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RESUMO

A doenca de aujeszky (DA) é uma doencga infecto-contagiosa de etiologia viral que se constitui em um
importante obstaculo a exploragcdo e ao comércio internacional de suinos. O SuHV-1 pertence a
subfamilia Alphaherpesvirinae e possui dentre outras caracteristicas a capacidade de estabelecer
infeccbes latentes nos neur6nios sensoriais. Considerada como doenca de notificagdo obrigatoria
pela OIE, esta presente na lista de doencas de importancia econdmica e epidemioldgica. Os sistemas
de producdo se tornaram mais intensivos e confinados, e consequentemente os riscos de
disseminagdo de doencas também aumentaram. A adogdo de estratégias e programas oficiais de
controle e erradicacdo da DA, tendo em vista prevenir a disseminacdo da enfermidade, se faz
necessario para evitar prejuizos extensos a exploracéo de suinos no Brasil. O presente trabalho teve
como objetivo validar uma PCR em tempo real para o diagndstico da DA e verificar o desempenho
dos diferentes sistemas: SybrGreen |, Sonda de hibridizacdo e Plexor. Para a verificacdo de
desempenhos os seguintes critérios foram usados: Especificidade e Seletividade, Sensibilidade,
Limite de deteccdo, Repetitividade e Reprodutibilidade e Robustez. O melhor desempenho foi
alcancado utilizando os iniciadores e sonda desenhados para o alvo gB, este fato influenciou na
tomada de decisdo na escolha da metodologia a ser validada e disponibilizada para o Laboratério de
Biologia Molecular do LANAGRO-MG, como ferramenta para o diagnéstico da DA no Brasil.

Palavras-chave: doenca de aujeszky, suinos, PCR, desempenho, SybrGreen |, sonda de
hibridizacéo e Plexor.

ABSTRACT

Aujeszky's disease (AD) is an contagious infectious disease of viral etiology that constitutes a major
obstacle to the exploration and international trade of swine. The Suid Herpesvirus 1 (SuHV-1) belongs
to the subfamily Alphaherpesvirinae and among other features has the ability to establish latent
infections in sensory neurons. Considered as a notifiable disease by the OIE, is present in the list of
diseases of importance economic and epidemiology in swine. The production systems become more
intensive and confined, and consequently the risk of spreading disease also increased. The adoption
of strategies and public programs for control and eradication of AD, in order to prevent the spread of
the disease, it is necessary to prevent extensive damage to the pig farm in Brazil. The aim of this work
was to validate a real time PCR for the diagnosis of AD and to verify the performance of different
systems: SybrGreen |, hybridization probe and Plexor. To check the performance of the following
criteria were used: specificity and selectivity, sensitivity, limit of detection, repeatability and
reproducibility and robustness. The best performance was achieved using the primers and probes
designed to target gB, this fact influenced the decision-making in the choice of methodology to be
validated and available in the Laboratory of Molecular Biology of the LANAGRO-MG, as a tool for the
AD diagnostic in Brazil.

Keywords: aujeszky disease, swine, PCR, performance, SybrGreen |, hybridization probe and Plexor.



1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a suinocultura
brasileira apresentou uma intensa
tecnificacdo de suas praticas de manejo,
com o incremento da produgdo confinada e
da movimentacdo de animais. Essa
evolucdo tem favorecido a obtencdo de
altos indices de produtividade, tanto que o
Brasil se firmou na condicdo de quarto
maior fornecedor mundial de carne suina. O
Brasil produziu 3,4 milhdes de toneladas de
carne suina em 2011 e 3,2 milhdes de
toneladas em 2010. As receitas totalizaram
1,43 bilhdo de dolares em 2011, acima dos
1,34 bilhdo de délares somados em 2010.

Entretanto, essas praticas de manejo
adotadas para aumentar a producado elevam
0 risco de ocorréncia e disseminagdo de
enfermidades no rebanho suideo nacional.
Por mais rigorosas que sejam as medidas
sanitarias de protecdo adotadas por um pais
ou uma regiao considerada como zona livre
de uma doencga, nunca se tem a seguranca
absoluta para que se consiga impedir a
introducdo ou reintroducdo de um agente
infeccioso.

A doenca de Aujezsky (DA), também
conhecida como Pseudorraiva (PRV), € uma
doenca viral altamente contagiosa e de
grande importancia sanitaria e econdmica
na suinocultura. A espécie suina é
considerada o principal reservatério do virus
da DA e seu mais importante disseminador.
De acordo com o Comité Internacional de
Taxonomia dos Virus, a doenca é causada
pelo Suid herpesvirus 1 (SuHV-1).

A DA é caracterizada por alta mortalidade
na maternidade, abortos e porcentagem
variavel de animais com sinais nervosos e
respiratérios na creche, recria, terminagao e
gestacdo. A enfermidade afeta o Sistema
Nervoso Central (SNC) em animais jovens e
0 sistema respiratorio em adultos. O suino é
0 Unico reservatorio natural deste agente e
a Unica espécie onde o virus estabelece
uma infeccéo latente. A vacinacdo contra a
DA minimiza a apresentacdo clinica da
doenca, porém nao evita a infeccdo, nem o
estabelecimento da condicao de laténcia.

No Brasil a comercializagdo e distribuicdo
de animais destinados a reproducéo
somente ¢é permitida por granjas de
reprodutores suideos certificadas (GRSC),
que sao livres para varias doencas,
incluindo a DA. Caso as granjas GRSC
sejam infectadas, o potencial que elas
representam na disseminacdo do SuHV-1,
com a comercializacdo de suinos de
reposicdo é extremamente relevante.

A adogdo de estratégias e programas
oficiais de controle e erradicacdo da DA,
tendo em vista prevenir a disseminagcédo da
enfermidade, se faz necessario para evitar
prejuizos extensos a exploracdo de suinos
no Brasil. Além disso, o contato direto entre
animais é a principal via de disseminacéo do
VDA, por isso é de extrema importancia que
no Brasil existam  programas de
monitoramento dos rebanhos. Essas
condutas trardo beneficios para a cadeia
produtiva de carne suina, pois, além de uma
melhor produtividade, o comércio de carne e
derivados com paises importadores sera
mais competitivo.

Os testes atualmente utilizados para
deteccdo do SuHV-1 baseiam-se no
isolamento do virus e métodos de deteccédo
de anticorpos. Entretanto, estes métodos
necessitam de um longo periodo, uma a
duas semanas ap0s a infec¢do natural ou
vacinagdo, para obter um diagnostico
confirmatorio.

A introducdo da técnica de PCR (Reagédo
em Cadeia da Polimerase) para
diagndsticos e deteccao de patégenos tem
sido uma valiosa alternativa para os
métodos tradicionais. O uso da PCR em
tempo real permite ainda o processamento
das informacSes em um U(nico passo,
diminuindo o tempo do processo.
Metodologias baseadas na PCR
convencional e PCR em tempo real
melhoraram a sensibilidade e a objetividade
da interpretagdo dos resultados, além de
serem ferramentas promissoras para um
rapido diagnostico etiologico, oferecendo
varias vantagens quando comparados com
testes de rotina de laboratério. Além disso,
essa metodologia foi sugerida no plano de
erradicacdo da doenca de Aujeszky no
Brasil elaborado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e



recomendada pela Organizacdo Mundial de
Salde Animal.

Uma consideracdo relevante na hora de
desenvolver um teste de PCR em tempo
real é a escolha do sistema de deteccao
mais apropriado. Atualmente, existem varias
guimicas  disponiveis no mercado:
SybrGreen, TagMan, Molecular Beacons,
Plexor, Scorpions, LUX Primes. Cada
gquimica oferece vantagens e desvantagens,
dependendo do objetivo do teste.

O desenvolvimento de um método analitico
envolve um processo de avaliagdo que
estime sua eficiéncia na rotina do
laboratério. Esse processo € denominado
de validacdo. As normas internacionais,
nacionais e sistemas da qualidade
destacam a importancia da validacdo de
métodos analiticos e a documentacdo do
trabalho de validacdo, para obtencdo de
resultados confiaveis e adequados ao uso
pretendido.

Em consideracdo ao exposto acima, o
presente trabalho teve como objetivo validar
uma PCR em tempo real para o diagnéstico
da doenca de Aujeszky e verificar o
desempenho de trés quimicas disponiveis
no mercado (Agente intercalante, Sonda de
hibridizacdo e Plexor) através da
comparacao desses sistemas.

