CN.

3.4 Isolamento viral

Para o isolamento viral, foram escolhidos animais dos dois rebanhos com resultado positivo no teste
de IDGA e que apresentavam critérios importantes relacionados com a doenga, como idade e
aparecimento de lesdes caracteristicas.

Foram selecionados cinco animais da fazenda X, e dois da fazenda Y, que apresentavam anticorpos
contra o virus da leucemia bovina. Dois animais da fazenda X que eram negativos na sorologia pelo
exame de IDGA, foram usados como controle negativo do isolamento.

A linhagem celular utilizada no isolamento viral foi a Th1lu (linhagem epitelial de pulméo de morcego
da espécie Tadarida brasilienses) ATCC, CCL-88, pois esta linhagem é susceptivel ao virus da
Leucemia bovina (GRAVES & FERRER, 1976). A célula foi mantida aderida em garrafa plastica com
area de 75 cm®. O meio utilizado foi 0 Meio Essencial Minimo de Eagle*suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB), 1% (8 pg/ml) de antibidtico (penicilina / estreptomicina) e 0,5%
(2,5pg/ml)de anfotericina B para propagacdo celular. As garrafas foram incubadas a 37°C e atmosfera
a 5% de CO,".

No dia anterior a inoculacdo, foram preparadas placas de seis pogos com a linhagem celular Thllu. A
concentracdo celular utilizada por placa foi de 60.000 células por cm? distribuidos em meio MEM com
10% de SFB e suplementos. Cada poco da placa recebeu trés ml da suspensdo celular. As placas foram
incubadas em estufa a 37°C e atmosfera a 5% de CO, pelo periodo de 24 horas.

De cada animal selecionado para o isolamento viral, foram coletados cinco tubos com sangue total de
4,5 ml por animal pelo sistema de vacuo (vaccuntainer) com o anticoagulante EDTA. As amostras

? Marca Thermoplate.
* MEM Gibco.
* Thermo Scientific, series 11 Water Jacket CO2 Incubator.
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foram encaminhadas para o laboratério de Retroviroses do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva, sendo centrifugadas a 624 g por dez minutos a 4°C, para a separacao dos glébulos brancos,
hemécias e plasma.

A técnica utilizada para extracdo de leucécitos foi a de ficoll (KENYON & PIPER, 1977), com
algumas modificacdes foram realizadas. Foi utilizada apenas a camada leucocitéria, também chamada
de papa de leucdcito (PL) que foi coletada com o auxilio de uma pipeta monocanal de um ml e
transferida para um tubo conico de plastico de 15 ml, sendo um por amostra. A PL foi diluida com
meio MEM na proporcéo de 1:1 volume/volume. Em outro tubo foi adicionado ficoll em volume igual
ao da diluicdo obtida de cada amostra. A diluicdo da PL foi adicionada lentamente sobre a camada de
ficoll. Todas as amostras foram centrifugadas a 624 g por 30 minutos a 4°C. A camada de leucdcitos
formada foi recolhida; transferida para outro tubo e adicionado o0 mesmo volume de meio MEM. Estas
amostras foram homogeneizadas e centrifugadas na velocidade de 624 g por dez minutos a 4 °C.
Depois o sobrenadante foi retirado de cada tubo e o precipitado celular formado foi novamente
ressuspendido em um novo meio MEM com volume final de dois ml por amostra, este procedimento
foi repetido duas vezes. O sobrenadante foi descartado e o precipitado celular ressuspendido em dois
ml de meio MEM com 5 % de SFB.

Para a contagem de células vidveis em cada amostra, a dilui¢do utilizada foi de 1:10 com azul de
tripan, conforme descrito anteriormente.

A confluéncia da monocamada celular de Tbhllu foi de 80 a 90%, no momento da inoculagéo. Foi
realizado um co-cultivo celular, e todos os inéculos de PL testados foram ajustados para a
concentragdo de um milhdo de células por ml, sendo inoculados 500pl por pogo. Cada amostra foi
feita em duplicata e passou pelo periodo de adsor¢éo de uma hora a 37°C e 5% CO,,

As placas foram incubadas em estufa de CO, a 37°C pelo periodo de sete dias, sendo realizadas
observacOes diarias para avaliar a confluéncia celular, presenca de toxicidade da amostra e/ou
presenca de efeitos citopaticos, especialmente sincicios. O acompanhamento de efeito citopatico nas
amostras foi realizado até a quinta passagem celular. Apdés a realizagdo do co-cultivo, a passagem das
células inoculadas foi realizada a cada 72 horas. As amostras que apresentaram efeito viral diferente
do esperado, ou a auséncia de efeito citopatico foram descartadas do experimento. Apenas as amostras
que apresentaram somente sincicios foram selecionadas e foi realizado um congelamento de cada
isolado. Para isto, foi realizada a passagem da célula infectada com as amostras isoladas de campo
como descritas anteriormente, porém na etapa da tripsina, esta foi retirada por completo da
monocamada celular. Quando as células soltaram da monocamada celular, elas foram ressuspendidas
em 5 ml de meio MEM e homogeneizadas cinco vezes para que ocorresse a prefeita individualizacéo
das células. A concentracio da suspensdo celular foi ajustada para 2,0 x 10° utilizando o soro fetal
bovino a 10%. Ap6s o ajuste, foi acrescentado DMSO estéril>. A suspensdo celular foi distribuida em
criotubos previamente identificados pelo nimero do indculo, e estocadas no freezer -80°C por 24
horas. Posteriormente transferidas para o nitrogénio liquido.

> Marca Sigma.
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3.5 Extracdo de DNA e amplificacdo de PCR

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada para confirmar o isolamento do BLV em
células Thllu e a auséncia de particulas virais nas duas amostras de animais negativos. Foi utilizado o
kit comercial de extracdo Qlamp® DNA BloodMini kit (QIAGEN )- sangue, e kit comercial de
extragio Qlamp®DNAmMini kit (250) da QIAGEN — tecido e célula, de acordo com as instrugdes do
fabricante.

Foi utilizada a regido do gene tax do virus BLV. Todos os primers foram desenhados e selecionados
através do programa Primer3web version 4.0.0. A escolha da regido tax foi por esta ser bem
caracterizada e conservada em termos de variabilidade genética no virus. Ela esté relacionada com a
expressao e replicacdo do BLV, além de participar da infectividade viral e patogenia do virus (WU, et
al; 2003).

