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RESUMO

A Leucose Enzodtica Bovina (LEB) ¢ uma doenca de origem viral responsabilizada pelo desenvolvimento
de linfossarcomas em bovinos. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) empregando os iniciadores
BLVI e BLV2, foi utilizada com sucesso para amplificacio e detec¢do de parte do gene do envelope
(env) em amostras de leucdcitos de bovinos soropositivos e soronegativos para o virus da LEB. A
sensibilidade da PCR foi determinada pela dilui¢io seriada de uma amostra de DNA e realizagdo de PCR,
obtendo-se o valor de 120 pg de DNA, como a quantidade minima para a obtengdo de resultados positivos
na PCR. A especilicidade da PCR foi confirmada por restricio enzimdtica com Bam HI e pelo
sequenciamento de trés amostras. Os resultados obtidos com a PCR foram comparados com os da
Imunodifusao em gel de agar (IDGA), observando-se uma concordincia de 73,8% entre os testes.

Palavras-chave: Leucose Enzodtica Bovina (LEB); Reagdo da cadeia da polimerase (PCR);
Imunodifusdo em gel de agar (IDGA); Diagndstico; Seqiienciamento; Gene env.

ABSTRACT

The Enzootic Bovine Leukosis (EBL) is viral disease responsible for the development of lymphosarcomas
in cattle. The polymerase chain reaction (PCR) using the primers BLV1 and BLV2, was used with success
for amplification and detection of a part of the envelope gene (env) in samples of bovine leucocytes from
EBL-seropositive and EBL-seronegative animals. The sensitivity of PCR was determined by the
accomplishment of PCR in tubes containing serial dilutions of DNA extracted from a sample isolated from
an infected animal. The load of 120pg of DNA as template for PCR gave positive results. The specificity
of PCR was determined by enzymatic restriction with Bam HI and by sequence analysis of three samples.
The results obtained with PCR and agar gel-immunodiffusion (AGID) were compared, with 73,8%
agreement between the tests.

Keywords: Enzootic Bovine Leukosis (EBL); Polymerase chain reaction (PCR); Agar gel-
immunodiffusion (AGID):Diagnosis; Sequencing: Gene env.




1 INTRODUCAO

O processo de globalizag@o estd provocando uma
quebra nas barreiras comerciais entre os paises
do mundo. Os paises considerados
desenvolvidos, muitas vezes bloqueiam a entrada
de  produtos vindos de  paises em
desenvolvimento, pela criacdo de barreiras
sanitdrias, pois possuem rebanhos em melhores
condi¢des sanitdrias. O Brasil deve aproveitar-se
das condigdes favordveis que possui para
produgdo de bovinos, e deste mercado que estd se
abrindo e que quer comprar, principalmente,
carne de qualidade e sauddvel. Para isso sdo
necessdrias a avaliagdo da situagdo das
enfermidades  presentes nos rebanhos, a
certificagio da acurdcia dos testes de diagndstico
e o estudo de estratégias para o controle e/ou
erradicacdo de doengas.

A importincia econdémica da LEB ¢
desconhecida.  Entretanto  existem  relatos
mostrando que a LEB estava envolvida com a
morte de animais por linfossarcoma, rejeicoes de
carcaga ao abate, queda no desempenho
produtivo e reprodutivo de animais soropositivos
e com linfocitose persistente, e com restricoes a
importagio e  exportagdio de  bovinos
SOropositivos.

O controle da doenga ¢ dificil devido a sua
grande  disseminacdo, principalmente, nos
rebanhos leiteiros, por evoluir lentamente, com
isso apresentando grande ndimero de animais
assintomdticos, devido a inexisténcia de um
programa de controle oficial e por ndao ser
reconhecida pela maioria dos produtores rurais e
técnicos como uma doenga que cause prejuizos
significativos.

O controle da LEB € baseado na identificacdo
dos animais infectados e separaciio e/ou abate
destes. Existem vdrios métodos de detecgdo
laboratorial da infeccdo pelo virus da LEB. Os
métodos diretos sdo baseados na detecgdo do
virus, de seu genoma e/ou DNA proviral, e os
mais comumente utilizados sdo o isolamento,
microscopia eletrOnica, ensaios de indugido de
sincicios ¢ a PCR e suas variantes. Os métodos
indiretos siio baseados na resposta de anticorpos,
sendo os mais utilizados a imunodifusdo em gel
agar (IDGA), devido a sua simplicidade e os

&

ensaios imunoenzimaticos (ELISAs), devido ‘z;,

sua sensibilidade Entretanto, nem sempre ¢
possivel detectar a infec¢do utilizando métodos
sorolégicos.

Embora seja indiscutivel a importancia da IDGA,
empregada rotineiramente no  diagndstico
sorolégico da LEB, pode ser necessdria uma
técnica de diagndstico capaz de confirmar casos
duvidosos. A PCR e suas variacbes vem sendo
utilizada no diagnéstico de infecgdes pelo virus
da LEB, associada aos métodos sorolégicos.

Em um programa de controle/erradicacdo de
doengas infecciosas, inicialmente utiliza-se um
teste de triagem para detec¢do dos animais
infectados, com o andamento do programa, com
a separagdo e/ou eliminacdo dos animais
infectados, € necessdrio a utilizagdo de um teste
de diagndstico mais sensivel e especifico, dai a
importincia da utilizagdo de provas de
diagndstico tais como a PCR.

Os objetivos deste trabalho foram a padronizagio
de uma PCR para o diagndstico da LEB e
verificar a eficiéncia do sistema de PCR
desenvolvido, frente a IDGA.

2 LITERATURA CONSULTADA
2-1 HISTORICO

Apesar de alguns relatos sobre leucose em
bovinos na literatura médica alemd no século
XIX (Leisering, 1871, citado por Johnson e
Kaneene, 1992), a doenga e o agente viral sé
foram descritos no final da década de 60 nos
Estados Unidos (Miller, 1969). A difusdao do
virus ocorreu devido a introducdo de animais
europeus infectados em paises livres da doenga.
A LEB estd amplamente distribuida pelo mundo,
ndo estando presente somente em alguns paises
europeus  (Reino Unido, Republica Checa,
Dinamarca. Finlandia e Noruega), entretanto, em
outros paises ja foram iniciados programas de
controle e erradicagdo da doenga. como por
exemplo na Bélgica, Holanda, Austrilia e
Argentina (Office International des Epizooties,
2001). No Brasil, Rangel e Machado (1943), ao
realizarem um levantamento sobre a freqiiéncia
de neoplasias nos animais domésticos, no estado
de Minas Gerais, assinalaram pela primeira vez, a
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ocorréncia de linfossarcomas em bovinos.
Todavia, relato publicado por Merckt et al.
(1959), no Rio Grande do Sul, parece assinalar
oficialmente o primeiro diagndstico clinico da
doenca em rebanhos criados no Brasil.
Awalmente a doenca estd presente em
praticamente todos os estados brasileiros, sendo
encontrada com maior freqiiéncia nos rebanhos
leiteiros (Modena et al., 1984; Castro et al.,
1992; Moraes et al., 1996; D Angelino et al.,
1998; Molnar et al., 1999; Camargos et al.,
2000).