2. LITERATURA CONSULTADA
2.1. DOENCA DE AUJESZKY
2.1.1. HISTORICO

A DA foi primeiramente descrita em bovinos
nos Estados Unidos, em 1813. Por afetar o
sistema nervoso a doencga era confundida
com a raiva. Foi primeiramente reconhecida
como doenca de bovinos e cées, na
Hungria, em 1902. Aladar Aujeszky
demonstrou por meio da infeccéo
experimental em coelhos, ndo se tratar de
raiva e, a partir de entao a doenca passou a
ser denominada como pseudorraiva. Ja
nessa época existiam evidéncias que o0s
suinos eram os hospedeiros naturais do
virus. Por muitos anos na Europa, a DA era

considerada uma importante doenca
causadora da morte de suinos de todas as
idades e de abortamentos (Thawley et al.,
1991; Kohler e Kohler, 2003). Em 1909, o
agente foi identificado pela primeira vez em
suino por Weiss e depois em ovelhas em

1910 por Schmiedhoffer (Pejsak e
Truscynski, 2006). Um estudo que
descreveu experimentalmente a

transmissdo do agente para os suinos foi
relatado em 1914. Em 1931, o pesquisador
americano Shope isolou o virus de uma
vaca e foi capaz de causar doenca paralitica
em suinos inoculados por via subcutanea
com tecido cerebral. Ele demonstrou que o
virus estava presente nas secre¢fes nasais
por varios dias (Anderson et al., 2008). Em
1934, Sabin e Wright o identificaram como
um herpesvirus, posteriormente recebeu a
denominacdo Herpesvirus suino 1 (SuHV-1)
(Kluge et al., 1999).

Entre os anos de 1960 e 1970, os Estados
Unidos consideravam essa  doenca
causadora apenas das mortes de leitdes e
ocasionalmente de bovino, ovelhas, caes e
gatos (Thawley et al.,, 1991). Em 1961 e
1962, proprietarios de rebanhos comecaram
a relatar surtos de SuHV-1 em lllinois e
outros Estados do Centro-Oeste Americano
parecidos com o0s registrados na Europa
(Anderson et al., 2008) .

Os primeiros casos da doenca relatados na
Gréa-Bretanha foram em 1979 e os ultimos
em 1989. O pais foi declarado oficialmente
livre da doenca em 1991. A doenca néo
existia na Europa Oriental antes da década
de 1960, mas em 1989 teve uma
distribuicdo mundial afetando 43 paises. O
aumento da incidéncia dos casos da DA na
Suécia, no periodo de 1970-1980, levou o
governo a dar inicio, em 1989, ao programa
de erradicacéo (Anderson et al., 2008).

A Comunidade Européia, segundo a Diretiva
64/432/CEE de 1964, relatava problemas de
fiscalizacdo sanitaria em matéria de
comércio intracomunitério de animais das
espécies bovina e suina. De acordo com a
93/24/CEE, foi iniciado em 1992, um
programa de erradicacdo da DA em todos
0os Estados membros da Comunidade. O
programa contou com uma politica de
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vacinacdo, um abate sistémico e imediato e
diagnéstico por meio de ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) para detecgédo de
anticorpos para glicoproteinas do virus da
DA no soro.

Entre 1980 e1990, foram relatados alguns
casos da infecgcdo pelo SuHV-1 em suinos e
javalis nas Américas, Europa e na Africa. Na
Europa, a deteccdo de javalis selvagens
soropositivos na Alemanha, Itdlia, ex-
lugoslavia e Holanda indicou que o SuHV-1
persistia em paises onde programas de
erradicacdo em animais domésticos ja
haviam sido estabelecidos. Nos ultimos
anos, o aumento dos inquéritos sorolégicos
e monitoramento de javalis selvagens
indicaram o declinio da ocorréncia de
infeccdo pelo SuHV-1 nos seguintes paises:
Croacia, Republica Tcheca, Franca,
Eslovénia, Poldnia, RuUssia, Suica e
Espanha (Muller et al., 2010). Considerando
0 sucesso de programas de erradicacdo da
DA e o status de oficialmente livre da
doenca obtidos por varios paises, torna-se
relevante o conhecimento das infec¢des do
SuHV-1 em animais selvagens. Vale
ressaltar que a Organizacdo Mundial de
Sanidade Animal (OIE) exige que medidas
sejam implementadas para evitar a
transmissdo do SuHV-1 para javalis e
suinos domésticos.

Segundo Carini e Maciel (1912), a DA foi
diagnosticada pela primeira vez no Brasil
em 1912. De acordo com Vidor (1988), a
primeira notificagcdo no Brasil foi em 1932.
Desde 1934, através do Decreto n°® 24.548,
a DA é uma enfermidade de notificagdo
obrigatoria no Brasil, e passivel de medidas
de defesa sanitaria animal. Em 1939,
Carneiro e Leme, diagnosticaram a DA em
ovinos, caprinos e bovinos (MAPA, 2007).
No Estado do Rio Grande do Sul (RS), o
SuHV-1 foi detectado pela primeira vez em
um bovino no ano de 1954 (Silva et al.,
2005). Até 1978, poucos focos foram
identificados em Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo
(Bauer, 1955; Hipolito et al., 1960; Silva et
al., 1960; Silva et al.,, 1961). Eles se
multiplicaram na década de 1980, quando a
doencga se tornou relevante, com surtos nos
estados de S&do Paulo, Parana, Minas

Gerais e Santa Catarina, que séo
exportadores de material genético (Kotait et
al., 1986; Brentano, 1992).

No Estado de Goias foram diagnosticados
trés focos da DA, um em 1892, outro em
1987 e outro em 1988 (Souza et al., 2002).
Em 2001 foi estimado um prejuizo para o
setor suinicola de Santa Catarina de R$
931.224,00 ao ano devido a DA,
desconsiderando-se 0 impacto negativo
sobre o comércio de reprodutores e o
mercado exportador (Zanella et al., 2001).
Por essa razao, a Embrapa Suinos e Aves,
em parceria com produtores e outras
instituicbes ligadas a suinocultura, iniciou,
em 2001, um programa de erradicacdo da
DA no Estado (Morés e Zanella, 2005). Dois
surtos ainda ocorreram em plantéis de
suinos domésticos em granjas localizadas
no norte do Estado do RS, no ano de 2003
(Silva et al., 2005).

2.1.2.SANIDADE ANIMAL

A saude animal, numa visdo ampliada,
envolve questdes relacionadas a
enfermidades dos animais, sadde publica,
controle dos riscos em toda a cadeia
produtiva, assegurando a oferta de
alimentos seguros e bem estar animal. Para
assegurar a saude animal, é necesséria a
existéncia de servigcos veterinarios bem
estruturados, capacitados e aptos para
deteccdo e adocao precoce das medidas de
controle e erradicacdo das doencas. Em
sintonia com a OIE, que reconhece os
servicos veterinarios como um bem publico
mundial, o servico veterinario brasileiro,
responsavel pela conducdo da politica de
salide animal, compartiha com o setor
privado as responsabilidades para aplicacédo
das medidas que objetivam a melhoria da
salde animal (MAPA, 2009).

Pela importancia econdbmica da
suinocultura e necessidade de controlar a
disseminacdo de doencas a niveis
desejaveis de produtividade, foi
estabelecida a certificacdo de granjas de
reprodutores suideos certificadas (GRSC)
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento conforme a Instrucéo
Normativa n° 19 de 15 de fevereiro de 2002.
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A comercializacdo e distribuicdo, no
territério nacional, de suideos destinados a
reproducdo, assim como a sua participacdo
em exposicdes, feiras e leildes, sé&o
permitidas somente aqueles provenientes
dessas granjas. Para receber a certificagéo,
granja deve atender as condicbes
estabelecidas na legislacdo, que inclui
fatores relacionados a biosseguranca e a
sanidade dos rebanhos e a realizacao de
exames para: Peste Suina Classica,
Aujeszky, Brucelose, Leptospirose e Sarna
realizado por laboratério credenciado e
tuberculose realizados na granja pelo
veterinario responsavel (Brasil, 2002). E
importante  ressaltar o potencial de
dissemina¢do do SuHV-1 a partir de granjas
gue comercializam ilegalmente suinos de
reposicdo (Maes et al., 1997). Esta é a
principal raz&o para praticar a reposicdo do
plantel apenas com suinos de granjas
GRSC.

Em 2004, foi criado o Programa Nacional de
Sanidade Suidea (PNSS) que se aplica ao
controle sanitario oficial a ser realizado nos
estabelecimentos de criacdo de suideos que
desenvolvam atividades relacionadas a
producgdo, reproducdo, comercializacdo de
suideos e de material de multiplicacdo de
origem suidea, bem como impedir a
introducdo de doencas exdticas e controlar
ou erradicar aquelas ja existentes no Brasil.

As atividades para o controle e erradicacéo
da DA séo coordenadas pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. O
Instituto Mineiro Agropecuario (IMA) é o
orgdo responsavel por realizar o
cadastramento das granjas comerciais e 0
controle das criagfes de subsisténcia e dos
transportadores de suinos no Estado de
Minas Gerais.

No cédigo zoosanitario da OIE, a DA é
considerada doenca de carater notificavel e
estabelece categoria de paises/zonas de
acordo com a situacao: Livres e Infectadas
(dentro destas zonas sao admitidos
Estabelecimentos Livres). A DA também
impde limitacdes ao comércio de animais
vivos e ao material genético (sémen e
embrifes), porém, ndo exclui o intercambio

de carnes (carcacas, cortes, produtos
industrializados) (OIE, 2010).

Segundo o PNSS, Unidades da Federacéo
certificadas pela Instdncia Central e
Superior como livres ou provisoriamente
livres de DA devem implementar um
monitoramento  soroepidemiologico, de
periodicidade anual, abrangendo todos os
estabelecimentos de criagdo de suideos que
representem risco, bem como investigacdes
periddicas realizadas a partir de amostras
colhidas pelo servico de inspecao em
abatedouros de suideos, de forma a
contribuir para a manutencdo dessa
condicao sanitaria (MAPA, 2009).