As sequéncias dos primers utilizados para a regido TAX foram: foward: CGA GAC CCA CCG TAT
CAA CT e reverse: TTC GGA CCA GGT TAG CGT AG. A Taq utilizada foi a Gotaq Green Master
Mix®. A reacdo do MIX para cada amostra tinha o volume final de 25 ul, dos quais era composta por:
13,5 ul de agua, 2,5 ul de Taqg Buffer 10X, 1,0 pl de MgCl,(25mM), 2 ul de cada primer TAX (10
pmoles/ul), 0,2 ul de Gotaq, 0,5 pl de dNTP (10 mM) e 150 ng/ul de DNA. As amostras foram
encaminhadas para o termociclador (Applid Biosystems, veriti 96 well) para a amplificacdo do
material genético desejado. A PCR consistiu de: 95°C por cinco minutos, 35 ciclos compostos pelas
etapas de 95°C por 30 segundos para desnaturacdo, 50°C por 30 segundos para anelamento, 72°C por
30 segundos para extensdo, e para extensdo final a 72°C por sete minutos.

Todos os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% com 0, 001% de
brometo de etidio para visualizagdo dos produtos. As bandas do gel foram visualizadas através de um
transluminador com exposic&o a luz ultravioleta, fotografada no sistema de fotodocumentagio de géis®
e analisado por comparacéo a um marcador de peso molecular de 100pb°. O amplificado esperado da
regido TAX era de 697pb.

3.6 Producéo do Antigeno para Leucose Bovina a partir da amostra isolada de campo

O protocolo utilizado para a produgdo do antigeno foi o do laboratdrio de Retrovirose da Escola de
Veterindria DMVP/UFMG. Para testar o funcionamento do protocolo a producéo de antigeno inicial
foi realizada com a linhagem FLK.

Para a producdo do antigeno para Leucose bovina foi escolhida a amostra isolada de um animal da
Fazenda X, devido ao grande nimero de sincicios que esta amostra apresentava na monocamada
celular. A linhagem celular infectada pelo virus de campo isolado foi repicada em varias garrafas
plasticas de tamanho A175 cm’e em garrafas de vidro de &rea 300 cm?, sendo realizados em etapas
diferentes. Todas as garrafas com a monocamada celular infectada foram congeladas a —20°C e
descongeladas a temperatura ambiente. Este procedimento foi repetido trés vezes para rompimento da
membrana celular e consequente liberacdo de particulas virais para o sobrenadante. O mesmo
procedimento foi realizado para producdo de um antigeno apenas com a linhagem celular para
comparar possivel reacdo cruzada de anticorpos contra proteinas presentes na linhagem celular.

® L-PIX da Loccus Biotecnologia.
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Foram recolhidos 200 ml da suspensdo celular das garrafas inoculadas em um béquer de 1 litro para
gue a amostra ficasse homogénea, depois foram fracionados em tubos e centrifugados a 2359 g por 30
minutos a 4°C para clarificagdo. Apos este procedimento, o sobrenadante foi recolhido em um béquer.
Para cada ml do sobrenadante coletado, foi adicionado 0, 314 gramas de sulfato de amonio PA. O
sulfato de aménio foi adicionado aos poucos ao sobrenadante, que se encontrava sob agitacdo por
barra magnética em uma camara frigorifica a 4°C. O material ficou sob agitacdo por duas horas para
que houvesse a precipitacdo das proteinas presentes na solucdo. ApOs esta etapa, 0 material foi
centrifugado novamente a 4°C por 4754 g por 30 minutos.

Apos centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o precipitado formado no fundo do tubo foi
ressuspendido entre um a dois ml de &4gua destilada, variando de acordo com o volume de precipitado
obtido. A suspensdo foi transferida para uma membrana de dialise da marca Millipore com 20 mm de
didmetro previamente tratada segundo as recomendacdes do fabricante. Este modelo de membrana
retém proteinas a partir de 12.000 kDA. A membrana foi presa nas extremidades e colocada em um
recipiente contendo tampdo salina fosfato 1 X (PBS 1X). O volume utilizado de PBS 1X foi de seis
litros, sendo que este foi trocado ap6s dez horas. A membrana ficou neste recipiente sobre agitacdo
lenta em um agitador magnético por 18 horas a 4°C.

Apos o procedimento de didlise, a membrana foi retirada do aparato e colocada em um cuba pléstica
contendo polietileno glicol 6000 (PEG 6000) da marca SIGMA-ALDRICH (EUA), para que ocorresse
a concentracdo do antigeno formado. A membrana permaneceu no PEG por um periodo de uma hora e
30 minutos a duas horas variando de acordo com o volume presente dentro da membrana, para que o
volume final fosse reduzido oito vezes o inicial. O antigeno foi recolhido da membrana e foi
adicionado 10 pl de inibidor de protease (marca SIGMA) para cada ml de antigeno, para que este ndo
fosse degradado.

Para testar o antigeno produzido, foi realizado um gel de Agar Noble na concentracdo de 0,8% em
tampéo fosfato pH 7,2. Esta mistura foi aquecida em microondas até dissolu¢do completa do Agar no
tampdo, evitando a fervura. Foram pipetados 20 ml do Agar na placa de petri. Apds endurecimento do
gel, este foi furado com o perfurador com roseta especial para leucose como descrito anteriormente, no
preparo do teste comercial. O antigeno foi testado em varias dilui¢des na base dois pela técnica de
IDGA 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 e 1/64. A partir da posicdo 1 foi pipetado 25ul do antigeno bruto e
demais diluigdes na ordem crescente, no pogo central foi adicionado um soro sabidamente positivo
para Leucose. A placa foi incubada em camara Umida por 72 horas, sendo observada diariamente
contra um foco de luz. O objetivo destas diluicbes era saber qual seria a diluicdo trabalho. Apds
escolhida a diluigcdo, o antigeno produzido com a amostra isolada de campo do virus da Leucose
Bovina foi testado contra 20 soros de campo previamente coletadas e testadas pelo antigeno A, sendo
10 positivas e 10 negativas.

3.7 Eletroforese de Proteina (SDS-PAGE)

Todos os antigenos produzidos e o antigeno comercial foram testados em gel de poliacrilamida, para
avaliar quais eram as proteinas presentes no antigeno.