2-2 0 VIRUS

O virus da LEB ¢ membro da familia
Retroviridae, género BLV/HTLV (The

International Committee on Taxonomy of

Viruses, 2001). O virus infecta e transforma
preferencialmente linféeitos B, mas € encontrado
também em células T, mondcitos e granulécitos
(Schwartz et al., 1994). Possui a capacidade de
estabelecer  infeccdo  persistente  em  uma
subpopulagdo de linfacitos B pela integragao do
DNA viral ao genoma da célula do hospedeiro. O
genoma do virus (Figura 1) ¢ formado por 8714
bases (Sagata et al., 1985) e € constituido por
duas fitas de RNA simples idénticas, sentido
positivo, ligadas n3o covalentemente, que
funcionam como molde para a sintese de DNA
viral, via ac@o da transcriptase reversa. Nas
extremidades 3* e 5° existem duas seqiiéncias
repetidas idénticas com mesma orientagio (/rr -
terminagdo longa repetitiva). Entre as [ir estdo
distribuidos os genes para proteinas estruturais
gag e env e para enzimas virais (pol -
transcriptase  reversa, protease, integrase e
dUTPase), além de pequenas regides que
codificam proteinas reguladoras Tax, Rex (Burny
et al. 1988). O genoma viral possui
aproximadamente 50% de homologia aos virus
linfotrépicos T humanos 1 e 2 (HTLV-1 e
HTLV-2).

O virus da LEB apresenta formato esférico, com
diametro de 80 a 130 nm (Figura 2). E composto
por trés camadas, a mais interna ¢ o complexo
genoma-nucleoproteina, que inclui
aproximadamente 30 moléculas da enzima
transcriptase  reversa. O complexo genoma-
nucleoproteina € englobado por um capsideo
icosaddrico que contém em seu interior, também,
moléculas de RNA transportador (RNAy), que
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iniciam a sintese de DNA. O capsideo &
envolvido pelo envelope fosfolipidico externo,
derivado da membrana celular do hospedeiro,
que contém glicoproteinas de superficie e
transmembrana  associadas  covalentemente
(Fields e Knipe, 1990).

O gene env codifica uma poliproteina precursora
das glicoproteinas gp51 (externa do envelope) e
gp30 (transmembrana). A proteina gp51 estd
envolvida com a adsor¢do, com a indugido da
formagao de sincicios e anticorpos neutralizantes,
sendo a proteina imunodominante ¢ a que mais
precocemente € detectada por anticorpos. O gene
codificador para a proteina gp51 apresenta uma
regido varidvel, onde estdo localizadas as
seqiiéncias  codificadoras  dos  epitopos
envolvidos com importantes funcdes biolégicas
na relagdo virus-hospedeiro (F, G e H), e uma
regido conservada, onde estdo as seqiiéncias
codificadoras dos demais epitopos A, B,C,De E
(Mamoun et al., 1990).

2-3 A INFECCAO

A transmissdo da LEB resulta principalmente da
transferéncia de linfocitos infectados  para
animais susceptiveis. A utilizagdo de agulhas,
instrumental cirdrgico, marcagdo de animais,
luvas para palpagio retal, premuni¢iio contra
babesiose e anaplasmose, a a¢do mecinica de
tabanideos e a alimentacdo com leite ou colostro
provenientes de vacas infectadas sdo as
principais causas de infec¢io. A doenga
caracteriza-se por uma infecc¢io persistente que
se prolonga durante toda a vida do animal, o que
¢ devido a presenca do provirus nas células do
hospedeiro. Uma célula infectada contém de uma
a quatro copias do provirus (Kettmann et al.,
1980). A doenca pode apresentar quadro clinico
que varia de infec¢io inaparente, com
aproximadamente 30% dos animais apresentando
linfocitose persistente ou apresentar-se  como
uma forma  tumoral, encontrada em
aproximadamente 0,5 a 5,0% dos bovinos com
mais de quatro anos de idade e que rapidamente
leva 4 morte. Os tumores ocorrem com maior
freqliéncia no dtero, linfonodos mesentéricos,
linfonodos retrobulbares, coragio, abomaso e no
canal medular, estando portanto, a sintomatologia
relacionada ao local de aparecimento dos
linfossarcomas (Toma et al., 1990).




2-4 DIAGNOSTICO DA LEB
2-4-1 METODOS SOROLOGICOS

A infecgio pelo virus, normalmente, ¢&
demonstrada pela presenca de anticorpos na
IDGA e nas diversas variacdes do ELISA,
principalmente para a glicoproteina externa gp51
e para a proteina do capsideo p24. Na maioria
dos casos, os titulos de anticorpos para gp51 sdo
mais altos. Trinta a 40 dias apds a infecgdo ja é
possivel a deteccdo de anticorpos. Dentre os
métodos soroldégicos a IDGA apresenta menor
sensibilidade que o ELISA (Miller et al., 1981;
Simard et al., 2000).

Em algumas situagdes, as provas soroldgicas
falham na identificacdo dos animais infectados,
como por exemplo, quando ocorrem mudangas
nos titulos de anticorpos, como por exemplo no
periparto (Gentile et al., 1985; Ebertus et al.,
1987), em bezerros alimentados com colostro de
vacas soropositivas (Ballagi-Pordany et al,,
1992) e em animais infectados recentemente,
visto que a deteccdo de anticorpos ocorre no
minimo trés semanas apos a infecgdo. Além
disso, a ocorréncia de bovinos infectados,
permanentemente soronegativos, ou com baixos
titulos de anticorpos  periodicamente  ou
constantemente, tem sido demonstrada (Kaaden
et al., 1982; Burkhardt et al., 1993; Eaves et al.,
1994). Foi relatado que animais persistentemente
infectados pelo virus da Diarréia Bovina a Virus
(VDBV) apresentam resposta imune deprimida a
infec¢Oes pelo virus da LEB (Roberts et al.,
1988, 1989.)

2-4-2 PCR

A PCR tem permitido a detecg@o de fragmentos
gendomicos de muitos agentes infecciosos em
amostras clinicas, sendo um método sensivel para
o diagndstico de doencgas infecciosas (Deacon e
Lah, 1989).

A PCR ¢ uma técnica usada para amplificacio in
vitro de fragmentos de genomas selecionados,
resultando na amplificagio dessas seqiiéncias em
poucas horas (Belak e Ballagi-Pordani, 1993). A
técnica € baseada na repeticdo ciclica e
automadtica de trés simples reacoes: desnaturacio
térmica da fita dupla do DNA; anelamento de

iniciadores nas fitas desnaturadas e sintese da fita

complementar na seqiiéncia molde de DNA. Este " 7

fendmeno ocorre através da extensao de cada
iniciador anelado, pela agdo de enzimas.
Teoricamente, apds 25 ciclos, a fita inicial de
DNA terd sido amplificada na ordem de 10°
vezes (Deacon e Lah, 1989).

A PCR ¢ wuma técnica  especialmente
recomenddvel, uma vez que os métodos de
diagnésticos tradicionais requerem longos e
complexos procedimentos, como cultivo de
células para obten¢do de antigenos, por exemplo.
Outra vantagem da PCR, comparada a outros
métodos que utilizam DNA, ¢ a concentragio a
ser detectada. A técnica de hibridizacdo, por
exemplo, € capaz de detectar apenas a quantidade
de 4cidos nucléicos que estejam presentes no
material a ser examinado. Por sua vez, a PCR
pode detectar pequenas quantidades
identificdveis (Belak ¢ Ballagi-Pordani, 1993).

A PCR jd vem sendo utilizada para detecgio de
bovinos e ovinos infectados pelo virus da LEB
(Naif et al.. 1990; Brandon et al., 1991). Ja foram
utilizados iniciadores para diferentes regides do
genoma do virus, gag, env e pol (Murtaugh et al.,
1991), pol e px (Sherman et al., 1992), gag e env
(Agresti et al., 1993), ltr e env (Blankenstein et
al., 1998), gag (Marsolais et al.,, 1994), pol
(Dube et al., 1997), env (Brandon et al., 1991;
Ballagi-Pordany et al., 1992; Klintevall et al.,
1994; Fechner et al., 1996; Gonzalez et al.,
1999), lrr (Kuzmak et al., 1993). Os resultados
obtidos por estes autores foram varidveis em
relagiio a sensibilidade e a concordincia com os
testes sorolégicos, dependendo da variante da
PCR utilizada.
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1°.ORF 2'.0RF 3".ORF 4’ ORF

5 LTR "[' ﬂ' L]\ ﬁr :LTR
gag pol env PX
sur 1178 pb 2558Pb  1547pb 1800pb
| |628- 1806, 2317 - 4875*  4821- 6368 e
' ag pol env—Hpx—+—
392ga 852 aa. 515 aa.