De acordo com o] Fundo de
Desenvolvimento Agropecuario do Estado
do Parana (FUNDEPEC), a partir de 1984,
foi  implantado um Programa  de
Monitoramento Sorolégico e Erradicacéo da
doenca em granjas de reprodutores suinos,
com controle de comercializacdo e
certificacdo de estabelecimentos livres da
doenca. O Estado de Sdo Paulo, no ano de
2006, aderiu ao Programa por deliberacdo
da Secretaria de Agricultura e
Abastecimento, por meio da Coordenadoria
de Defesa Agropecuéria (CDA). Ja o Estado
de Minas Gerais ndo possui um Plano
Estadual, uma vez que a adesdo dos
estados ao programa € voluntaria. Este fato
ndo o isenta da aplicacdo do Plano de
Contigéncia para a DA estabelecida pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento  através da  Instrucéo
Normativa n°® 8 de 3 de abril de 2007, que
descreve as normas para o controle e a
erradicacdo da DA em suideos domésticos
em todo territério nacional.

2.1.3.DISTRIBUICAO DA DOENCA DE
AUJEZSKY

Casos de infeccdo pelo SuHV-1 foram
relatados em partes da Europa, Sudeste
Asiético, América Central e América do Sul
(OIE, 2012). Ja foram reportados casos da
doenca em Cuba, Samoa e Ruanda
(Allepuz, 2008; Center for Food Security and
Public Health, 2006). O Canada, a Nova
Zelandia e os Estados Unidos séo livres da
DA desde 2004 (Pejsak e Truszcynski,
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2006). Na Europa, a DA nunca foi registrada
na Noruega, Finlandia e Malta. Na Unido
Européia, até abril de 2008, a Finlandia,
Austria,  Chipre, Republica  Tcheca,
Alemanha, Dinamarca, Luxemburgo,
Eslovaquia, Inglaterra, Escocia, Pais de
Gales e Suécia eram consideradas livres da
DA e nesses paises a vacinacao é proibida.
Existe um programa de erradicacdo
aprovado na Bélgica, nos Paises Baixos, em
provincias da Itdlia e Espanha (Allepuz,
2008).

O SuHV-1 ja foi isolado nas regides Sudeste
e Sul do Brasil (Piatti et al., 2001). No
Estado do Rio Grande do Sul (RS), o SuHV-
1 foi detectado pela primeira vez em um
bovino no ano de 1954 (Bauer, 1955).
Estudos sorolégicos realizados
posteriormente ndo detectaram a presencga
de anticorpos para a enfermidade, tanto em
granjas comerciais de suinos domésticos
(Oliveira et al. 1987, Trevisol et al. 1995,
Roehe et al. 1996) quanto de javalis (Braga
et al. 2002). No entanto, ocorreram dois
surtos em plantéis de suinos domésticos em
granjas localizadas no norte do RS, no ano
de 2003 (Groff et al. 2005).

WAHIDOIES 2012
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Relatou-se a ocorréncia de 66 focos da DA
no Estado de S&o Paulo, no periodo de
1982 a 1986 (Kotait et al., 1986). Também
houve registro de isolamento de SuHV-1 a
partir de orgdos de suinos infectados no
Estado do Parana (Schaefer et al., 2006).
Em 2006, foi realizado um inquérito
soroldgico nas criacdes de javalis no estado
de S&o Paulo e constatou-se a
soroprevaléncia do SuHV-1 em 30,7%, o
que mostra a importancia da inclusdo dos
javalis no programa de controle e
erradicacdo da DA (Cunha et al., 2006).

Em 2010, de acordo com os dados
fornecidos pela WAHID OIE e ilustrados na
Figura 1, o Brasil registrou trés casos no
Estado do Mato Grosso do Sul e cinco
casos no Estado de Rondbnia. J4 em 2011,
oito casos foram registrados no Estado do
Parana e quatro no Estado de S&o Paulo
(OIE, 2012). O mapa dos registros dos
casos da DA em 2011, fornecido pela
WAHID OIE pode ser observado na Figura
2.

-=_[_Ji_§ ease”limifed TBENE or more.zones . ;
I

Figura 1 - Mapa da distribuicdo da DA no periodo de jan-dez de 2010 (WAHID, 2012)
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Figura 2 - Mapa da distribuicdo da DA no periodo de jun-dez de 2011 (WAHID, 2012)

2.1.4. ETIOLOGIA

De acordo com o Comité Internacional de
Taxonomia dos Virus, a maioria dos
herpesvirus podem ser subdivididos em trés
subfamilias principais, baseados em suas
caracteristicas  bioldgicas, genoma e
organizacao: Alphaherpesvirinae,
Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae.
Um herpesvirus descoberto recentemente,
ictalurid herpesvirus 1, representa o Unico
membro fundador da quarta subfamilia.
Além disso, existem dezenas de herpesvirus
aguardando classificacdo (Pomeranz et al.,
2005).

O SuHV-1 pertence a subfamilia
Alphaherpesvirinae e possui dentre outras
caracteristicas a capacidade de estabelecer
infeccdes latentes nos neurbnios sensoriais,
em um periodo de tempo relativamente
curto de replicacdo e lise das células. O
virus pode ser propagado em uma
variedade de linhagens celulares, mais
comumente nas de origem renal como
PK15, Vero e MDBK derivadas de suino,
primatas e bovino. O virus também se
replica no fibroblasto do embrido do frango
(Anderson et al., 2008).

A particula viral infecciosa do SuHV-1 é
constituida por um DNA linear de fita dupla
(aproximadamente 150 kbp), com tamanho
entre 200 a 250 nm; estrutura formada por
capsideo  icosaédrico, tegumento e
envelope. O DNA esta dentro do capsideo
que possui a funcdo de protecéo
(nucleocapsideo). O capsideo é incorporado
a uma matriz protéica conhecida como
tegumento que é envolvida pelo envelope.
O envelope é formado por uma membrana
lipidica contendo varias glicoproteinas
(Pomeranz, et al., 2005).

2.1.5. GENOMA

Segundo Klupp et al. (2004), o genoma do
SuHV-1 possui 143.461 nucleotideos
(143,461 kpb), 72 ORF (Open Reading
Frame) homoélogas com 0s
Alphaherpesvirus relacionados. A
arquitetura do virus é composta pelo
genoma, um capsideo icosaédrico de 162
capsbmeros, um tegumento proteico e um
envelope de bicamada lipidica, derivado das
membranas  celulares, contendo as
glicoproteinas (Mettenleiter, 2000). Com
base no arranjo das sequéncias repetidas e
regides Unicas, o genoma dos herpesvirus
podem ser divididos em seis classes
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designadas pelas letras A, B,C,D,Ee F. O
genoma do SuHV-1 pertence a classe D
(Pomeranz et al., 2005).

Aproximadamente metade dos genes dos
Alphaherpesvirinae sdo considerados “néo
essenciais”, isto €, sdo dispensaveis para a
replicacdo viral em culturas de células
(Mettenleiter, 2000; Nauwynck et al., 2007).

O DNA viral possui uma alta taxa de
nucleotideos guanina (G) e de citosina (C)
em torno de 73%. A sequéncia e a
disposicédo dos genes no genoma do SuHV-
1 sdo conhecidas e ja esta estabelecido um
mapa da provavel organizacao da
transcricdo (Mettenleiter, 2000).

O capsideo contém e protege o genoma
viral e quando fora da célula estd sempre
envolvido pelo tegumento e pelo envelope
viral (Pomeranz et al., 2005).

A camada de tegumento € uma estrutura
eletrodensa amorfa que preenche o espaco
entre o capsideo e o envelope de particulas
maduras de herpesvirus. As proteinas do
tegumento estdo relacionadas ao
desligamento (shut off) célula pelo virus e
na morfogénese (Mettenleiter, 2000).

O envelope viral é uma membrana de
bicamada lipidica derivada da membrana
celular. Esse componente estrutura circunda
0 nucleocapsideo icosaédrico e contém
glicoproteinas com a funcdo de adesado e
penetracdo na superficie celular além da
difusdo célula-célula (Anderson et al., 2008).

As glicoproteinas recém-sintetizadas viajam
do reticulo endoplasmético através do
complexo de golgi para a membrana
plasmatica. No entanto, varias
glicoproteinas do envelope séo
internalizadas espontaneamente ou em
resposta a ligacdo antigeno-anticorpo. Nos
mondcitos infectados com o SuHV-1, a
internalizacdo das proteinas de superficie
pode modular a resposta imune e protegé-lo
dos anticorpos (Pomeranz et al., 2005).

O genoma do SuHV-1 codifica 16 proteinas
de membrana, sendo 11 modificadas por N-

glicosilacdo (adicdo de carboidratos a
aspargina) e denominadas de
glicoproteinas. Essas glicoproteinas gli(gB),
glli(gC), gp50 (gD), gl (9gE), gX (9G), gH,
gp63 (gl), gK, gL, gM e gN séo similares as
proteinas do virus Herpes Simples tipo 1
(HSV-1) que infecta os humanos. Com
excecdo da gG, as demais glicoproteinas
sdo constituintes do envelope viral. Destas,
a gB, gD, gH e gL sdo essenciais para a
replicacédo do virus. Outras, como a gE, gl e
US9 (proteina do tegumento) e a proteina
ndo-estrutural timina kinase (TK) estéo
correlacionadas a viruléncia. As proteinas
gE, gl e US9 sdo necessarias para a
movimentacdo dentro do sistema nervoso. A
TK € necessaria para a replicacdo em
células ndo mitéticas, como 0s neurdnios
(Mettenleiter, 2000; Anderson et al., 2008).