A concentracdo de cada amostra de antigeno foi mensurada pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976) para quantificar a concentragdo das proteinas. Os valores encontrados foram diluidos para obter
a concentragéo final de 10ug/pl.
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Apbs a diluicdo, as amostras foram preparadas para serem aplicadas em gel de poliacrilamida. Para
isto, foi pipetado em um microtubo de 600ul: 30ul de PBS 1X, 10ul da amostra na concentracdo de
10ug/ul, e 20ul do tampéo de corrida da amostra para proteinas desnaturadas na concentracdo de 2X.
Este tampdo foi preparado com 3 ml da solucdo de Tris HCI 0,5M pH 6,8 (6 gramas de Tris para
100ml de agua destilada), 2,4 ml de Glicerol, 4,8 ml de SDS 10%, 0,6 ml de azul de bromofenol a
0,2% e 1,2 ml de beta-mercaptoetanol. Os microtubos foram aquecidos em ebulicdo por 10 minutos.

O gel utilizado para a corrida foi o Amersham™ ECL™ Gel 4% gel de empilhamento e 12% gel de
corrida. Em cada poco do gel foi pipetado dez microlitros de cada amostra, numa canaleta foram
pipetados cinco microlitros do padrdo de peso molecular BanchMark com faixa de 10 a 220 kDA. A
corrida foi realizada segundo as instrucbes do fabricante e o gel foi corado pela coloracdo de
Coomassie Bleu 0,2%, preparado a partir de 1,25¢g de Comassie blue R250, 225ml de metanol, 45ml
de &cido acético glacial e 225ml de &gua destilada. O gel foi corado por trinta minutos nesta solugdo
sob agitacdo. Posteriormente foram realizadas varias lavagens do gel com a solucdo descorante
composta por: 45 ml de etanol, 90 ml de &cido acético glacial e 850 ml de agua, até obter total
descoloragéo.

3.8 Microscopia Eletronica de Transmissdao (MET)

Neste trabalho foi utilizada a técnica de microscopia eletronica de transmissdo para avaliar a presenga
e as caracteristicas morfoldgicas do virus da leucose bovina na amostra isolada utilizada na producao
do antigeno. A técnica de Flat embedding ou inclusdo plana (JORGE e CASTRO, 2000) foi escolhida
para ser utilizada pela possibilidade de inclusdo em resina apenas da parte de interesse, que neste
trabalho era a presenca de sincicios na monocamada celular da amostra viral selecionada para a
producdo do antigeno. A linhagem celular Thllu foi utilizada como controle negativo e a linhagem
celular FLK persistentemente infectada como controle positivo (DITRICH, 2004; TROIANO et al,
2012).

As celulas Thllu infectadas pela amostra utilizada na produgéo do antigeno, a linhagem celular FLK e
Tb1lu ndo infectada foram crescidas em placas de petri de vidro de 15 cm de didmetro na concentragdo
de 60.000 células por cm?, em meio MEM com 10 % SFB, 1% de P/S e 0,5% de anfotericina B. As
placas foram mantidas em estufa de CO, a 37°C e 5%CO,. Apds 24 horas, as placas foram fixadas
com trés ml da solugdo de glutaraldeido em tamp@o cacodilato 0,1M. As placas ficaram armazenadas a
4°C por 24 horas. Apos este periodo, o fixador foi retirado e adicionaram-se trés ml de tampdo
cacodilato, que ficou na monocamada celular até a entrega das amostras no Centro Microscopia
Eletrénica da UFMG para serem preparadas por técnicas especificas até o procedimento de leitura.

3.9 Analise Estatistica

Para analisar se ha diferenca na sensibilidade clinica dos diferentes diagndstico foi utilizado o teste de
McNemar’s. O indice kappa foi usado para determinar a concordancia entre os resultados
positivos/negativos entre as técnicas utilizadas. A forca de concordancia foi descrita< 0,2
concordancia pequena, 0,2 a 0,4 concordancia favoravel, 0,4 a 0,6 concordancia moderada, 0,6 a 0,8
concordéncia consideravel (alta), > 0,8 concordéncia perfeita (LANDES and KOCK, 1977).0
programa utilizado foi o GraphPadh.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Isolamento viral

A técnica de isolamento é um método direto utilizado para o diagndstico em virologia, sendo
considerada a mais especifica. A principal vantagem desta técnica é a possibilidade confirmar a
presenca do agente na célula, além de poder usar o virus isolado em futuras caracterizacGes e testes de
diagnosticos (PEREIRA E COSTA, 2008).

Das sete amostras positivas na sorologia escolhidas para realizar o isolamento viral a partir do PBMC,
apenas quatro apresentaram sincicios, sendo trés amostras da fazenda X e uma da fazenda Y.

As duas amostras negativas testadas ndo apresentaram efeito citopéatico caracteristicos do virus da
leucose bovina, que & promovido pela presenca de algumas proteinas virais como a gp51. O
isolamento do virus desses animais funcionou como controle negativo deste experimento, pois
demonstrou que a presenca dos sincicios observados na monocamada celular do isolamento com
animais positivos na sorologia indicavam a presenca do virus da leucose bovina.

As alteracbes morfoldgicas na monocamada celular variaram de acordo com o inoculo de cada animal
testado. Estas alteracOes foram observadas a partir da segunda passagem celular apos a inoculagéo das
células periféricas mononucleares. Nas amostras que apresentaram sincicio as células ficaram mais
aglomeradas, com formacdo de uma “massa celular” parecida com tumor bem demarcada ao longo da
monocamada celular, como pode ser observado na figura 4. Essa alteragdo morfologica ocorre na
presenca de virus oncogénicos como o da leucose bovina (KNIPE & HOWLEY,2007).