* Posigoes dos nucleotideos

Figura 1 — Representacdo esquematica do genoma do virus da LEB (Adaptado de Burny et al., 1988).

gps1
RNA
gp30
p24
Transcriptase o Proteina  da
reversa matriz
Integrase

Figura 2 - Representacio esquematica do virus da LEB (Adaptado de Burny et al., 1988).
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3 MATERIAL E METODOS
3-1 AMOSTRAS EXPERIMENTAIS

Para comparacio de duas técnicas de diagnéstico
¢ necessdrio a coleta de pelo menos 30 amostras
soropositivas e 30 amostras soronegativas, desta
forma foram coletadas amostras até que se
atingisse esse nimero minimo (Sampaio, 1998).
As amostras foram coletadas de 65 animais da

raca Holandesa Preto e Branco (HPB),
provenientes de uma fazenda localizada na regido
metropolitana de Belo Horizonte, Minas Gerais.
Os animais pertenciam a trés faixas etdrias: 1,
com animais de sete a 18 meses de idade, II, de
19 a 30 e III, com mais de 31 meses de idade.
Durante a formacdo desse rebanho foram
importados animais dos Estados Unidos da
América. Ja haviam sido registrados casos de
LEB nesse rebanho, mas no momento da coleta
nenhum animal demonstrava sintomatologia
clinica.

3-2 DETECCAO DE ANTICORPOS
A detecgio de anticorpos para o virus da LEB foi

realizada pela técnica de IDGA, utilizando
antigenos gp51 e p24 produzidos comercialmente

(EMBRAPA/CNPSA), segundo Miller e Van der
Maaten (1977).
3-3 PCR

3-3-1 EXTRACAO DO DNA

O DNA foi obtido diretamente de sangue total
utilizando o GFX Genomic = Blood DNA
Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech).
Obtendo-se aproximadamente 120 pg de DNA a
partir de 300 pl de sangue.

3-3-2 INICIADORES

A construgdo dos iniciadores baseou-se na
seqliéncia do gene codificador da glicoproteina
gp51 do virus da LEB, buscando a amplificagéo
de fragmentos de 521 pares de bases (pb).
Escolheu-se iniciadores do gene env, por essa
regido ter importantes fungdes na replicagio viral
e na resposta imune do hospedeiro. O fragmento
escolhido faz parte de uma regido conservada do
gene env, segundo relatos da literatura (Rice et
al., 1984; Mamoun et al., 1990). Os iniciadores
BLVI1 e BLV2 (Tabela 1) sintetizados pela
Gibco-BRL, foram selecionados utilizando-se os
programas de computador Oligo Primer Analysis
(National Biosciences, Inc.) e Oligotech (Version
1.0, 1995).

Tabela | — Iniciadores, seqiiéncias de bases e localiza¢do do gene codificador para a proteina gp51 do

virus da LEB.
Iniciadores® Seqiiéncias de bases Localizacio”
BLVI (+) 5-GGGCCATGGTCACATATGATTG-3’ 5128-5149
BLV2 (-) 5-CGTTGCCTTGAGAAACATTGAAC-3 5627-5649

* (+) Senso; (-) Anti-senso.

® Os niimeros correspondem aqueles da segiiéncia do virus da LEB descrita por Sagata et al. (1985).

3-3-3 DNA CONTROLE

O DNA utlizado como controle positivo na
PCR, foi obtido a partir de células de rim fetal
ovino persistentemente infectadas pelo virus da
LEB. que sdao células originadas dos Estados
Unidos da América (Van der Maaten e Miller,
1976). Utilizou-se células de rim bovino
(MDBK) para verificar a ocorréncia de
anelamento dos iniciadores com seqiiéncias do

genoma bovino, e o conseqliente aparecimento de
amplificagdes inespecificas.




3-3-4 AMPLIFICACAO

As reacoes foram realizadas em um volume total
de 20 pl contendo 10 mM TrisHCI pH 8.3, 50
mM KCI, 1,5 mM de MgCl, 1% de glicerol
(p/v), 1% de DMSO (p/v), 10 pmoles de cada
iniciador, 0,2 mM de cada deoxinucleotideo', 0,5
U de Taq DNA polimerase” e 1 ul da preparagio
de DNA, que contém aproximadamente 150 ng
de DNA, foi usada para amplificagio. Uma fina
camada de 6leo mineral foi adicionada a cada
tubo. A reacdo de amplificacio foi realizada em
um termociclador pro,cp“::\méve:]3 . Os ciclos
padronizados para amplificacio do DNA foram:
uma incubagdo inicial a 95°C por 3 minutos, 0
que era seguido por 35 ciclos, cada um
consistindo de desnaturagao a 95°C por 60
segundos, hibridizagdo a 59°C por 60 segundos,
extensio pela polimerase a 72°C por 60 segundos
e extensao final a 72°C por 10 minutos.

3-4 ANALISE DOS PRODUTOS DE PCR
3-4-1 ELETROFORESE

Dez microlitros de cada reacdo de PCR foram
submetidos a eletroforese (100V por 1 hora) em
géis de agarose 1% (p/v) corridos em tampido
TAE 1X (20.3 mM KH,PO,, 104 M Tris-
acetato, 10 mM EDTA pH 8,0), contendo
brometo de etidio (0,5 pug/ml). Para determinagao
do tamanho dos produtos de PCR incluiu-se em
cada corrida o marcador de tamanho molecular
©X-174 digerido com Haelll’ com fragmentos
variando de 72 a 1353 pares de base (pb) ou o
marcador 100pb DNA Ladder’ com fragmentos
variando de 100 a 2072 pb. Em toda reagao havia
um tubo controle de reagentes, que nio continha
DNA, controle positivo e negativo (DNA de
células MDBK). Os géis foram visualizados e
fotografados sob iluminagio U.V. (320nm),
utilizando o sistema de fotografia Image Master
VDS'.

3-4-2 AVALIACAO DA SENSIBILIDADE
DA PCR

' Promega, EUA.

? Gibco-BRL, EUA.

¥ MJ Research, Inc., EUA.

¥ Amersham Pharmacia Biotech, Suécia.
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O DNA obtido a partir de uma amostra de
sangue, que foi diluido e dosado em
espectrofotometro  (UV-160 A - Shimadzu,
Japao) em comprimento de onda de 260nm.
Foram feitas dilui¢des decimais do DNA e PCR
para verificar até em que diluicio obtinha-se
amplificacdo.

3-4-3 AVALIACAO DA ESPECIFICIDADE
DA PCR

A especificidade da PCR foi avaliada por
restricdo enzimdtica e pelo sequenciamento dos
fragmentos amplificados a partir de trés
amostras. Os produtos de PCR foram purificados
com o kit Wizard PCR Preps DNA Purification
System', conforme protocolo do fabricante, e em
seguida submetidos a digestdo enzimdtica com
Bam HI', conforme recomendagio do fabricante.
A amostra foi incubada a 37°C por uma hora. Os
produtos  da  restricgio  deveriam  ter
aproximadamente, 400 e 100 pb, como estd
demonstrado na Figura 3. O resultado da
restri¢do foi visualizado por eletroforese em gel
de agarose 1% (p/v) corado com brometo de
etideo.