Durante a entrada, as glicoproteinas gC, gB,
gD, gH e gL sé&o responsaveis pela fixacdo
do virus na célula hospedeira e pela fusédo
do envelope viral com a membrana
plasmatica. Como sao constituintes da
superficie do virus e da célula hospedeira,
as glicoproteinas representam alvos para o
sistema  imunolégico do  hospedeiro
(Mettenleiter, 2000).

2.1.6.CICLO DE REPLICAGAO VIRAL

Estudos sobre o ciclo de replicacdo dos
herpesvirus em neurénios mostraram que o
virus penetra na célula axonal pela fuséo do
envelope viral com a membrana plasmatica
celular neural. O capsidio, entdo ¢é
transportado para o corpo da célula
nervosa. O transporte ao longo da cadeia de
neurdnios € necessario para a propagacao
do virus no Sistema Nervoso Central. A
invasdo pelo SuHV-1 através das vias
olfatérias e vias nervosas periféricas
(ganglio trigémeo) ¢é dependente da
presenca da glicoproteina gl e gE,
presentes no envelope (Spiridon et al.,
1995).

Uma cascata de eventos, mediados pelas
glicoproteinas virais, devem ocorrer para a
entrada do herpesvirus na célula
hospedeira. Primeiro, o SuHV-1 liga-se a
Célula por interagdo de gC com
proteoglicanas de heparan sulfato na matriz
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extracelular. Entao receptores gD ligam-se a
célula, estabilizando a interagdo virus-
célula. Finamente, as gB, gH e gL mediam a
fusdo do envelope viral com a membrana
plasmatica, permitindo a penetragdo do
capsideo e do tegumento no citoplasma da
célula hospedeira. Contrariamente a etapa
de adsorcdo, a fusdo da membrana é um
processo dependente de energia e
temperatura. Apés a fusdo, as proteinas do
tegumento rapidamente se dissociam,
processo que ocorre por fosforilagdo. Apos
0 capsideo alcancar o poro nuclear, o DNA
gendmico do SuHV-1 é liberado no nucleo
da célula hospedeira (Pomeranz et al.,
2005).

2.1.7.SINAIS CLINICOS

Os sinais clinicos da infec¢do pelo SuHV-1
variam de acordo com fatores
epidemiolégicos como endemicidade e
suscetibilidade dos individuos. A ocorréncia
do SuHV-1 em &reas endémicas €
associada a manifestacBes reprodutivas. A
introducdo do virus em rebanhos livres
resulta em sinais clinicos caracteristicos,
gue variam de acordo com a faixa etéria.
Em animais jovens predominam sinais
neuroloégicos com a taxa de mortalidade
aproximando-se dos 100%. Animais adultos
apresentam febre, taxas variaveis de aborto,
reabsorcdo fetal, dificuldade respiratéria e
eventualmente vOmitos. A mortalidade
nessa faixa etaria é geralmente baixa (Kluge
et al. 1999).

A DA é caracterizada por alta mortalidade
na maternidade, abortos e porcentagem
variavel de animais com sinais nervosos e
respiratérios na creche, recria, terminacao e
gestacdo. Além da faixa etaria, o
aparecimento dos sinais clinicos depende
do grau de exposicdo ao agente etioldgico;
da dose infectante; da estirpe e do nivel de
imunidade dos animais (MAPA, 2009).

Em suinos com menos de trés semanas de
idade, a doenca pode ser caracterizada por
morte sUbita com pouco sinais clinicos.
Frequentemente a morte é precedida por
febre, apatia, falta de apetite, vOmitos,
fraqueza, falta de coordenacdo e
convulsdes. Quando ocorre vOmitos e

diarréia, a DA se assemelha a gastroenterite
suina transmissivel. Em suinos com menos
de duas semanas de idade perdas com
morte ocorrem com frequiéncia de até 100%.
Leitbes morrem no periodo de dois dias
ap6s o nascimento, ocasionalmente, depois
de mostrar violenta agitagcdo e tremores.
Leitdes infectados imediatamente apds o
nascimento podem mostrar sinais clinicos
dentro dos primeiros dois dias de vida e
geralmente morrem antes de completar 5
dias de idade. Apds trés semanas de idade,
0s suinos desenvolvem um grau de
resisténcia a doenca, e perdas com morte
podem diminuir 50% e chegar a menos de
5% em suinos com cinco meses de idade. E
importante ressaltar que as mortes variam
de acordo com diferentes cepas do virus
(Thawley et al., 1991).

A doenca em suinos adultos muitas vezes
ndo é grave, mas em algumas estirpes do
virus, as mortes podem ocorrer. A doenca
em adultos é caracterizada por febre e
sinais respiratérios que podem incluir
descargas nasal, espirros, friccdo do nariz e
tosse. DA é frequentemente encontrada em
conjunto com outras doencas respiratoérias,
como Pasteurella multocida, Actinobacillus
pleuropneumoniae, Haemophilus parasuis e
Streptococcus suis. Sinais nervosos como
tremores, incoordenacéo e, ocasionalmente,
prurido e cegueira podem ocorrer. Vomitos e
diarréia ou prisdo de ventre também podem
ser observados (Thawley et al., 1991,
Vannier, 1991).

Em leitdes ndo imunes, a enfermidade
caracteriza-se por sinais de
comprometimento neuroldgico e respiratorio.
Assim, as perdas relacionadas a DA séo
decorrentes das altas taxas de mortalidade
e morbidade de leitbes, queda da
produtividade de reprodutores e reducéo do
desenvolvimento dos animais em
crescimento e terminacdo. Apés a infeccéo
primaria, o virus migra para géanglios
nervosos, via terminagcdes  nervosas
periféricas, podendo estabelecer infeccéo
latente ou invadir o Sistema Nervoso Central
(SNC). O estabelecimento de laténcia torna
o animal uma fonte de infec¢&o viral durante
toda a vida. O virus pode reativar da
laténcia e ser excretado quando o animal
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sofre alguma imunodepressao, por exemplo,
por estresse. Em funcdo das infeccbes
latentes, o virus pode periodicamente ser
reexcretado pelos animais infectados,
podendo disseminar o virus no rebanho
(Sobestiansky et al., 1999).

2.1.8.EPIDEMIOLOGIA

A introducdo de animais portadores do
SuHV-1 em um rebanho é a principal forma
de disseminacdo da doenca (Duinof e
Vesser, 2004).

Devido a capacidade do SuHV-1 de
estabelecer infecgdo latente nos suinos,
sem o0 aparecimento de sinais clinicos, o
suino aparentemente nado infectado é um
disseminador potencial do virus (Maes et al.,
1997). Bovideos, ovinos, caprinos,
canideos, gatos, equideos, coelhos, ratos e
camundongos podem ser hospedeiros
terminais. Nessas espécies a doenca é
terminal, com periodo de incubacdo curto
(trés dias) e morte entre 48 a 72 horas apos
manifestacdo dos sintomas nervosos
(prurido com tendéncia a automutilacéo)
(MAPA, 2009).

Em suinos infectados, o periodo de
excrecao do SuHV-1 é variavel, mas pode
durar de 10 a 21 dias apo6s a infeccdo, mas
muitos deles desenvolvem laténcia e
nesses, a excre¢do do virus pode nao
ocorrer, mas ser reativada em condicdes de
imunossupressdo  (estresse, transporte,
parto, confinamento, infeccGes parasitarias,
outras doencas e administracdo de
corticosteroides) (Mores et al., 2007; Ciacci-
Zanella et al., 2008).

Em relacdo a imunidade, a recuperacao do
suino a pseudoraiva confere alguma
resisténcia por pelo menos 12 meses.
Reexposicdo pode resultar em reinfeccao,
mas € geralmente assintomatica. A
imunidade passiva passada de uma porca
imune a sua prole protege o leitdo de cinco
a 10 semanas, apOs esse periodo eles
tornam-se gradualmente sensiveis (Thawley
et al., 1991).

A transmissdo do  SuHV-1  ocorre
principalmente pelo contato direto entre
animais infectados e suscetiveis por via
orofaringeana e indiretamente pela ingestéo
de alimentos e agua contaminados, por
fémites ou carcacas contaminadas. O virus
ainda pode ser transmitido via
transplacentaria e pelo sémen durante a
monta natural ou inseminacao artificial
(Braga et al., 2005). Dentre os multiplos
mecanismos pelos quais o SuHV-1 pode ser
transmitido de um rebanho para outro, o
movimento de suinos que estdo eliminando
0 virus é o mais frequente. A transmisséo
primaria do SuHV-1 entre suinos ocorre por
contato nariz-nariz. O contato estabelecido
entre suinos alojados nas mesmas baias ou
baias vizinhas tem maior risco de
transmissdo do virus, o que justifica a
realizagcdo da sorologia (Mores et al., 2007).