O surgimento de sincicios foi observado a partir da quarta passagem celular em todas as amostras
testadas. Nos primeiros sincicios que apareceram na monocamada, foi contado o nimero de nucleos de
cada sincicio e somente eram considerados como efeito citopatico aqueles que apresentavam mais de
cinco ndcleos. Os sincicios aumentaram em ndmero e tamanho a medida que novas passagens
celulares foram realizadas. Todas as amostras isoladas foram repicadas a cada 72 horas e através da
visualizagdo diéria ao microscopio optico, foi observado o aumento do numero de sincicios em
quantidade e tamanho, até ficarem constantes. Esse resultado ja era esperado, conforme os relatos de
Graves e Ferrer (1976), que realizaram isolamento do virus da leucose bovina a partir de células
periféricas mononucleares de uma vaca com linfocitose. Eles testaram o isolamento do virus em véarias
linhagens celulares, inclusive a Th1lu, a mesma utilizada neste experimento. Esses autores verificaram
um aumento progressivo do numero de sincicios nas quatro primeiras semanas. Na sexta semana
houve diminuigdo do nimero de sincicios, permanecendo constante até a vigésima segunda semana.
Ainda neste trabalho, Graves e Ferrer (1976) concluiram que os sincicios e células infectadas
apareciam primeiro nas passagens celulares e so posteriormente era possivel detectar particulas virais
em outras técnicas como a de PCR.

Ao realizar a PCR das amostras nas passagens iniciais ap0s o surgimento do sincicio, ndo foi possivel
detectar banda em todas as amostras testadas. Porém, & medida que o nimero de passagem celular foi
aumentando foi possivel detectar a presenga do DNA proviral em todas as amostras testada. Estes
resultados sugerem que seja estabelecido um nimero minimo de passagens celulares das amostras
inoculadas para a realizacdo de outras técnicas para detectar a presenca de particulas virais ou a
presenca de DNA proviral.
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Das trés amostras da fazenda X, uma foi descartada devido ao aparecimento de outro efeito citopéatico
viral, que surgiu na décima passagem celular, este efeito viral era semelhante ao do Herpesvirus
Bovino tipo | que causa a doenca Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR). O efeito citopatico observado
foi a formagdo de estruturas semelhantes a “cachos de uva” na monocamada celular, com destruicdo
da mesma (ROCHA, 1999). Este efeito ndo era compativel com infeccdo por Retrovirus, como pode
ser observado na figura 5. Mesmo ap6s visualizacdo deste efeito citopético, foi realizado mais um
repique celular, porém houve destruicdo de toda a monocamada celular pela presenga do outro virus.
Infelizmente a possibilidade do aparecimento de outro virus ja era esperada, pois 0s animais da
fazenda X escolhidos para a realizacdo do isolamento viral apresentavam idades superiores a cinco
anos de idade, além disso, sabe-se através do historico da fazenda, que existem animais infectados
com o Herpesvirus Bovino tipo 1 e o virus Bovine Viral Diarrhea Virus. Frangoloso e colaboradores
(2008) realizaram um estudo da prevaléncia de animais de gado leiteiro de uma regido Rio Grande do
Sul para Leucose bovina, Diarréia viral bovina, Rinotraqueite bovina e Neosporose bovina. Eles
avaliaram 26 propriedades, em 10 delas eles encontraram animais positivos para BLV e BVDV e
BoHV, ou seja é possivel que ocorra co-infeccdo entre esses virus em rebanho leiteiro.

Figura 4: Célula Thllu inoculada com PBMC da fazenda X, aparecimento da massa celular com
morfologia diferente da monocamada celular na segunda passagem celular ap6s infeccdo. Aumento de
100X no microscénio éotico.

DTS

Figura 5: Efeito citopatico que surgiu na décima passagem celular apés inoculagdo do PBMC de um
animal infectado com VLB em uma das amostras isoladas da fazenda X. Aumento de 100X no
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A figura 6a mostra o controle negativo utilizado no experimento, a monocamada da linhagem celular
Tbllu corada pela coloragdo de May-Grunwald-Giemsa no aumento de 200X. Nesta figura, pode-se
observar que a morfologia da célula € epitelial e que ndo ha presenca de sincicios na monocamada.

A figura 6b representa uma das amostras na qual foi possivel realizar o isolamento viral na décima
passagem celular pos-inoculagdo. Esta foi corada pela coloragdo de May-Grunwald-Giemsa, para
evidenciar a presencga dos sincicios na monocamada celular. Nela pode ser visualizada a presenca de
10 sincicios com varios nucleos em apenas um campo. Nos sincicios maiores, 0s nucleos estéo
corados em roxo e o citoplasma em azul claro. Além disso, podem ser observados pequenos
agrupamentos de trés nucleos em varios pontos da monocamada celular, e, se comparado com o
controle negativo presente na figura 4a, a morfologia celular esta alterada, pois as células se encontram
mais arredondadas e desorganizadas, com presenca vacuolos citoplasmaticos (CALAFAT and
RESSANG, 1977). Essas alteracOes so6 foram observadas apés a colora¢do da monocamada celular.

Na figura 7 pode ser vista a amostra positiva escolhida para a producdo do antigeno na quinta
passagem celular apds a infeccdo por co-cultivo com PBMC para isolamento viral a partir de um
animal de campo. A seta em vermelho indica a presenca de um sincicio sem coloragdo, no aumento de
200X. Isto sugere que, para avaliar as alteracbes morfoldgicas do BLV na monocamada celular, a
melhor opcéo é, apds coloragdo da mesma, que evidencia estruturas celulares como o nucleo e
citoplasma; facilitam a contagem dos nucleos e visualizagdo dos sincicios presentes. A amostra em
apregco foi escolhida para a producéo do antigeno. Apesar de estar representada apenas uma amostra do
isolamento viral, todas as outras apresentaram as mesmas caracteristicas em termos de efeito
citopatico. Esta amostra continuou a ser repicada a cada 72 horas para a produgdo de antigeno, e
sempre foi observada a presenca de sincicios durante todo o periodo de multiplicag&o celular.

Figura 6: A - Controle negativo do isolamento BLVna linhagem celular Th1lu, aumento de 200X . B -
Presenca de varios sincicios na monocamada celular. Amostra do animal 41 da fazenda X, coloracéo
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Figura 7: Foto de um sincicio de uma amostra isolada de campo sem coloragdo. Aumento de 200X.

A amostra da fazenda Y apresentou sincicio a partir da terceira passagem celular, sendo que na oitava
passagem era possivel ver pelo menos um sincicio por campo. Porém, na décima passagem o numero
de sincicios comegou a diminuir e as células ndo apresentavam um bom crescimento. Mesmo com o
aumento do soro fetal bovino para 15% ndo foi possivel prosseguir com o repique, e foi descartada a
possibilidade de produzir o antigeno com esta amostra.