Produtos de PCR obtidos de amostras de sangue
de trés amostras, e purificados conforme acima,
foram submetidos a reacdo de seqiienciamento
feita por ciclagem térmica em um seqiienciador
automdtico’. A seqiiéncia obtida foi editada e
avaliada para a remogido de segiiéncias dos
iniciadores, além da possivel resolugio de
algumas ambigiiidades. A seqiiéncia editada foi
entdo analisada para a determinacio de
similaridades em relagcdo aos dcidos nucléicos e
aminodcidos, utilizando-se os programas BlastN
e BlastX, na versdo "gapped”, contra os bancos
de dados nr e dbEST. Estes programas se
encontram disponiveis no enderego eletronico do
NCBI® (www.ncbi.nlm.nih.gov). O alinhamento
foi efetuado através do programa CLUSTAL W
(1.81), que se encontra disponivel no enderego
eletronico do European Bioinformatics Institute
(EBI)  (hup:/www?2 . ebi.ac.uk/clustalw/).  As

3 ALF (Amersham Pharmacia Biotech, Suécia)
do BIOAGRO, Universidade Federal de Vigosa-
MG.

®  National Center for
Information

Biotechnological




fo1 eletuado atraves do programa CLUSTAL W
(1L.R1), que se encontra disponivel no enderego
cletronico do European Biomformaties Institute
(EBI)  (hup:rwww 2 chiacuk/clustalw/).  As
sequencias  foram comparadas com uma
sequencia de ongem japonesa, depositada no
GenBank (Namero de acesso K0O2120).

. ; <
3-5 ANALISE ESTATISTICA ¢

Para o andlise de concordancia  entre  os
resultados obtidos na PCR ¢ IDGA o1 utihzado
o teste kappa (k) (Smith, 1995).

S12¥ gee ccatggteac atatgattee pageccegal

S161 peccttatgt ggggpcagal cggticgact geecccacty ggacaatgec teeeaggety
2

5221 atcanggate ciittatgte aatcatcaga titatteet geatcteaan caatgieatg

S2R1 gaattttcac tetaaceigg gagatatggy gatatgalee cetgateace ttictitac

5341 alaagatece tgateceect caaceegact flececagtt gaacagtgac 1ggeticect

5401 clgicagate alggeccddg ctitaaale anacageacy geociiceea gactgigeta

5461 tatgtggea accticecet ceclgggeete cegaaatall aglatataac aaaaceatc

SSR1 cgtitancac cacecaagga tggeaccace clicecagag gtigligtte aatgtttete

5641 aaggcaacy

Figura 3 — Seqiicncia parcial de nucleotideos do gene codificador para a ghicoproteina gps1. Os
miciadores estio em negrito ¢ a localizagho do sitio da enzima Bam HI estid sublinhado (Sagata et al.,

19%5).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4-1 DETECCAO DO DNA PROVIRAL EM
AMOSTRAS SANGUINEAS DE BOVINOS

A PCR desenvolvida para amplificagio parcial
do gene coditicador da proteina gp5 1 mostrou-se
chiciente, especitica ¢ sensivel. Utilizando altas
condicoes de extnngéncia, obteve-se uma forte
banda  do  tamanho  esperado ¢ auséncia de
bandas  mespecificas. O kit utilizado  para
extraciao de DNA mostrou-se cliciente. Alguns
dos resultados da PCR estio demonstrados nas
Figuras 4 ¢ 5.

As amostras testadas na PCR, as respectivas
canaletas ¢ figuras, numero de dentificagio,
faixa etiria ¢ resultados na PCR O estao
demonstradas no Quadro 1.
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Figura 4 - Elctroforese em gel de agarose 1% corado por brometo de etideo. A posigio da banda de
S21ph ¢ demonstrada pela seta. Canaleta 1: controle positivo, canaleta 2: controle negativo, canaleta 3:
controle de reagentes, canaleta 5: marcador de tamanho molecular §X 174 (o tamanho correspondente as

handas esta demonstrado a direita do gel).
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Figura 5 - Elcetrotorese em gel de agarose 1% corado por brometo de ctideo. Canaleta 1: controle

posttivo, canaleta 5: marcador de tamanho molecular X174,
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Figura 6 — Canaleta, nimero de identificacfo e faixa etdria de algumas das amostras utilizadas na PCR.

FIGURA 4
Canaleta Identificacdo Faixa etdria Resultados na PCR
4 912 11 NEGATIVO
6 733 111 POSITIVO
7 617 111 POSITIVO
8 871 111 POSITIVO
9 920 11 NEGATIVO
10 917 11 POSITIVO
11 499 111 POSITIVO
FIGURA 5
2 925 11 NEGATIVO
3 899 11 NEGATIVO
4 676 111 POSITIVO
6 918 11 NEGATIVO
7 678 111 POSITIVO
8 921 11 POSITIVO
9 861 111 NEGATIVO
10 856 111 POSITIVO
11 1749 11 POSITIVO
4-2 DETERMINACAO DA SENSIBILIDADE infectados, entao, teoricamente seriam

DA PCR

A concentragdo de DNA de uma amostra foi
estimado por espectrofotometria obtendo-se 120
ng/ul. Em seguida foi diluida e submetida a PCR.
Até a dilui¢io 107 obteve-se amplificagio visivel
(Figura 7), o que corresponde a 120 pg de DNA,
como a quantidade minima de DNA necessaria
para obtencao de resultados positivos na PCR. A
PCR desenvolvida foi capaz de detectar o virus
da LEB em dilui¢oes de DNA extrafdo de sangue
de bovinos, até o limite de 120 pg de DNA, o que
eqiiivale dizer que € necessdrio a presenga de
pelo menos 100 células infectadas na amostra
clinica, para a obtencdo de um resultado positivo
na PCR. A rea¢do de PCR padrio foi realizada
utilizando-se 120 ng de DNA bovino, que &
equivalente a aproximadamente 10° células. Um
microlitro de sangue contém aproximadamente
4.000 linfocitos, destes 0,05 a 0,5% devem estar

necessarios de 5 a 50 ul de sangue para extracao
do DNA (Murtaugh et al., 1991; Brandon et al.,
1991). No presente trabalho foi utilizado 300 ul
de sangue para extragio do DNA, o que,
portanto, ¢ uma quantidade suficiente de sangue
para obtenc¢io de DNA.

Diferentes variantes da PCR foram desenvolvidas
por outros autores, utilizando iniciadores para
regides diferentes, com limites de detecgdo
variando de 17 fg a 100 pg. As maiores
sensibilidades foram alcancadas utilizando-se
PCR associada com hibridizacio, reamplificacdo
e PCR semi-nested (Naif et al., 1990; Brandon et
al. ,1991; Murtaugh et al., 1991; Jacobs et al.,
1992; Mirsky et al., 1993; Agresti et al., 1993).
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Figura 7 - Eletroforese em gel de agarose 1% corado por brometo de etideo. Determinagio do limite de
deteccio da PCR. Canaleta 1: controle de reagentes, canaleta 2: amostra 304, canaleta 3: amostra 304
diluida 107, canaleta 4: amostra 304 diluida 107, canaleta 5: amostra 304 diluida 10™, canaleta 6:
marcador de tamanho molecular X174, canaleta 7: amostra 304 diluida 107, canaleta 8: amostra 304
diluida 10, canaleta 9: amostra 304 diluida 107, canaleta 10: amostra 304 diluida 10°® ¢ canaleta 11:

amostra 304 diluida 10

4-3 DETERMINACAO DA
ESPECIFICIDADE DA PCR

A especificidade do produto amplificado foi
confirmada pela restricio enzimdtica com Bam
HI (Figura 8), com a obtengdo de fragmentos
esperados, de aproximadamente 400 e 100 pb.
Além disso, com a utilizagdo de DNA de células
MDBK livres de infec¢io pelo virus, ndo obteve-
se amplificagdo, mostrando que os iniciadores
ndo se anelaram ao genoma dos bovinos (Figura
4).