O SuHV-1 é mais estavel em locais frescos
e ambiente Umido com pH 7,0 £ 1,0. Ele
perde rapidamente a infectividade apds
secagem ou exposicdo a luz ultravioleta
(Anderson et al., 2008).

Esta habilidade dos herpesvirus em
estabelecer e reativar a laténcia em
ganglios sensoriais de sistema nervoso
(trigémeo) e no tecido linféide das tonsilas
de suideos, constitui-se no ponto-chave da
epidemiologia dessas infec¢cdes. A condicéao
de laténcia do agente torna o suino uma
fonte de disseminacéo viral durante toda a
vida (Van Oirschot et al., 1990; Anderson et
al., 2008).

2.1.9.ERRADICACAO DA DOENCA DE
AUJESZKY NOS REBANHOS
SUINOS

Nao existe tratamento especifico contra a
DA. De acordo com o PNSS, para
prevencdo e controle da doenca sé&o
necesséarias: aplicacdo de  medidas
estabelecidas no Plano de Contingéncia em
focos de DA, vigilancia soroepidemioldgica
ativa para identificacdo de estabelecimentos
de criacdo livres de DA, erradicacdo da
infeccdo por despovoamento completo e
imediato nas regides onde a vacinagdo €
proibida e vacinacdo. De acordo com as
normas para erradicagdo da DA do territério
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nacional, estabelecidas pelo MAPA, na
metodologia por despovoamento imediato, o
estabelecimento de criacdo deve ser
saneado imediatamente, com abate
sanitario de todo o rebanho suideo
existente, independente da idade e do
estado fisiolégico das fémeas do plantel. Na
erradicacdo por despovoamento gradual, o
rebanho deve sofrer abate sanitario dentro
de um periodo maximo de 90 (noventa)
dias, a contar do diagnéstico inicial. Na
erradicacao por sorologia, (o]
estabelecimento de criacdo afetado sera
submetido a testes sorologicos periodicos,
capazes de diferenciar se os titulos de
anticorpos sdo decorrentes da infeccdo pelo
SuHV-1 ou do processo de vacinacdo, de
forma sistematica, com eliminagdo gradual
do plantel positivo. Estabelecimentos de
criacdo submetidos a qualquer uma dessas
estratégias de erradicacdo devem ter sua
condicao de livres de DA confirmada através
da realizacdo de duas sorologias por
amostragem consecutivas, em intervalos de
seis meses, realizadas de forma
independente para o plantel e animais de
engorda (MAPA, 2009).

Nos animais soropositivos desta espécie, 0
SuHV-1 pode estabelecer laténcia por
periodos longos nos ganglios nervosos.
Esta é a principal razdo porque os rebanhos
positivos convivem com a infeccdo, mesmo
fazendo uso da vacinacdo, sem manifestar a
doengca (Morés et al, 2007). Suideos
vacinados podem apresentar soroconversao
para o virus de campo, mas a reativagao do
SuHV-1 raramente ocorre ou, se ocorre, hdo
provoca extensiva difusdo (Stegeman et al.,
1994).

A erradicacdo do SuHV-1 dos rebanhos
pode ser feita por despovoamento, seguido
de vazio sanitario e repopulacdo com suinos
livres ou pelo uso de vacinas marcadas
deletadas para alguma glicoproteina. A
erradicacdo do SuHV-1 dos rebanhos por
despovoamento, seguido de vazio sanitério,
tem um custo elevado e deve ser adotado
em regibes com baixa prevaléncia da
doenca (Ciacci-Zanella et al., 2008). Ja as
vacinas deletadas mostram-se eficientes na
redu¢gdo ou mesmo no bloqueio da
transmissao do SuHV-1 e estédo disponiveis

para programas de erradicacdo, baseados
na diferenciagdo entre animais vacinados e
infectados (Duinof e Vesseur, 2004).
Embora a imunidade induzida pela
vacinagdo ndo impeca a excregao viral apos
a infeccao, a utilizagdo de vacinas contra a
enfermidade tem como objetivo ndo so
proteger os suinos contra as manifestacées
clinicas da doenca, mas também prevenir o
estabelecimento da infeccdo, ou se esta
ocorrer, reduzir a eliminacdo viral. No
controle dos herpesvirus, o uso de vacinas
vivas atenuadas pode acarretar a
transmissao horizontal o virus, contribuindo,
desta forma, para a propagagdo e
manutencdo do agente em populacdes
animais (De Leeuw et al., 1980; Kimman,
1994).

2.1.10. DIAGNOSTICO

O diagnéstico de doencas infecciosas é
realizado por deteccao direta ou indireta do
agente. Nos métodos de deteccao direta, as
particulas do agente elou seus
componentes, tais como, acidos nucléicos,
enzimas e proteinas estruturais, podem ser
detectados. Nos métodos indiretos,
anticorpos induzidos pela presenca do
agente podem ser identificados (OIE, 2008).

O diagnéstico da DA é realizado pela
deteccdo direta do agente (isolamento e
identificacdo do virus ou por reacdo em
cadeia da polimerase), bem como por
deteccdo de uma resposta soroldgica no
animal vivo. Para um isolamento pds-morte,
0 SuHV-1 pode ser encontrado em amostras
de cérebro e tonsilas e também no pulmé&o,
baco, figado, rim, linfonodo e mucosa
faringea. Para identificagdo do agente é
necessario o isolamento do virus a partir da
inoculacdo de um tecido, por exemplo, do
cérebro e tonsilas ou material colhido do da
regido orofaringe, em uma linhagem de
células suscetiveis, tais como PK-15, SK6.
A especificidade do efeito citopatico é
verificada  por  imunoperoxidase ou
imunofluorescéncia, ou neutralizacdo com
anti-soro especifico. O DNA viral também
pode ser identificado utilizando técnicas de
biologia  molecular como a PCR
convencional ou a PCR em tempo real. Ja
nos testes soroldgicos, os anticorpos sao
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demonstrados por neutralizacdo do virus,
aglutinacdo em latex ou  ensaios
imunoenzimaticos (ELISA). Uma série de
kits de ELISA estdo disponiveis
comercialmente em todo o mundo. Um soro
padrdo internacional da OIE define o limite
inferior de sensibilidade para testes de
rotina pelos laboratérios que realizam o
diagndstico sorolégico da doenca de
Aujeszky. Desde 1990, tornou-se possivel
distinguir entre os anticorpos resultantes de
infeccdes naturais e os da vacinacdo, a
partir do uso de vacinas deletadas, usando
a metodologia de ELISA (Pejsak e
Truszcynski, 2006; OIE, 2008).

No Brasil, segundo o PNSS, o diagndstico
da DA em suideos pode ser realizado a
partir de provas sorologicas (ELISA triagem
ou ELISA diferencial para glicoproteina viral
gE, naqueles estabelecimentos onde a
vacinacdo ¢é praticada) e o teste de
neutralizacdo viral, realizados
exclusivamente em laboratério oficial ou
credenciado (MAPA, 2009). Além disso, de
acordo com a Portaria 22 de 22 de maio de
2007, amostras de cérebro, bago, pulméo e
fetos abortados podem ser submetidos a
tentativa de isolamento viral ou provas
moleculares (PCR). A técnica de isolamento
viral estd sendo substituida pela PCR
porque demanda um maior tempo de
diagndstico, exige a presenca do organismo
replicante e pelo fato das -culturas e
manutencdo com instalacbes possuirem
custo elevado (OIE, 2008).

2.1.11. VACINA

A vacinacdo dos suideos é um importante
instrumento para o controle da manifestacéo
clinica da DA nos focos submetidos a
qualguer uma das estratégias de
erradicacdo da enfermidade, bem como
naqueles estabelecimentos de criacdo
considerados sob risco de adquirir a
infeccdo (MAPA, 2009).

A vacinacdo de suinos contra a DA é uma
pratica comum na maioria dos paises com
ocorréncia endémica da doenca. Embora a
imunidade induzida pela vacinacdo de
suinos ndo impeca a excrecao viral apos
infeccdo, a utilizacdo de vacinas contra esta

enfermidade tem como objetivo ndo sé
proteger os suinos contra as manifestacdes
clinicas da doenca, mas também prevenir o
estabelecimento da infec¢cdo ou, se esta
ocorrer, reduzir a eliminacdo viral (Cunha,
2006). Além disso, induz a uma menor
invasdo dos tecidos, impedindo a
transmissdo transplacentaria. Tudo isso
contribui para a reducdo da incidéncia da
DA em estabelecimentos de criacdo que
praticam a vacinacdo (MAPA, 2009).