Vérias podem ser as hipdteses que levaram a este resultado. Um fator que pode ter levado a
diminuicdo do nimero de sincicios seria devido ao fato de apenas uma subpopulacdo de células, serem
capazes de realizar a transcrigdo viral em cultura de célula. Graver e Ferrer (1976) observaram este
fato em células de ovino e caprino infectadas por BLV, alem disso, eles acreditam que possa existir
um inibidor viral nessas culturas como interferon quando € utilizado o co-cultivo de células linféides
de bovino. Mas na linhagem Th1lu eles observaram um aumento progressivo no nimero de particulas
virais, 0 que aconteceu com todas as amostras isoladas de campo neste trabalho. Outra hipotese seria
devido a variacdo do numero de particulas virais presentes nos linfocitos circulantes e a sua
capacidade de realizar a transcri¢do viral. Wu e colaboradores (2003) analisaram a transcrigéo in vivo
dos virus da leucose bovina e da imunodeficiéncia bovina, e ndo encontraram nenhum RNA viral nem
proteina viral do BLV em linfécito isolados de PBMC por técnicas sorologicas. Porém ao analisar por
RT-PCR, para a regido TAX/REX eles detectaram uma baixa frequéncia de RNA viral, 1/2000 a
1/50000 em células leucocitarias de animais infectados por BLV. Esses dados demonstraram que BLV
infecta todas as subpopulagdes de PBMC, porém os virus s6 conseguem realizar a transcricdo em
células B. Além desses fatores, os animais da fazenda X apresentavam idade acima de cinco anos e o
animal da fazenda Z apresentou linfocitose persistente aos trés anos de idade, 0 que ndo é uma
caracteristica comum da doenga.

Devido a esses fatores apresentados, foram realizadas as técnicas de microscopia eletrénica, para
estimar a quantidade de particulas virais presentes, bem como a sua morfologia e PCR da regido TAX
para confirmar se realmente o efeito citopatico observado era referente ao isolamento do virus da
leucose bovina.
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4.2 PCR: confirmacéo do isolamento

Todas as amostras que apresentaram sincicio no isolamento viral, apresentaram bandas na altura de
697 pb, indicando que houve amplificacdo do fragmento desejado. O controle negativo da reagdo, que
era agua ultra pura e o controle positivo (célula FLK infectada) funcionaram conforme esperado. A
figura 8 mostra um gel de agarose com as amostras isoladas de campo.

Figura 8: Foto de um gel de agarose para a regido TAX do virus da Leucose bovina. Na primeira canaleta esta o
padrédo de peso molecular, na segunda o controle positivo, na terceira amostra de PBMC de isolado de campo
positivo pela técnica de IDGA, na quarta amostra o controle negativo da reagdo de PCR, na quinta amostra de
PBMC de um animal negativo na técnica de IDGA, sexta ndo havia nenhuma amostra, sétima, oitava, nona,
décima sdo todas amostras de campo, isoladas na linhagem celular Thllu amplificados por PCR para regiao
TAX.

Os resultados obtidos na PCR corroboraram com os encontrados no isolamento viral, ou seja, 0
controle negativo (PBMC de um animal negativo na sorologia), o controle positivo (linhagem celular
FLK) e amostras isoladas de campo, apresentaram os mesmos resultados independente das técnicas
utilizadas, servindo como confirmacao dos resultados que ja eram esperados.

4.3 Microscopia Eletronica

As formas mais utilizadas para visualizacdo de particulas virais sdo a microscopia eletrénica de
transmissdo, que permite a visualizagdo de organelas internas do objeto em estudo, e a microscopia
eletronica de varredura, que permite a visualizagdo da parte externa do objeto estudado em trés
dimensGes (PEREIRA E COSTA, 2008).

A célula Tbllu infectada pelo virus de campo foi fixada na sétima passagem celular. Ja as linhagens
FLK infectada por BLV e Thllu que era o controle negativo, nas passagens 64 e 72 respectivamente.
O tempo para realizar a fixacdo de todas as linhagens testadas foi de 24 horas ap6s repique celular.
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Este tempo foi determinado, pois, nos trabalhos de Kettmann e colaboradores (1994) e Lhames e
colaboradores (2001) eles detectaram que nas células cultivadas in vitro, a presenca de proteinas e
particulas virais sdo detectadas inicialmente entre trés a seis horas ap6s passagem da célula. Porém, as
particulas virais estdo presentes em maior quantidade entre 24 e 48 horas ap06s a adesao da célula na
superficie utilizada para crescimento da monocamada. Por isso, foi utilizado o tempo de 24 horas para
a realizagéo da fixacdo das amostras.

Tanto na linhagem celular Tbllu infectada com o BLV e na linhagem FLK foram observadas
alteracBes no citoesqueleto. Este se apresentava mais desorganizado quando comparado ao controle
negativo, sendo esta uma caracteristica da presenca de infeccdo viral. Outras alteracdes foram
observadas nas células infectadas com virus, como: cisternas aumentadas dos reticulos
endoplasmaticos e presenca de grande quantidade de ribossomos no citoplasma, ambos sdo indicios de
intensa sintese de proteinas, além da presenca de particulas virais.

A maioria das particulas virais foi visualizada extracelularmente. A linhagem FLK, controle positivo,
corresponde as figuras 9. Na figura 9a pode ser visto um grupo de particulas extracelular, juntamente
com restos celulares e citoesqueleto, isto ja era esperado, pois Calafat e Ressang (1977) encontraram
nas linhagens celulares estudadas agrupamentos de particulas virais de BLV no espaco extracelular.
Esses autores também observaram vesiculas citoplasméticas contendo no seu interior particulas virais.
Nas amostras visualizadas neste experimento ndo foi possivel identificar nenhuma vesicula intracelular
com particulas virais. Foi observada uma grande variagdo no nimero de particulas por campo, que
pode ser devido ao plano de corte realizado durante o preparo da amostra. Porém Llames e
colaboradores (2001) encontraram varias particulas virais proximos a restos celulares como foi
encontrado neste trabalho, e a justificativa seria que quando as particulas virais sdo liberadas da célula,
ocorre uma degeneracdo da estrutura celular e ndo encontraram particulas virais dentro de vacuolos
citoplasmaticos.