Além de confirmar a especificidade da PCR, a
restrigdo do gene env do virus da LEB com Bam
HI, segundo Rice et al. (1984) e Mamoun et al.
(1990), pode classificar o virus quanto a presenga
desse sitio, sendo que amostras européias nio
apresentam o sitio € amostras nipo-americanas
apresentam-no. Pelo resultado obtido na restrigao
enzimdtica, e pelos resultados obtidos no
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seqlienciamento de trés amostras brasileiras,
estas amostras analisadas podem ser enquadradas
no  subgrupo  nipo-americano.  Amostras
argentinas (Gonzdlez et al., 1999), e australianas
(Coulston et al., 1990) analisadas, também
apresentaram o sitio para Bam HI, de restrigdo.
Acredita-se que a amostra européia deu origem
as demais, tendo o sitio de restri¢do para Bam HI
surgido através de trocas de nucleotideos
(Mamoun et al.. 1990).

Os resultados obtidos com o sequenciamento de
trés amostras mostraram que os fragmentos
amplificados mostraram grande similaridade a
outras seqiiéncias do virus da LEB depositadas
no GenBank, como pode ser observado nas
figuras 9 e 10, que demonstram, respectivamente
os resultados obtidos utilizando-se os programas
BlastN e BlastP.
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Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose 1% corado por brometo de etideo. Canaleta 1: produto de PCR
purificado, canaleta 2: produtos da digestdo com Bam HI, canaleta 3: marcador de tamanho molecular
100pb DNA Ladder/Gibco BRL (o tamanho correspondente as bandas estd demonstrado a direita do gel).

As seqliéneias obtidas foram depositados no
GenBank, e receberam os seguintes nimeros de
acesso  AF399702, AF399703 e AF399704
(Anexo 1). Essa foi a primeira submissio de
seqiiéncias do virus da LEB brasileiras.
Comparando-se a seqiliéncia de uma amostra
japonesa (nimero de acesso K02120), com as
seqliéncias  obtidas no  presente  estudo,
encontrou-se de 96 a 98% de homologia de
nucleotideos. Nas amostras AF399702 e
AF399703, houve 22  substituicbes de
nucleotideos, que resultaram na substitui¢do de
sete e oito aminodcidos. respectivamente. Na
amostra AF399704 foram verificadas nove
substituigdes de nucleotideos, que levaram a
troca de cinco aminodcidos (Figuras 11 e 12).

O alto nivel de conservagdo das seqiiéncias do
gene env, descrita no presente trabalho, foi
relatado em outros trabalhos. Portetelle et al.
(1989), compararam a seqiiéncia do gene env de
uma amostra belga do virus da LEB, com uma
seqiiéncia americana, uma australiana e uma
japonesa, encontrando de 11 a 13 mudangas de
aminodcidos.  Mamoun et al (1990),
seqiienciaram todo gene env de cinco amostras
do virus da LEB (Dos Estados Unidos da
América, da Franga e Bélgica), e as compararam

uma seqiiéncia japonesa e um belga ja
publicadas. Encontraram 3,5% de variabilidade
entre as amostras nipo-americanas e européias.
Dentro de cada subgrupo foram encontrados de
0,5 a 1,6% de variagao genética. Coulston et al.
(1990), seqiienciaram todo o genoma de uma
amostra do virus da LEB, de origem australiana,
encontrando na regidao env 3% de variabilidade,
quando compararam a seqiiéncia com uma
seqiiéncia japonesa e uma belga, e de 0,71% a
0,78% de variabilidade nos aminodcidos
codificados pelo gene env. Molteni et al. (1996),
seqiienciaram parcialmente o géne env de duas
amostras italianas do virus da LEB, e
compararam com seqiiéncias dos Estados Unidos
da América, do Japdo, da Bélgica e da Austrilia,
encontrando entre 2,7 e 3,6% de diferencgas entre
as diferentes seqiiéncias, jd as seqiiéncias de
aminodcidos variaram entre 1,8 e 3,6%. Fechner
et al. (1997), seqiienciaram cinco amostras da
Alemanha do virus da LEB, e as compararam
com outras nove seqiiéncias  descritas,
encontrando até 5,3% de variagdo entre as
seqiiéncias do gene env. Dube et al. (2000),
seqiienciaram uma amostra  argentina e
encontraram 95,1%, 95,6%, 95,9% de homologia
de nucleotideos, com respectivamente,
seqiiéncias da Austrélia, Bélgica e Japao.
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Sequences producing significant alignments:

gi|9626225|ref [NC 001414.1| Bovine leukemia virus, complete..
gi|2801494|gb|AF033818.1|AF033818 Bovine leukemia virus com..
gi|210774|gb|M35238.1|BLVENVA Bovine leukemia virus (isolat..
gi|210771|gb|K02251.1|BLVENV Bovine leukemia virus (provira..
gi|4559236|gb|AF111171.1|AF111171 Bovine leukemia virus pol..
gi|3171246|gb|AF067081.1|AF067081 Bovine leukemia virus env..
gi|210778|gb|M35240.1|BLVENVC Bovine leukemia virus (isolat..
gil210776|gb|M35239.1|BLVENVE Bovine leukemia virus (isolat..
gi|9739119|gb|AF257515.1|AF257515 Bovine leukemia virus, co..
gi|2220795|dbj|D00647.1|BLVGPE Bovine leukemia virus genomi..

gi|1911737|gbiS83530.1(583530 env {provirus} [Bovine leukem.

gil210782|gb|M35242.1|BLVENVE Bovine leukemia virus (isolat..
gi|210767|gb|K02120.1|BLVCG Bovine leukemia virus (proviral..
gi|1843584|gb|UB7872.1|BLU8T7872 Bovine leukemia virus isola..
gi|2257975|gb|AF007763.1|AF007763 Bovine leukemia virus str..
gi|2257977|gb|AF007764.1|AF007764 Bovine leukemia virus str..
gi|1843586|gb|UB7873.1|BLUB7873 Bovine leukemia virus isola..
gi|1843582(gblU87871.1|BLU8B7871 Bovine leukemia virus isola..
gi|2107801gbiM35241.1|BLVENVD Bovine leukemia virus (isolat..
gi|14389323|gb|AC087218.2|AC087218 Rattus norvegicus clone ..
gi|10862754 |emb|AL353745.7|AL353745 Human DNA sequence from..

gi|14010928|gb|AC010742.4|AC010742 Homo sapiens BAC clone R.

gi]14581449|gb|AY028080.1| Mus musculus pericentriolar mate..

gl|14579804|gb|AC027465.6|AC027465 Homo sapiens, clone RP1ll.

gil13877227|gb|AC079832.16|AC079832 Mus musculus clone rp23..
gi|14327713|gb]AC078911.11|AC078%911 Mus musculus Strain C57...

gill13677175|gb|AC016776.6|AC016776 Homo sapiens clone RPll-...°

-

gi|13470131|gb|AC084213.19|AC084213 Mus musculus 1 BAC RP23...
gi|4508129|gb|AC005538.2|AC005538 Homo sapiens BAC clone RP...
gi| 9885831 |gb|AF294265.1|AF294265 Mus musculus galanin rece...

gi|12743807 |emb|AL365322.10|AL365322 Mouse DNA sequence fro.

gil7321164|emb|AL031661.28|HS404H4 Human DNA sequence from ...
gi|10185444|emb|AL138836.15|AL138836 Human DNA sequence fro...