Embora a imunidade induzida pela
vacinagao de suinos ndo impega a excrecao
viral apés infecgdo, a utilizacdo de vacinas
contra esta enfermidade tem como objetivo
ndo sO proteger 0s suinos contra as
manifestagbes clinicas da doenca, mas
também prevenir a disseminacdo do virus,
se esta ocorrer, reduzir a eliminacédo viral.
De um modo geral, as vacinas atenuadas
sdo mais eficazes que as inativadas. No
entanto, para o controle dos herpesvirus, o
uso de vacinas atenuadas pode acarretar a
transmissao horizontal do virus,
contribuindo, desta forma, para a
propagacdo e manutencdo do agente em
populacbes animais. O menor poder
imunogénico das vacinas inativadas pode
ser contornado com o uso de substancias
adicionadas a formulacdo (Cunha et al.,
1998). Porém, as vacinas inativadas podem
induzir reacdes adversas devido ao
adjuvante empregado, sendo que em alguns
paises tem sido proibido o uso de dleo
mineral como adjuvante (Kimman, 1994).
Reacdes locais também estdo associadas
ao uso de vacinas contendo 6leo mineral
(OIE, 2008).

O uso de vacinas no Brasil é regulado por
orgao oficial e somente é permitido durante
a emergéncia sanitaria deflagrada pela
ocorréncia de um foco. A vacinacao é
permitida no Brasil somente em casos de
focos confirmados, sendo permitido o uso
de vacinas atenuadas e inativadas, desde
que ndo produzam anticorpos para gE. O
plano também preconiza a proibicdo do
transito de animais vacinados, a menos que
seja para o abate imediato em abatedouro
reconhecido pelo Sistema Brasileiro de
Inspecdo de Produtos de Origem Animal
(Brasil, 2007).
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2.1.12. DIAGNOSTICO SOROLOGICO

O teste de soroneutralizagdo (SNT) e o
ELISA (Enzyme-linked immuno sorbent
assay) podem ser usados para O
diagnéstico da DA. Quando comparados, 0
ELISA oferece mais vantagens para o0 uso
rotineiro do que o SNT, por ser mais
eficiente e mais rapido (Durham et al.,
1985).

O SNT consiste em um periodo de
incubacéo da suspensao virus com soro em
culturas celulares (Van Oirschot et al.,
1986). O periodo de incubacédo do SNT € de
24 horas. Ja o SNT rapida consiste num
periodo de incubagdo de uma hora.
Algumas desvantagens desse teste sdo o
uso de cultivo celular que demanda
infraestrutura e pessoal especializado,
tempo gasto com o0 processamento e
existéncia de amostras tOxicas que
impossibilitam a interpretacdo dos
resultados (Wittmann, 1989). No ELISA,
uma enzima reage com um substrato incolor
para gerar um produto colorido que é
covalentemente ligada a um anticorpo
especifico, reconhecendo um antigeno alvo.
Se o0 antigeno estiver presente, o complexo
anticorpo-enzima ira ligar-se a ele e a
enzima catalisara a reacdo. A presenca de
cor indica a presenca do antigeno. O uso de
anticorpos monoclonais resulta em maior
especificidade (Goldsby et al., 2000).

Existe ainda um ELISA diferencial para
anticorpos para a glicoproteina (gE ou gD,
por exemplo) do SuHV-1 que pode ser
usado como diagnéstico sorologico. Através
desse exame soroldgico diferencial €
possivel distinguir os soros de suinos
vacinados dos ndo vacinados (Ciacci-
Zanella et al., 2008). Porém, este teste s6 é
possivel de ser realizado se os animais
forem vacinados com vacinas deletadas, ou
seja, vacinas produzidas sem determinadas
proteinas do virus. O Plano Nacional de
Contingéncia da DA descreve como
obrigatéria a utilizacdo de vacinas deletadas
para gE.

Quando testados, o ELISA diferencial
demonstrou ser menos sensivel que o
ELISA convencional e apresentou a mesma

especificidade. Em relacdo aos titulos de
anticorpos, os resultados obtidos do ELISA
diferencial foram menores que o ELISA
convencional, compativeis aos medidos pelo
teste de neutralizacdo 24 horas e maior do
que os medidos pelo teste de neutralizacéo
uma hora (Oirschot, 1991).

O ensaio de imunoperoxidase em
monocamada de células (IPMA) também
pode ser usado na deteccao de anticorpos
para gE do SuHV-1 através da competicédo
de células infectadas com o antigeno e do
anticorpo monoclonal (Van Oirchot et al.,
1990).

Existe o teste de aglutinacdo em latex (LA)
gque também pode ser usado como
diagndstico da DA (Kit et al., 1990). Nesse
teste, as particulas de latex sdo recobertas
com antigenos para a deteccdo de
anticorpos.

Apesar da especificidade dos testes
baseados na deteccéo de anticorpos, existe
a desvantagem de depender da
soroconversdo do animal. A utilizacdo
desses testes durante a fase aguda da
doenca pode levar a resultados falso-
negativos, pois sdo necessarios pelo menos
10 dias, em média, para a deteccao dos
anticorpos. Outra desvantagem € que
animais mais jovens podem morrer antes da
soroconversdo, inviabilizando o diagnéstico
sorolégico (Kinker et al., 1997).

2.1.13. DIAGNOSTICO MOLECULAR

A introducdo da técnica de PCR para a
deteccdo de patégenos tem  sido
estabelecida em diagndsticos laboratoriais
como uma valiosa alternativa para os
métodos tradicionais. Rapidez, bom limite
de deteccdo e seletividade sdo as maiores
vantagens deste método. Essa técnica
consiste na extracdo do DNA do patdégeno e
amplificacdo pela acdo da enzima DNA
polimerase, na presenca de iniciadores e
moldes de DNA especificos para o
patégeno (Nunes, 2005). A reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) tem melhorado
significantemente o diagndstico molecular
nos ultimos anos, seguindo de uma rapida
replicagdo in vitro e a subsequente
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identificacdo de sequéncias especificas de
acido nucléico. Em relagdo ao custo, uma
reacdo completa de PCR (extracdo + PCR)
muitas vezes é mais viavel economicamente
do que uma reacdo sorolédgica, devido ao
alto preco de alguns anticorpos comerciais.

Resumidamente, a PCR permite a sintese
especifica e exponencial de uma regido
predeterminada do DNA alvo a partir de dois
fragmentos de DNA  (primers ou
oligonucleotideos). Esses primers,
sequéncias de nucleotideos, formam os
términos da molécula de acido nucléico a
ser amplificado, uma vez que os primers sédo
projetados para serem complementares as
moléculas de DNA alvo (Pelt-Verkuil et al.,
2008).

A amplificacdo é um processo ciclico, onde
o0 DNA alvo é inicialmente desnaturado para
separar a dupla fita do DNA. Normalmente,
a desnaturacdo é alcancada a uma
temperatura de 94'C por 5 minutos. A
hibridizacdo dos primers em cada fita do
DNA alvo ocorre através da reducdo da
temperatura (temperatura de anelamento -
Tm) que normalmente varia de 40°C a 65°C,
dependendo da sequéncia de
oligonucleotideos utilizadas. Apds a etapa
de hibridizacao, a temperatura é aumentada
para aproximadamente 72°C, ideal para a
enzima DNA polimerase termoestavel
sintetizar as moléculas de DNA alvo
(amplicon). O ciclo é repetido varias vezes e
cada amplicon formado serve de molde para
a sintese de um novo amplicon
(amplificacdo exponencial) (Pelt-Verkuil et
al., 2008). A visualizacdo das bandas de
DNA recém-sintetizadas é possivel através
da eletroforese em gel.

Varios fatores podem determinar o sucesso
ou fracasso de um protocolo de PCR.
Dentre eles: a natureza dos tubos de reacéo
(devem possuir paredes finas, capacidade
de conduzir calor e evitar a evaporacao dos
reagentes); o0 uso termocicladores com
tampas aquecidas (garantem mais eficiéncia
nas rampas e evita evaporacdo dos
reagentes presentes nos tubos); a qualidade
e concentracdo dos reagentes e DNA alvo
(podem afetar a  sensibilidade e
especificidade da reacéo); o desenho dos

primers e sondas (diretamente relacionado
com especificidade da reacdo); o uso de
controles adequados (positivos conhecidos,
negativos e brancos) e registro de todo o
procedimento (Pelt-Verkuil et al., 2008).

A deteccdo do SuHV-1, no estado latente ou
replicativo, pela PCR, é uma ferramenta
importante no controle da doenca de
Aujeszky (Yoon et al., 2009).

No Brasil, foram identificados os gendtipos |
e Il do SuHV-1 por meio do RFLP
(Restriction Fragment length Polymorfism)
(Piatti et al., 2001). Esse método permite a
identificacdo de genodtipos através da
andlise de polimorfismos de fragmentos de
restricdo do DNA, o que é importante para
estudos epidemiologicos (Kluge et al.,
1999). Quando comparada aos métodos de
sequenciamento possuem menor custo,
além de ser uma metodologia menos
elaborada.

Ja a nested-PCR pode ser usada para
melhorar a especificidade e a eficiéncia da
reacdo, o segmento € amplificado primeiro
de forma abrangente, copiando até mesmo
sequéncias localizadas fora dela, e depois,
utilizando este produto, a amplificacdo da
real sequéncia (Yoon et al., 2005). Um
estudo realizado por Fonseca Jr et al. 2010,
demonstrou que a nested-PCR pode ser
usada como método de deteccdo do SuHV-
1.