A figura 9b apresenta um pequeno grupamento de quatro particulas virais de tamanhos diferentes no
meio extracelular préxima a areas sugestivas de brotamento viral, pois a membrana celular
apresentava-se descontinua. E particulas virais no citoplasma celular com morfologias semelhantes a
das particulas externas, além da presenca de organelas como mitocondrias, reticulo endoplasmaético e
ribossomos. Estas alteragfes também foram encontradas por Ressang e Calafat (1977).

A linhagem celular FLK apresentou maior nimero de particulas virais imaturas, quando comparada a
amostra isolada de campo como pode ser observado na figura 9c, durante a secdo de microscopia
eletrbnica, varios campos semelhantes a este foram visualizados. Calafat e Ressang (1997) observaram
maior numero de particulas virais em cultivo rapido de células leucocitarias do que em linhagens
continuas. Algumas areas da membrana plasmatica celular apresentaram-se descontinuas, sendo estas
areas sugestivas de brotamento viral, como pode ser visto em todas as figuras. Foram encontradas
particulas virais de tamanhos e formas variaveis, como podem ser visualizadas na figura 9a. Outros
trabalhos mostram que existe uma grande variacdo no tamanho (de 75 a 150nm) e forma, e que estas
alteraces morfoldgicas podem estar relacionadas coma fase em que o virus se encontra, pois ao sair
da célula as particulas virais sdo imaturas, e estas podem apresentar ndcleo esférico grande
(CALAFAT & RESSANG, 1977; LLAMES et al, 2001).

As figuras 10a e 10b sdo micrografias do controle negativo da linhagem celular Tbllu, as
setas indicam organelas como mitocondria, reticulo endoplasmatico, complexo de golgi e
membrana nuclear. Em nenhuma micrografia do controle negativo foi visualizada particula
viral. Este foi o Unico controle negativo possivel, pois ndo foram encontradas amostras da
linhagem FLK livre de BLV.
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A figura 10b mostra a linhagem Th1lu infectada com o virus isolado de campo. Nela pode-se observar
a presenca de poucas particulas virais no meio extracelular, este resultado condiz com outros
isolamentos de BLV em culturas celulares (CALAFAT & RESSANG, 1977). Foram realizadas duas
secOes de microscopia eletronica, sendo cada uma de trés horas para a procura de particulas virais na
amostra isolada de campo, e somente neste campo observaram-se estas particulas virais caracteristicas
saindo da membrana celular.

Graves e Ferrer (1976) relataram que em todas as linhagens testadasndo foi observada a presenca de
particulas virais na primeira e segunda passagem da monocamada celular pés cocultivo. E mesmo apds
a formacdo de sincicios nas monocamadas testadas, a presenca de virus ainda ndo era detectada. Eles
encontraram particulas virais ligadas a superficie celular, assim como vizualizou-se na amostra
controle e isolada deste experimento na figura 10b.

Na figura 10d, foi possivel visualizar dois nicleos distintos que faziam parte de um sincicio, estes
estdo separados por uma pequena por¢do de citoplasma contendo organelas como mitocondrias,
complexo de golgi e reticulo endoplasmatico, além de outras estruturas ndo identificadas semelhantes
a vesiculas ou vacuolos.

Figura9a: Linhagem celular FLK infectada com BLV
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Figura9c: FLK reticulo endoplasmatico e particulas de BLV.
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FiguralOa: Controle negativo linhagem celular Th1lu.
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FiguralOc: particulas virais de BLV isolados de campo na linhagem celular Th1lu.
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FiguralOd: Micrografia de um sincicio na amostra isolada de campo.

4.4 Producdo do Antigeno para Leucose Bovina

A producdo do antigeno B foi realizada a partir do virus BLV isolado da amostra de campo da fazenda
X neste trabalho.

O antigeno produzido foi comparado ao antigeno comercial em SDS-PAGE. O teste foi empregado
para verificar a presenca da proteina viral gp51 nos antigenos produzidos com o isolado de campo,
antigeno B e o antigeno A.

A figura 11 mostra a foto do gel de poliacrilamida corado com azul de comassie.

2 3 4
—-.

Figura 11: Gel de poliacrilamida corado com azul de comassie. Na primeira canaleta esta o padrdo de
peso molecular, na segunda, amostra do antigeno A e na terceira e na quarta amostra o antigeno B.
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Na Figura 11 observa-se que todos os antigenos testados apresentaram linhas na altura de 50 kDA,
guando comparadas ao marcador de peso molecular. Porém no antigeno A linha formada é mais
intensa e isso pode ser explicado pelo fato do mesmo ser purificado (DITRICH, 2004). J4 o antigeno B
formou uma linha na mesma altura que a sua duplicata e o antigeno A, porém quando comparada com
a do antigeno A esta era mais difusa. Esse resultado comprova que no antigeno B produzido a partir da
amostra isolada de campo apresenta as mesmas proteinas presentes no antigeno A, mas esta técnica
mostra que o tipo de purificacdo modifica o padréo da linha formada, como pode ser observado na
figura 12.

Figura 12: Fotos da laminas contendo resultado de IDGA dos dois antigenos. Em A o
antigeno utilizado foi 0 A para a realizagdo do teste diagndstico. Em B e C o antigeno
utilizado foi o B e pode ser observada uma variagdo entre as linhas de precipitacéo. 28
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Na figura 12 A é possivel visualizar as linhas de precipitacdo formadas a partir do antigeno A, que se
apresentam evidentes. Ja na figura 12B e C sdo linhas de precipitacdo formadas a partir do antigeno B,
nestas fotos pode ser observado que houve uma variacdo no padrdo da linha, que dependendo da
amostra testada ficava menos intensa, o que dificultava a leitura, e com isso levava a realizar repeticdo
da amostra para garantir confiabilidade.

Apos a producdo e caracterizacdo do antigeno B, este foi testado pela técnica de IDGA para avaliar a
sua sensibilidade e especificidade frente ao antigeno A e ao teste de ELISA. Para isto, foi utilizado o
soro controle positivo do kit comercial, além de um soro positivo e um negativo previamente testado
pelo antigeno A pela técnica de IDGA. O resultado demonstrou que houve linha de identidade no soro
positivo e no controle positivo.