gi|11875984 |emb|AL049629.28]|HSJ541C22 Human DNA sequence fr.
g1|3493326|gb|AC005568.1|AC005568 Homo sapiens chromosome 1.
gi| 7630118 |emb|ALO49866.2 | MM437P9 Mus musculus chromosome X.
gi|202861|gb|M93017.1|RATALTSPLA Rat alternatively spliced
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Figura 9 — Resultado do BlastN das amostras sequenciadas.
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Figura 10 — Resultado do Blas(P das amosiras sequenciadas.
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KOZ2120 GCAGHTCGGTTCGACEGCCCCCACTGGGAMTPOCTCCCAGGCT@TCMGGRTCCTTT 60
AF399703 GCAGATCGCTCCGACTGCCCCCACTGGGACARTGCCTCCCAGGCCAATCANGGATCCTTT 60
AF399704 GAAGATCGCCCCGACTGCCCCCACTGGGACAATGCCTCCCAGGCOGATCANGGATCCTTT 60
AF399702 GCJ\G}\TCG(‘TCCGACP GCCCCCAE‘PGGGACMCGCCTCCCGGGC(KSJ\TCJU\GGATCCTTT 60
Koz120 TI\TGTE?\I\TCJ\TCAGAT’FTTAT TCCTGCJ\TCTCI\MCAATGTC}\TGGH}\TTTTCACTC‘TA 120
AF339703 TATGTCAATCATCAGATTTTAT TCCTGCATCTCAARCAATGTCATGGAATTTTCACTCTA 120
AF'399704 TATGTCGATCATCAGATTTTATTCCTGCATCTCARACARTGTCATGGARTTTTCACTTTA 120
AF399702 TATGTCGRTCATCAGRTTHATTCCIGCATCICMAWTGTCATGGACTTTTCACCCTH 120
KO2120 MGGGRGRD\TGGGGATATGATCCCCPGATCACMTCITT}\CRTMGATCCCTGAT i80 b
AF399703 ACCTGGEAGATATGGGGATATGATCCCCTGATCACCTTTTCTTTACATAAAATCCCTGAT 180 S
AF399704 ACCTGGGAAATATGGGGATATGACCCCCTGATCACCTTTTCTTTACATARGATCCCTGAT 180 f’
AF399702 ACC!'GGGRGATATGGGGATATGRTCCCCTGATCACCTTHCTT“PAC?\TMWCCCFGAT 180 {
KOZ120 CCCCCI‘CMCCCGACI‘TTCCCCBGTTGMCAG’!‘GACT GGG‘I"]‘CCCTCTGTCAGI\TCATGG 240
AF3998703 CCCCCTCARCCCGACT TTCCCCAGCTGAACAGTGACTGGGTTCCCTCTGTCAGATCATGS 240
AE393704 COCCCTCAACCCGACT TCCCTCAGCTGAACAGTGACTGGGTTCCCTCTGTCAGATCATGS 240
AF399702 < CCCCTCF\ACCPGACTTCCCTCAGCTGMCAGTGACTGGGTTCCCTCTG'I‘C}\GATCATGG 240
Kez2120 GCCCTGCI’TTTAMTCAI\ACAGC?\CGGGGCFTCCCJ\GACTGTG CTI\TATGTTGGGRACC'P 300
AF399703 GCCCTGCTTTTARATCAAACAGCACGGGCCTTCCCAGACTGTGCTATATGTTGGGAMCCT 300
AF399704 GCCCTGCTTTTAAATCAGACGGCACGGGCCT TCCCAGACTGTGCTATATGTTGGGAACCT 200
Ar399702 GCCCTGCPTCTWTCN\HCGGCACGGGCCTTCODCGACTGTGCTHTRTGTTGGGMCCT 300
KO2120 TCCCOT! CCCTGGGCTCCCGAMTATTRGTATATN\CAAMCCATCT CC?SGCTC!’GGRCCC 360
AF399703 TCCCCTCCCTGGGCTCCAGARATATTAGTATATAACARAACCATCTCCAGCTCTGCACCE 360
AF399704 TCCCCTCCCTGGGCTCCCGARMATATTAGTATATAACAAAACCATCTCCAGCTCTGCACCE 360
AF3929702 TCCCCTCCCPGGGCTCC‘CGMATATTAGTJ\'N\TM’PN\AAC CJ\TCTCC?\GC'TC‘TAGI\CCC 360
Ko2120 GECCTCGCCCTCCCGGACGCCCAANTCTT CTGGGTCMC‘I‘("GTCCT CGTTTMCACCJ\CC 420
AK'399703 GGECCTCGCCCTCCCGEACGCCCAMTCTTCTGGGTCANCACGTCCTCGTTTAACACCACE 420
AF399704 GECCTCGCCCTCCCEGACGCAANMTCTTCTGGGTCANCACGTCCTTGTTTAACACCACE 420
AF399702 GG’!‘C-'TCGCCCTCC‘CGGACGCCCN\ATCTTCTGGGTTMCACGTCCTTGTTTMCI\CC]\CC 420
TR N | \ Vo ey I = A
KOZ120 CANGGATGGCACCACCC 437
AF399703 CAAGGATGGARCCACCC 437
AF399704 CAAGGACGAANCCACTC 437
AF399702 CAAGGATGGCACCACCC 437

Figura 11 —AhnhameModeUessequenmasamphﬁmdaspehPCR,mmumasequenmaJaponesado
virus da LEB depositada no GenBank. As letras em vermelho representam nucleotideos substituidos,
levando em consideracio a seqiiéncia K02120. .
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K0212( ADRFDCPHWDNASQADOGSFYVNHQILFLHLKQCHGI FTLTWEIWGYDPLITFSLHKIFPD &
3 03 ADRSDCPHWDNASQANQGSFYVNHOILFLHLKQCHGI FTLTREIWGY DPLITFSLHKIPD &(
'3

SDCPHWDNASRADOGSFYVDHQI LFLHLKQCHGLFTLTWEIWGY DPLITFSLHKIFPD 60
EDRPDCPHWDNASQADOGSFYVDHQILFLHLKQCHGI FTLTWEIWGY DPLITFSLHKIPD &

R R R R L R L R R A S o e g TR LT S T S T SR T PR U T R e e R e I e

PPQPDEFFQLNSDWVEPSVRSWALLLNOQTARAFPDCAICHE PSPPHAPEILVYNKTISSSGE 120
f PPOPDFPOLNSDWVPSVRSWALLLNOTARAFPDCAICWEPSPPWAPEILVYNKT 2
39702 PPOPDFPOLNSDWVPSVRSWALLLNQTARAFPDCAICWEPSPPWAPEILVYNKTI
AF399704 PEQPDFPOLNSDWVEPSVRSWALLLNQTARAFPDCAICWEPSPPWAPEILVYNKTI
R o e I o o R e R N R R R R TR R R R TR T T
GLALPDAQI FWVNSSSENTTQGWHII 145
GLALPDAQI FWVN ENTTQGWNH 145
GLALPDAQI FWVNTSLENTTQGWIIH 145
GLALPDAKI FWVNTSLENTTQGRNH 145

B o P S =

-

AF

Figura 12 — Alinhamento de trés seqiiéncias preditas de aminoacidos. com uma seqiiéncia de japonesa.
As letras em vermelho representam aminoacidos substituidos, levando em consideragio a seqiiéncia

K02120.

4-4 COMPARACAO ENTRE PCR E IDGA
NA IDENTIFICACAO DE ANIMAIS
INFECTADOS PELO VIRUS DA LEB

Das 65 amostras testadas, 27 (41.5%) foram
positivas pela PCR e IDGA, 13 (20,0%)
amostras apresentaram resultado positivo pela

PCR ¢ negativo pela IDGA, 21 (32.3%) foram
negativas 4 PCR e a IDGA ¢ quatro (6,2%)
positivas a IDGA ¢ negativas a PCR (Tab. 2).
Houve uma concordincia de 73,8% entre a PCR
¢ a IDGA. O valor da estatistica kappa (k) foi de
0.48 demonstrando alinhamento moderado entre
0s testes.

Tabela 2 — Comparacio entre PCR e IDGA na detecgio do virus da LEB.