Metodologias baseadas na PCR em tempo
real melhoraram a sensibilidade analitica e a
objetividade da interpretacdo dos resultados
(Krenke et al., 2005). Além disso, os
resultados sdo obtidos dentro de algumas
horas. Com o advento da PCR em tempo
real, é possivel acompanhar a amplificagcao
durante os ciclos da PCR a partir da
detecc¢do de um sinal de fluorescéncia. Essa
amplificacdo pode ser definida por quatro
fases: baseline, exponencial, linear e
plateau. Na baseline a amplificacdo esta
abaixo do nivel de deteccdo do instrumento.
Na fase exponencial a reagdo esta
ocorrendo com taxa méxima de eficiéncia. A
duracéo dessa fase depende da qualidade e
concentracdo dos reagentes. Nessa fase
ocorre 0 consumo da maior parte dos
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reagentes presentes na reagdo. Em uma
reacdo ideal, onde ocorre 100% de
eficiéncia, duas moléculas completas sao
sintetizadas a partir de cada fita molde em
cada ciclo. Na fase linear, a eficiéncia da
amplificacdo comeca a cair, pois 0s
produtos da reacao ja ndo estdo disponiveis
ou ja foram consumidos durante a fase
exponencial. A fase plateau é alcancada
rapidamente ao final da reacdo, onde
ocorrem os Ultimos ciclos da PCR (Dorak,
2006).

O aumento da fluorescéncia é diretamente
proporcional ao aumento de produto
amplificado durante os ciclos. Moléculas
fluorescentes (corantes) absorvem a luz
como fotons dentro de uma faixa estreita de
comprimento de onda. Durante a excitacédo
0 corante absorve o méximo da luz, a
molécula é empurrada para um estado de
energia mais alto. Este estado de energia é
transitério e de curta duracdo. A molécula
que recebe a excitacdo rapidamente volta
para o estado de baixa energia. Quando
isso ocorre um féton é liberado e emitido em
um comprimento de onda. Para cada
corante existe uma estreita faixa de
comprimento de onda étima de excitagdo e
emissao de energia (Dorak, 2006).

A répida deteccdo de agentes infecciosos
sdo essenciais para auxiliar nos programas
de controle e erradicacdo das doencas. A
PCR em tempo real difere do padrao de
PCR porque os produtos gerados sao
coletados (captacdo de sinal fluorescente)
durante os ciclos de amplificacdo usando
sondas de hibridizacdo que realcam a
especificidade do teste (Dorak, 2006). E
uma metodologia que apresenta como
vantagem um menor risco de contaminagéo
cruzada, em relacdo a nested-PCR. Em
comparacao a PCR convencional, oferece
uma faixa dindmica de detec¢do muito mais
ampla. Sdo mais sensiveis porque seu
formato é otimizado para obtencdo de sua
eficiéncia méaxima, e mais especificos pela
necessidade, na maioria dos formatos, do
anelamento especifico de pelo menos trés
oligonucleotideos: dois iniciadores e uma
sonda. A PCR pode ser usada para
identificacdo do SuHV-1 em secrec¢des ou

amostras de tecidos (Pejsak e Truszcynski,
2006).

2.1.13.1. SYBRGREEN

O SybrGreen é um agente intercalante do
DNA, um sistema simples usado para
deteccdo de RNA ou DNA na metodologia
de PCR em tempo real. Esse fluoréforo
possui uma excitacdo e emissdo maxima de
494 nm e 521 nm, respectivamente (Siraj,
2002). Envolve a incorporacdo do corante
livre a uma molécula de DNA recém-
sintetizado. A deteccdo € monitorada
através da intensidade da fluorescéncia ao
longo dos ciclos. Durante os primeiros ciclos
da PCR, o sinal de fluorescéncia emitido
pelo SybrGreen é fraco para ser detectado.
Durante a fase exponencial, o sinal de
fluorescéncia aumenta proporcional a
quantidade de DNA sintetizado pela PCR.
Ao final da reacdo, na fase platd, o sinal
para de aumentar, indicando que a PCR
esta atingindo a saturacéo (Dorak, 2006). A
diferenciacdo dos produtos da PCR ¢é
possivel através da andlise da curva de
dissociacdo (Gudnason et al., 2007). Os
dados obtidos pelo sinal de fluorescéncia
durante a reacdo correspondem a uma
curva de dissociagcdo por amostra,
representada pelo amplicon gerado. A curva
de dissociagéo representa a dissociacdo da
dupla fita de DNA com o aumento da
temperatura. A visualizacdo e andlise dos
dados sao interpretadas em um software
especifico.

Dentre as vantagens estdo: baixo custo,
facilidade para desenvolver o ensaio e
apenas um par de primers € necessario. A
principal desvantagem € a inespecificidade
da reacdo, uma vez que o corante se liga a
qualquer molécula fita dupla (DNA alvo ou
nao e dimeros de primers) gerando um sinal
de fluorescéncia. Sendo assim, é necessario
um cuidado especial na escolha e qualidade
dos primers (Dorak, 2006).

2.1.13.2. SONDA DE HIBRIDIZACAO
Inicialmente, foram utilizados corantes
intercalantes do DNA para medir os

produtos da PCR em tempo real. A
desvantagem desses corantes é que podem
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além de detectar o acumulo de produtos
especificos, podem também detectar
produtos ndo especificos da PCR. Os
sistemas em tempo real para PCR foram
aperfeicoados pela introducdo de sondas
marcadas com fluorescéncia que utilizam
atividade nuclease 5 da Tagq DNA
polimerase. A disponibilidade destas sondas
fluorescentes permitiu o desenvolvimento de
um método em tempo real para deteccdo
somente de produtos de amplificacdo
especificos.

As sondas hidrolisadas sdo as quimicas
amplamente usadas nas rea¢fes de PCR
(Livak et al., 1995). Um emissor de
fluorescéncia ou reporter (ex: o fluoréforo
FAM) é posicionado na extremidade 5’ da
sonda e um quencher (silenciador) (ex: o
TAMRA) é colocado na extremidade 3'.
Enquanto a sonda est4d intacta, a
proximidade do quencher reduz muito a
fluorescéncia emitida pelo corante reporter
pela transferéncia de energia por
ressonancia de fluorescéncia através do
espacgo (a distancia entre elas pode variar
de 100 A ou mais dependendo do fluoréforo
ou do quencher escolhido). A sonda é
desenhada para anelar junto a um dos
primers e quando a Tag DNA polimerase
extende a fita, cliva a extremidade 5,
separando o reporter e quencher e assim
liberando a fluorescéncia do reporter
(Lukhtanov et al., 2001). A quantidade de
fluorescéncia detectada pela PCR em tempo
real é diretamente proporcional a
quantidade de produto amplificado pela
reacao.

Para aumentar a eficiéncia da reacdo, ou
seja, facilitar a hibridizacdo da sonda com
0os primers é requerido um passo de
desnaturacéo (geralmente de 95°C) e que a
combinacdo anelamento/extensdo ocorra a
uma temperatura de 7°C a 10 °C abaixo da
Tm da sonda.Quando comparada com
quimicas ndo especificas, como o
SybrGreen, a sonda usada junto aos
primers aumentam a especificidade do
ensaio de PCR, uma vez que inclui um
terceiro oligonucleotideo na reagéo (Dorak,
2006).

As vantagens do sistema séo:

« E necesséario a hibridizacdo especifica
entre a sonda e o alvo para gerar sinal
fluorescente.

« As sondas podem ser marcadas com
corantes (reporter) distintos e
distinguiveis, 0s quais permitem a
amplificacdo de duas sequéncias
distintas em um mesmo tubo de reacéo.

e O pos-processamento da PCR é
eliminado, o que reduz a mé&o-de-obra
do ensaio e os custos de materiais.

A desvantagem do sistema € a necessidade
de sintese de diferentes sondas para
sequéncias distintas.

2.1.13.3. PLEXOR

A tecnologia Plexor® mede diretamente a
acumulacdo de amplicons. A isoguanina
(iso-dG) e a extremidade 5 -metillisocitosina
(iso-dC) formam um Unico par de bases na
dupla fita de DNA. Assim, um primer &
sintetizado com a base iso-dC e uma marca
fluorescente na extremidade 5. Ja o
segundo primer ndo é marcado. No mix de
reacdo estdo presentes deoxynucleotideos
e iso-dGTP modificado com o quencher
dabcyl. Durante os ciclos da PCR, uma
molécula quencher dabcyl-iso-dGTP é
incorporada na posicdo complementar a iso-
dC do primer, resultando na diminuicédo
estatica do sinal de fluorescéncia pelo
dabcyl, proporcional a quantidade de DNA
inicial. A interacdo entre as duas bases: iso-
dC e iso-dG, variante quimica da citosina e
da guanina, respectivamente, elimina os
erros de pareamento de bases que possam
ocorrer (Frankman et al., 2005).

No sistema Plexor® de PCR em tempo real,
a quantidade de fluorescéncia dos primers
no inicio da reacdo € alta e apos a
amplificacdo o sinal diminui. A andlise dos
resultados ¢é feita através da curva de
dissociacdo (Hooper, 2005).

2.2. AVALIACAO DE DESEMPENHO DOS
TESTES DIAGNOSTICOS

A validagdo metodoldgica € um requisito dos
orgdos de acreditacdo, e deve ser
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subsidiada e melhorada através de
processos de verificagdo do desempenho
do método. Os ensaios para validagdo de
testes diagndsticos sdo portanto etapas
importantes para consolidacdo de técnicas
diagnésticas adequadas.