O antigeno B foi crescido em garrafas com areas e volumes distintos. As garrafas de cultivo celular
com é&rea de 300cm? ndo foram eficientes para a producéo do antigeno, pois o volume necessario para
a manutencdo da monocamada celular era de 100 ml de meio MEM. J& a producdo do antigeno a partir
de garrafas com area de 175cm? com volume de meio MEM de 30ml para manutencdo da
monocamada celular foi possivel a visualizacdo da linha de precipitacdo ap6s todo o processo de
producdo do antigeno. Uma possivel explicagdo seria devido a concentragdo maior entre suspensdo
celular em relacdo ao meio quando se comparou o volume das duas garrafas testadas. Ditrich (2004)
produziu o antigeno A em seu experimento a partir de garrafas A 150 com 20 ml de meio de cultura,
gue se assemelha aos valores de area e volume do antigeno produzido a partir da amostra isolada de
campo que funcionou. Esses dados corroboram para confirmar que a relacdo superficie volume
influencia na quantidade de proteina viral formada na constituicdo do antigeno. Além disso, como foi
observada pela microscopia eletrbnica, a amostra isolada de campo apresenta uma quantidade menor
de particulas virais, sendo assim, quanto menos diluido for o sobrenadante maior a probabilidade de
conseguir uma quantidade de particula viral suficiente para que haja linha de precipitacdo no antigeno.

O teste de IDGA também foi empregado para avaliar qual diluicdo do antigeno seria utilizada para a
realizacdo dos demais exames, sendo que este foi utilizado sem diluicdo com as amostras de soro
previamente coletadas e ja testadas no antigeno comercial, dos animais das fazendas X e Y.

4.5 Sensibilidade Clinica dos diferentes métodos diagnosticos

Todas as amostras soroldgicas analisadas com os dois antigenos foram processadas nas mesmas
condicBes ambientais. A leitura foi realizada por trés leitores com experiéncia em leitura de IDGA e
anotada individualmente na folha de resultados, que continham as rosetas identificadas de acordo com
0 numero do animal testado. Os resultados de cada leitor foram comparados e analisados. As amostras
com resultados divergentes foram novamente avaliadas em grupo e discutidas para se chegar a um
consenso.

Ao comparar os resultados obtidos com os antigenos A e B, foi observada uma pequena variagdo entre
0s mesmos. Das 180 amostras testadas, 91 foram negativas (50,6%) e 89 foram positivas (49,4%) para
0 antigeno B (produzido a partir da amostra isolada de campo). Ao utilizar o antigeno A para as
mesmas amostras testadas foram encontrados 95 amostras negativas (52,8%) e 85 positivas (47,2%).
Os resultados obtidos na analise estatistica foram calculados a partir de um intervalo de confianca de
95%,este valor foi de 0,5884 para Kappa, que é considerado um valor moderado segundo Landis e
Kock (1977 ), com p = 0,7423. Esses valores corroboram com 0s descritos acima, pois mostram que a
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pequena variacdo encontrada entre os resultados ndo apresentou diferenca estatistica, como pode ser
observado na tabela 1, embora com tendéncia ao antigeno B ser melhor.

Tabelal: Resultados obtidos no Teste de IDGA utilizando os dois antigenos com as amostras das duas fazendas
testadas.

IDGA antigeno A Total
IDGA Antigeno B Positivo Negativo

Positivo 69 19 88
Negativo 16 76 92
Total 85 95 180
Kappa = 0,6108 (moderada) p < 0,005

Os resultados obtidos com o antigeno B demonstraram maior nimero de animais positivos na fazenda
X, na qual foi isolado como pode ser observado na tabela 2.

Tabela 2: Resultados obtidos no Teste de IDGA utilizando os dois antigenos com as amostras das duas fazendas
X.

IDGA Antigeno B Total
Antigeno A Positivo Negativo

Positivo 35 4 39
Negativo 13 23 36
Total 48 27 75

Kapppa = 0,5548 moderado p<0,005

A figural3 mostra em porcentagem os animais positivos e negativos na fazenda X. 64% dos animais
foram positivos no antigeno B (colunas em vermelho), enquanto que 50,67% foram positivos no
antigeno A (colunas em azul), demonstrando uma variacao de 13,3% entre os resultados. Ao realizar a
analise estatistica verificou-se que o Kappa foi de 0,545 que significa uma relacdo moderada, porém o
resultado de p = 0,0153 resulta em uma diferenca estatistica. Estes valores mostram que o antigeno B
conseguiu detectar maior nimero de amostras soroldgicas no local onde foi isolado.
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Figura 13: Resultado em porcentagem da sorologia realizada a partir da técnica de IDGA para leucose bovina
utilizando os antigenos A e B dos animais da fazenda X.

Sorologia para detectar animais positivos para leucose bovina pela
técnica de IDGA na fazenda X.

80%
60%
m Antigeno A
40% .
m Antigeno B
20%
0%

Negativos Positivos

Na fazenda Y, a quantidade de resultados positivos e negativos obtidos entre os dois antigenos foram
semelhantes, como pode ser observado na tabela3.

Tabela 3: Resultados obtidos no Teste de IDGA utilizando os dois antigenos com as amostras das duas fazendas
Y.

IDGA Antigeno B Total
Antigeno A Positivo Negativo

Positivo 34 12 46
Negativo 6 53 59
Total 40 65 105

Ao analisar a figura 14, o grafico com as amostras sorologicas da Fazenda Y, observa-se que 46% dos
animais foram positivos utilizando o antigeno A (colunas em azul), enquanto 41% foram positivos
para o antigeno B, houve apenas uma variacao de 5%. O resultado obtidos no teste kappa foi de 0,647
que € considerado bom, e 0 p = 0,2386. Este resultado mostra que ndo houve diferenga estatistica nos
resultados encontrados.
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Figura 14: Resultado em porcentagem da sorologia realizada a partir da técnica de IDGA para leucose bovina
utilizando os B dos animais da fazenda antigenos Ae Y.

Sorologia para detectar animais positivos para leucose
bovina pela técnica de IDGA na fazenda Y
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Esse resultado sugere que pode existir uma variagdo na deteccdo de anticorpos anti-BLV. Uma
hipotese para explicar estes resultados seria o fato do virus estar circulante nesta propriedade e com
isso, apresentaria maior afinidade pelos anticorpos dos animais presentes nesta fazenda na qual o virus
foi isolado. E este ainda pode apresentar alteracbes em sua composi¢do genética, que alterariam a
especificidade entre a relagdo antigeno anticorpo. Porém sdo necessarios mais estudos para confirmar
estas hipoteses.