IDGA positiva IDGA negativa Total
PCR positiva 27 13 40
PCR negativa 4 21 25
Total 31 34 65

Kappa=0,48

A IDGA detecta a resposta indireta a infecgdes
pelo virus da LEB, ja a PCR detecta diretamente
o genoma do virus, que encontra-se integrado ao
genoma bovino. Portanto ao comparar-se as duas
iécnicas ¢ esperado que enconire-se resultados
divergentes.

Os resultados encontrados no presente estudo
confirmam resultados anteriores que
demonstraram uma maior sensibilidade da PCR.
quando comparada a IDGA (Naif et al., 1990;
Kuzmak et al., 1993; Blankenstein et al., 1998).
A comparacdo dos resultados obtidos pela PCR e
pela IDGA foi realizada pela estatistica kappa
(x). que ¢ indicada quando se comparam testes e

nio ha a presenca de um padrao ouro (Smith.
1995). Embora a OIE reconheca a IDGA ¢ os
tesies de ELISA como as provas oficiais de
diagnostico da LEB, ¢ notorio que a PCR ¢ uma
técnica altamente sensivel e se considerdssemos
a IDGA como padrido ouro para comparagio
com a PCR. os resultados dessa poderiam estar
subestimados.

Em alguns trabalhos obteve-se 100% de
concordincia entre PCR e IDGA (Ballagi-
Pordany et al., 1992; Sherman ¢t al., 1992:
Kuzmak et al., 1993; Dube et al.. 1997). o que
provavelmente € devido ao pequeno numero de
amostras testadas. 22. 18, 33 ¢ 8.
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respectivimmente, ou ao desenvolvimento de PCR
mais sensivers, que a desenvolvida no presente
trabalho. Nant ¢t al. (1990), testando 63 animans,
conseguiram detectar todos

animais
soroposiivos ¢ um soronegativo utthzando PCR
simples.

A PCR desenvolvida deixou de  identificar
apenas quairo animais que foram positivos pela
IDGA, mas identificon outros 13 que eram
negativos a IDGA.

Existem vinas lupoteses para explicar a nio
wentificagio  pela PCR de  quatro  animais
soropositivos. Embora os iniciadores utilizados
no presente trabalho tenham sido selecionados
de regioes conservadas do gene env, apos o
estudo de seguencias publicadas (Rice et al.,
1984, Sagata et al., 1985, Mamoun ¢ al., 1990),
¢ possivel que vanagoes genéticas no provirus
possam ter  dificultado o anelamento  dos
miciadores (Fechner et al., 1996). Marsolais et
al. (1994), postularam sensibilidade da PCR,
variando de 50 a 90%, dependendo da origem
geografica das amostras, ¢ devido a vanagoes
genclicas no provirus,

O pequeno mamero de linfocitos  infectados
(Murtaugh et al., 1991: Eaves et al., 1994;
Reichel et al, 199%), o pequeno namero de
copras do provimus nos  lintocitos  infectados
(Molloy et al., 1994), a infecgiio restrita a orgaos
Infoides (Klhintevall et al.,1994), tal como foi
descrita em pacientes HIV positivos (Edginton,
1992), reacoes cruzadas com outros retrovirus na
sorologia ¢ a presenga de iibidores da Tag
DNA  polimerase nas  amostras  de  DNA
(Panaccio e Lew, 1991; Rolfs e al., 1992), sio
outras provivels causas para a nio identificagio
de todos animas soropositivos pela PCR.

A presenga de animais PCR positivos ¢ IDGA
negativos podem ser considerados como falso
positivos na PCR ou falso negativos na IDGA.
Todas as precauctes possivels foram tomadas
para evitar a ocorréncia de contamimnacdes na
PCR. A extracio do DNA fo1 realizada em local
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livre  de  produtos  amplificados,  evitou-se
contaminagio, com troca de luvas e aventais ¢
além disso, em todas as baterias de testes foram
usados  controles (Agun ¢ DNA de células
MDBK) gue permaneceram negativos.

Entre as causas de falso negativos na IDGA
extio o intervalo entre infecgiio e detecgio de
anticorpos (Dinter, 1989; De Boer et al., 1987),
coleta proxima a data do parto (Ebertus et al.,
1987), presenga de animais persistentenmente
infectados pelo virus da DBV (Roberts et al.,
1988, 1989) e falha na resposta imune humoral
(Klintevall et al., 1994). Nenhum dos animais
coletados havia parido em datas proximas ao dia
da coleta (dados nio mostrados).

Fechmer et al. (1997). estudando  vanagoes
geneticas N regiio  eny encontraram  umi
relagio entre o padrio de restrigio, utilizando
virnas enzimas de restrigiio, e formas atipicas da
infeceiio em hovinos, em que foram observadas
atraso e diminuigio na resposta mune.

O estagio da infecgdio, de relagdes hospedeiro-
virus, incluindo o namero de células infectadas
ou o nimero de copias do provirus por célula, a
regulacio da expressio de antigenos virals, a
mdugiio da  resposta imune humoral ¢ a
proliferagio  de  linfocitos,  influenciam  a
detecgiio direta ¢ou indireta de infecgdes pelo
virus da LEB.

Devido a0 pequeno numero  de  amostras
coletadas, por faixa etina, nio  pode-se
determinar  s¢  existe  assoclagho  entre o
resultados dos testes de diagndstico ¢ a idade dos
bovinos. Entretanto na faixa etiria II1, observou-
se que a maior parte dos animais apresentaram
resultados concordantes (IDGA+/PCR+), o que ¢
provavelmente devido a maior fregiiéncia de
infecgbes nos animais mais velhos. Ji a faixa
etaria [ apresentou 0 maior nimero de animais
com resultados discordantes (IDGA-/PCR+), o
gue pode ser explicado por estes animais terem
sido mftectados recentemente (Tabela 3).




Tabela 3 - Resultados da IDGA ¢ PCR segundo a Imxa etina dos animais examimados

Faixa ctina__ IDGA+/PCR+ IDGA+/PCR- IDGA-/PCR+ IDGA-/PCR-  TOTAL
I N 2 6 S 13
11 6 0 < 12 22
I 21 2 3 + 30
TOTAL 27 4 13 21 63
A PCR pode ser utilizada como téenica auxiliar e A PCR ¢ a IDGA apresentaram

no diagnostico da LEB, por exemplo nos casos
em que se desgja deferminar se existe infeceiio
em bezerros que receberam colostro de vacas
soroposiiivas, para encontrar animais inlectados
com baixos titulos de mticorpos, titulos
transientes ou sem fitulos de mticorpos para o
virus da LEB (Cockerell € Rovnak, 198¥;
Ballagi-Pordany et al., 1992; Burkhardt et al.,
1993; Eaves o al., 1994), em animans infectados
recentemente (Nait et al., 1992; Kelly o al.,
1993), em casos de duvida quanto ao resultado
da IDGA. Em casos em que for necessiro
determimar o diagnistico em um prazo mais
curto, o resultado da PCR pode ser obtido em
menos de 24 horas, contra no minimo 72 horas
da IDGA. A PCR pode ser aplicada em
programas de erradicagio, principalmente na
fase linal destes programas, em gue o nimero de
ammats miectados ¢ baixo,  em animais
destinados a0 comércio  intermacional, ¢ na
selecio  de  animais  para programas  de
premuni¢io.

Os resultados desse trabalho demonstraram gque
a utilizagio de uma sorologia simples pode levar
a lalhas no diagnostico da LEB e que a IDGA
deve  ostar assoctada a outras  provas  de
diagnostico para aumentar a senstbilidade ¢
expecilicidade do diagnostico da LEB.

5 CONCLUSOES

e A PCR desenvolvida pode ser utilizada na
detecgiio do virus da LEB em amostras de
DNA extraidas a partir de sangue total de
bovinos SOroposiiivos ¢ soronegativos.

e A PCR padronizada ¢ especifica ¢ sensivel
na deteceio de mieegoes pelo virus da LEB.

e Ay regioes do gene emv seqgiienciadas
apresentaram um alto grau de conservagio.

concordincia moderada, na  detecgiio  de
mfecgoes pelo virus da LEB, entretanto sio
técnicas que devem ser utilizadas de forma
complementar, para aumentar a cliciénena
do diagnostico.
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ANEXO [: Seqiicneias dos fragmentos amplificados pela PCR e depositados no GenBank

LOCUS AF399702  437bp DNA VRL 13-AUG-2001
DEFINITION Bovine leukemia virus envelope glycoprotein gp31 gene, partial cds.
ACCESSION AF399702
KEYWORDS
SOURCE  Bovine leukemia virus.
ORGANISM Bovine leukenua virus
Viruses; Retroid viruses; Retrovindae; Deltaretrovirus.,
REFERENCE 1 (bases 110 437)
AUTHORS Camargos M.F., Rocha,M.A., Leite,R.C., Stancek,D. and Reis, J.K.P.
TITLE Detection of Bovine Leukemia Virus by a PCR assay
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 110 437)
AUTHORS Camargos,M.F., Rocha,M.A_, Leite,R.C., Stancek,D. and Reis, J.LK.P.
TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submutted (14-JUL-2001) Vetermary Preventive Medicine, Veterinary
School Federal University of Minas Gerais, Av. Antonio Carlos 6627,
Belo Horizonte, MG 30270-010), Brazil

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..437
forganisi="Bovine leukemia virus"
/proviral

/specitic_host="Holstem cow"

fdb_xref="taxon:11901"

feountry="Brazil: Minas Gerais State, Zona da Mata Region”

Mmote="1solated trom blood leukocytes"

DS ~1..-437

/codon_start=1

/product="envelope glycoprotem gp51"
/ranslation="ADRSDCPHWDNASRADQGSFYVDHQILFLHLKQCHGLFTLTWEI

WGYDPLITFSLHKIPDPPQPDFPQLNSDWVPSVRSWALLLNQTARAFPDCAICWEPSP

PWAPEILVYNKTISSSRPGLALPDAQIFWVNTSLFNTTQGWHHP"
BASE COUNT 99a 145¢ Rlg 1121

ORIGIN

| geagategel cegactgeee ceactgggac aacgectece gggeegatea aggatecttt
61 tatgiegate atcagatitt atfectgeat cleaaacaatl gleatggact titcacecta
121 acctgggaga tatgggeata tgatceectg atcaccttt ctitacataa aatcectgat
181 cececteaac clgactteee eagetgaac agtgactggg tecctetgt cagateatgy
241 geectgetic tanatcaaac ggeacggpeee (leceegact glgctatalg fggeaacet
301 teeeeteedt gggetecega aatattagta tataataaaa ceatetecag cletagacec
361 ggictegeee teceggacge ceaaalctic tgggttaaca cglecttglt taacaccace
421 caaggatgpe accacec
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LOCUS AF399703 437 hp DNA VRL 13-AUG-2001
DEFINITION Bovine leukemia virus envelope glycoprotein gpS1 gene, partial cds.
ACCESSION AF399703
KEYWORDS
SOURCE  Bovine leukenua virus.
ORGANISM Bovime leukemia virus
Viruses; Retrond viruses; Retrovindae; Deltaretrovirus.
REFERENCE 1 (bases 110437)
AUTHORS Camargos M.F., Rocha,M.A ., Lente,R.C., Stancek.D. and Reis,J.K.P.
TITLE Detection of Bovine Leukemia Virus by a PCR assay
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1to 437)
AUTHORS Camargos,M.F., Rocha, M.A., Leite,R.C., Stancek,D. and Reis, J.K.P.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (14-JUL-2001) Veterinary Preventive Medicine, Veterinary
School Federal University of Minas Gerais, Av. Antonio Carlos 6627,
Belo Honzonte, MG 30270-010, Brazil

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..437
forganism="Bovine leukemia virus"
/proviral

fspecitic_lhost="cow"
/db_xret="taxon:11901"
/country="Brazil: Northern Paran State"
Mmote="isolated from blood leukocytes"
CDS <1..-437
Jeodon_start=1
/product="envelope glycoprotein gp51"
/translation="ADRSDCPHWDNASQANQGSFYVNHQILFLHLKQCHGIFTLTWEI

WGYDPLITFSLHKIPDPPQPDFPQLNSDWVPSVRSWALLLNQTARAFPDCAICWEPSP
PWAPEILVYNKTISSSAPGLALPDAQIFWVNTSSFNTTQGWNHP"
BASE COUNT I06a 144¢ T7g¢ 1101
ORIGIN
I geagategel cegactgeee ceactgggae aatgecieee aggecaatea aggatecttt

61 tatgicaate atcagatttt attectgeat cleaaacaat gteatggaat titcacteta

121 acctggpgaga tatgggeata (gatceecty atcacctint ctitacataa aateectgat

IR] ceceeteanc cegactiice ceagelgaac aglgactggg tteccietgt cagatcatgg

241 gecctgeltt taaatcaaac ageacggpece fteccagact glgetatatg tgggaacct

301 tecceteeet gggetecaga aatattagia tataacaaaa ceatetecag cletgeacee

361 ggectepece teeeggacge ceaaatette ggetcaaca cglectegtt taacaccace

421 caaggatgga accacce
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LOCUS  AF399704 437bp DNA VRL 13-AUG-2001
DEFINITION Bovine leukemia virus envelope glycoprotein gpS1 gene, partial cds.
ACCESSION AF399704
KEYWORDS
SOURCE  Bovine leukemma virus.
ORGANISM Bovine leukemia virus
Viruses: Retrond viruses; Retroviridae; Deltaretrovirus.,
REFERENCE | (bases 1to 437)
AUTHORS Camargos,M.F_, Rocha,M.A., Leite,R.C., Stancek,D. and Reis, J.K.P.
TITLE Detection of Bovine Leukemia Virus by a PCR assay
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 110 437)
AUTHORS Camargos,M.F., RochaM.A_, Leite,R.C., Stancek,D. and Reis,J . K.P.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (14-JUL-2001) Vetennary Preventive Medicine, Veterinary
School Federal University of Minas Gerais, Av. Antonio Carlos 6627,
Belo Honzonte, MG 30270-010, Brazil

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..437
Jorganisn="Bovine leukemia virus"
/proviral

/specitic_host="cow"
/db_xref="taxon:11901"
/country="Brazil: Minas Gerais State"
/mote="isolated from blood leukocytes"
DS <1..+437
/codon_start=1
/product="envelope glycoprotem gpS1"
Aranslation="EDRPDCPHWDNASQADQGSFYVDHQILFLHLKQCHGIFTLTWEI

WGYDPLITFSLHKIPDPPQPDFPQLNSDWVPSVRSWALLLNQTARAFPDCAICWEPSP
PWAPEILVYNKTISSSAPGLALPDAKIFWVNTSLFNTTQGRNHP"
BASE COUNT 105a 143¢ ROg 109t
ORIGIN
| gaagatcgee cegactgeee ceactgggac aatgecieee aggecgatea aggatecttt

GO tatgtegate atcagatitt attectgeat cleaaacaal gleatggaal tttcactita

121 acctgggaaa tatgggeata tgacceeetg ateacettit ctitacataa gateectgat

I¥] cececteaac cegacticee teagelgaac aglgactggs teectetgl cagateatgg

241 pecctgeitt taaalcagac geeacggpeee feecagact glgetatatg mgggaacet

30T teceeteeet gggetecega aatattagta tataacaaaa ceatetecag cletgeacee

361 gpectegecd teeeggacge aaaaalctic tgggtcaaca cgtectigtt taacaccace

421 caaggacgaa accacee
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