Outra hipotese seria a de que o virus isolado possa apresentar diferencas genéticas que mudariam o
seu padrdo, alterando a afinidade e/ou o reconhecimento do antigeno pelos anticorpos presentes no
soro.

4.6 Teste de ELISA gp51

O teste de ELISA da marca IDEXX baseia-se na incubacdo dos anticorpos especificos contra BLV que
formam um imuno-complexo com o antigeno. O conjugado utilizado foi anticorpo monoclonal anti-
gp51. Quando o imuno-complexo (anticorpo presente no soro testado mais o antigeno fixado na placa)
é formado, o conjugado anti gp51 ndo é capaz de se ligar ao antigeno fixado. Com isso, o grau de
coloracdo observado é inversamente proporcional a quantidade de anticorpo anti gp5lespecificode
BLV encontrado na amostra.
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Todas as amostras soroldgicas coletadas foram analisadas pela técnica de ELISA para auxiliar na
interpretacdo dos resultados encontrados nos exames de IDGA realizados com os dois antigenos
testados.

Das 180 amostras, 117 foram positivas e 63 negativas, 0 que corresponde a 65% e 35%
respectivamente.

Os resultados obtidos através da técnica de ELISA para gp51 foram comparados com o0s resultados
obtidos com os antigenos A e B.

Na analise dos resultados da sorologia das duas fazendas para os testes ELISA x IDGA antigeno A,
houve uma concordancia considerada moderada pelo indice Kappa de 0,414 com p = 0,0001, esses
valores indicam que houve diferenca estatistica. Ao analisar os resultados da fazenda X, foi
encontrado o valor de Kappa de 0,622, que significa uma correlacdo boa entre os resultados
positivos/negativos e p = 0,0162. Na fazenda Y, foi encontrado um valor de kappa de 0,262
considerada pequena e p = 0,0027. Nas duas fazendas houve diferenga estatistica ente os resultados
apresentados.

Ja em relacdo ao antigeno B desenvolvido com a amostra isolada de campo, o resultado obtido ao
analisar as duas fazendas juntas foi de Kappa de 0,209 que é considerado favoravel, para p = 0,0090
indicando diferenca estatistica. Ao analisar os resultados da Fazenda X, o valor de Kappa foi 0,437
considerado moderado, p = 0,6464 sem diferenca estatistica. Ja na fazenda Y, o valor de Kappa foi
0,067 considerado pequeno, ou seja, houve uma baixa relagdo entre os resultados positivos e
negativos, e p = 0,0005, indicando diferenca estatistica, na fazenda onde o virus foi isolado foi
possivel identificar um nimero maior de animais positivos. Estes dados sugerem que pode haver uma
diferenca genética entre as espécies do virus da leucose bovina.

Os valores encontrados ao comparar técnicas diferentes ja eram esperados, pois a técnica de ELISA
apresenta alta sensibilidade e especificidade, enquanto a técnica de IDGA apresenta menor
sensibilidade (CAMARGOS, 2007). Ditrich, 2004, encontrou em seu trabalho uma relagéo de 86% de
concordéancia entre as técnicas de IDGA e ELISA utilizando reagentes produzidos a partir da linhagem
celular FLK.

Mattos e colaboradores (2005) realizaram um levantamento soroldgico para leucose bovina. Eles
usaram o antigeno A para os testes de IDGA e ELISA, e um antigeno importado para IDGA. Os
resultados obtidos mostraram que a técnica de ELISA era a mais sensivel. Eles obtiveram uma
concordéncia de 86,2% para ELISA e IDGA com antigenos preparados pela TECPAR, 82,7% entre 0
antigeno da TECPAR e importado e 81,8% entre o antigeno importado e ELISA. Estes dados
apresentaram resultados bem semelhantes ao comparar as técnicas utilizadas, o que ndo ocorre neste
trabalho a partir dos reagentes testados.

Camargos e colaboradores (2007) compararam varios testes diagnosticos para BLV e comprovaram
que a sensibilidade e especificidade do teste de ELISA sdo de 100%,enquanto que na técnica de IDGA
a sensibilidade foi de 93,4% e especificidade de 100%. Estes dados demonstram que a sensibilidade da
técnica de ELISA superior a da IDGA. Neste trabalho foi possivel confirmar estes dados a partir dos
resultados encontrados. Os resultados do antigeno A apresentaram maior correlacdo entre
positivos/negativos quando comparados ao do antigeno B.

Uma hipo6tese seria o fato do antigeno A e o antigeno do kit de ELISA serem produzidos a partir da
mesma linhagem celular, e por serem testes comerciais apresentam um maior grau de pureza como foi
visto no trabalho de Mattos e colaboradores (2005). Enquanto o antigeno B foi produzido a partir de
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1 uma amostra de campo em uma linhagem totalmente diferente da qual é produzidos os demais
2 reagentes aos guais foi comparado.
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5 - CONCLUSOES

Foi realizado o Primeiro isolamento de campo do virus da Leucemia Bovina no Brasil e na
América do Sul.

A utilizacdo da linhagem celular Th1lu propiciou o isolamento do virus da leucose bovina a partir do
co-cultivo de leucdcitos de animais infectados. Porém como as amostras sdo de campo, corre 0 risco
de outros virus, bem como outros parasitas sanguineos surgirem durante o processo de isolamento
viral.

As imagens da microscopia eletrdnica auxiliaram na interpretacdo dos resultados obtidos, pois através
delas foi possivel visualizar que a amostra isolada apresenta uma quantidade de particula viral
infinitamente menor do que a da linhagem FLK- BLV, sugerindo que sdo necessarios mais estudos
para aperfei¢oar a produgdo de particulas virais em amostras isoladas de campo e como consequéncia
obter um antigeno com maior concentragdo de proteinas

A producdo de um antigeno para o teste de IDGA a partir da amostra isolada de campo mostrou
resultados promissores.

Os resultados obtidos pela técnica de eletroforese de proteina mostraram que a proteina produzida para
0 antigeno B é a mesma do antigeno A, ou seja, a gp51.
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6 — PERSPECTIVAS FUTURAS

Continuar os estudos com os virus isolados no Brasil.

Testar outras técnicas para produgdo de Antigeno.

Caracterizacdo antigénica pela técnica de Western Blot.

Desenvolver outros métodos soroldgicos a partir dos isolados brasileiros.

Realizar de um estudo de analise filogenética das amostras isoladas.
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