No Brasil, hd duas agéncias credenciadoras
para verificar a competéncia de laboratérios
de ensaios: a ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) e o INMETRO (Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizacdo e
Qualidade Industrial).

O processo de avaliagdo do desempenho
de um teste diagnostico depende
diretamente de critérios  diagndésticos
previamente estabelecidos, ou seja do
conhecimento prévio da presenca ou
auséncia da doenca (Almeida Filho e
Rouquayrol, 1992). Uma das propriedades
fundamentais dos testes diagndsticos é a
sua validade que pode ser mensurada
mediante a sua  sensibilidade e
especificidade (Feinstein, 1977). Assim, a
validade de um teste diagnostico é medida
pela sua habiidade em categorizar
corretamente  os individuos realmente
doentes como positivos e os individuos
sadios como negativos (Hennekens e
Buring, 1987).

2.2.1.VERIFICACAO DE DESEMPENHO

Os objetivos principais da verificacdo de
desempenho sao (ANVISA, 2007):

e Monitorar o desempenho do método sob

condicbes utilizadas (para efetiva
verificagdo de  desempenho, as
amostras devem ser

concomitantemente analisadas com
controles de qualidade apropriados);

e Levar em conta os efeitos das variacdes
inevitaveis causadas, por exemplo, pela
composicao das amostras, desempenho
do equipamento, qualidade dos
reagentes, variacoes ligadas ao analista
e condi¢cdes ambientais do laboratorio;

As  caracteristicas de  desempenho
investigadas no processo de validacdo, a

fim de demonstrar o desempenho do
método sao:

« Especificidade e Seletividade

* Sensibilidade

e Limite de deteccéo

« Repetitividade e Reprodutibilidade
* Robustez

A eficiéncia de amplificacdo da PCR pode
ser usada para determinar o desempenho
de um ensaio de PCR em tempo real. A
eficiéncia de amplificacdo da PCR ¢é a taxa
na qual um amplicon de PCR é gerado,
geralmente expressa como porcentagem.
Se um amplicon de PCR dobrar em
guantidade, durante a fase geométrica da
amplificacdo, ira apresentar 100% de
eficiéncia. A estimativa precisa da eficiéncia
da PCR depende de uma série de fatores,
tais como, os reagentes, montagens do
experimento, qualidade da amostra e
analise. A baixa eficiéncia de amplificacédo
da PCR pode resultar em baixa preciséo
das amostras em replicatas.

O slope de uma curva padrdo é comumente
usado para estimar a eficiéncia de
amplificacdo de uma PCR em tempo real.
Uma curva padrdo de PCR em tempo real é
graficamente representada como um grafico
de regresséo linear semi-log do valor Ct em
comparacao ao log da quantidade inicial de
acido nucleico. Um slope da curva padrao
de -3,32 indica uma PCR com 100% de
eficiéncia. Os slopes mais negativos que -
3,32 indicam rea¢cBes com menos de 100%
de eficiéncia. Os slopes mais positivos que -
3,32 podem indicar ma qualidade da
amostra ou problemas de pipetagem e
homogeineidade da amostra.

As replicatas ajudam na identificagcdo dos
problemas de precisdo. As replicas devem
apresentar um baixo desvio padréo. O ideal
€ um desvio padrdo Ct > 0,5. Alguns
experimentos podem tolerar pequenas
variacbes das réplicas sem interferir no
resultado. Para avaliar a curva padrdo o
valor do R? deve ser préximo de 1. Valores
de R? < 0,99 podem indicar problemas de
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precisdo e interferir na eficiéncia do ensaio
(Dorak, 2006).

2.2.2.VALIDACAO

De acordo com a OIE, “Validagdo é um
processo que determina a adequacdo de
um ensaio, que foi desenvolvido
corretamente, otimizado e padronizado para
uma finalidade”. Inclui estimativas da analise
diagnéstico e as caracteristicas de
desempenho de um teste (OIE, 2010).

A validacdo completa, envolve todas as
caracteristicas de desempenho e um estudo
interlaboratorial que é utilizado para verificar
como a metodologia se comporta com uma
determinada matriz em varios laboratérios,
estabelecendo a reprodutibilidade da
metodologia e a incerteza expandida
associada a metodologia como um todo. So
assim a metodologia pode ser aceita como
uma metodologia oficial para uma
determinada aplicacéo (Perez, 2010).

E fundamental que os laboratérios
disponham de meios e critérios objetivos
para demonstrar, por meio da validacéo,
gue os métodos de ensaio que executam
conduzem a resultados confidveis e
adequados a qualidade pretendida. Se um
método existente for modificado para
atender aos requisitos especificos, ou um
método totalmente novo for desenvolvido, o
laboratério deve se assegurar de que as
caracteristicas de desempenho do método
atendem aos requisitos para as operacdes
analiticas pretendidas (INMETRO, 2011).

Um ensaio  validado é  avaliado
continuamente para assegurar a adequagéo
através dos resultados dos controles
internos na execucdo de cada ensaio.
Ensaios aplicados aos individuos ou
populacdes possuem muitas finalidades, tais
como: documentar se um pais ou regiao
encontra-se livre de uma doenca, evitando a
propagacdo da doenca através do comércio;
erradicacao de uma infeccdo em uma regiao
ou pais, confirmando os casos clinicos e
estimando a prevaléncia da infeccéo
facilitando a analise de riscos; identificando
animais infectados para implementacdo de
medidas de controle e classificacdo dos

animais para a salde do rebanho ou
conferir o status de imune ap0s vacinagao
(OIE, 2010).

2.2.3.VALIDACAO DE METODOS
DIRETOS E INDIRETOS

O diagnostico de doengas infecciosas €
realizado pela deteccéo direta ou indireta de
agentes infecciosos. Através de métodos
diretos, onde particulas de agentes
infecciosos ou seus componentes (acidos
nucléicos, proteinas, enzimas, etc) sé&o
detectados. Ja& o0s métodos indiretos
detectam a presenca de anticorpos
induzidos pela exposicAo ao agente
infeccioso (OIE, 2010). Algumas vantagens
dos métodos diretos em relagdo aos
métodos indiretos sdo que eles ndo exigem
a presenca de organismos replicantes, infra-
estrutura a um custo acessivel, ndo demora
semanas para liberar o diagnéstico e
possuem maior sensibilidade e
especificidade analitica.

2.2.4.DESENVOLVIMENTO DE UM
ENSAIO EXPERIMENTAL

A OIE recomenda a escolha de pelo menos
trés amostras de referéncia bem definidas
para serem usadas no ensaio. Estas
amostras devem representar animais
infectados e ndo infectados. Porém, a
obtencdo de amostras de referéncia nem
sempre é possivel, uma alternativa é o
enriguecimento da matriz com o agente
(OIE, 2010).

Para a realizacao de um ensaio, é desejavel
que sejam preparadas aliquotas para 0 uso
em cada etapa do experimento durante todo
0 processo de validacdo. Mudar de amostra
durante o processo de validagdo introduz
uma variavel que pode prejudicar a
interpretacdo do experimento (OIE, 2010).

Todos os dados relevantes no estudo de
validagdo de um método, como
planejamento, experimentos e resultados
obtidos, devem ser documentados e
registrados de forma a possibilitar a
rastreabilidade de todo o processo (Perez,
2010).
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E importante ressaltar que a validagio néo
€ gratuita, pelo contréario, custa caro, porém
deve ser considerada um investimento e
ndo uma despesa. Como exige custo, faz-se
validacdo por algum interesse, seja por
exigéncia de clientes ou de fiscalizagéo,
para reduzir custos de reanalise (Perez,
2010).

2.2.5.ESPECIFICIDADE E SELETIVIDADE

A especificidade e a seletividade estédo
relacionadas ao evento da deteccdo. Um
método que produz resposta para apenas
um analito é chamado especifico. Um
método que produz respostas para varios
analitos, mas que pode distinguir a resposta
de um analito da de outros, é chamado
seletivo (INMETRO, 2010).

Para exames quantitativos, € a habilidade
de um método analitico de determinar
somente o0 analito que ele se propde
examinar. Para exames qualitativos ou
semiquantitativos, é a habilidade do método
analitico em obter resultados negativos em
concordancia com os resultados negativos
obtidos pelo método de referéncia (ANVISA,
2001).

A especificidade do diagndstico se refere a
parte de amostras conhecidas de animais
ndo infectados que no ensaio deverdo ser
negativas. E a especificidade analitica deve
distinguir o analito alvo de outros
componentes em pelo menos trés formas
distintas (OIE, 2010):

e Seletividade — método com precisao,
identificar o analito alvo na presenca de
interferentes.

 Exclusdo — capacidade de um teste
detectar uma sequéncia que € exclusiva
de um organismo alvo, excluindo todos
0s outros organismos conhecidos que
podem gerar reacéo cruzada.

e Inclusdo — capacidade de um teste
detectar varias cepas ou sorovares de
uma espécie. Caracteriza um escopo
para um ensaio de triagem.

2.2.6.SENSIBILIDADE

Ja a sensibilidade analitica ou limiar de
deteccdo ¢é definida como a menor
quantidade ou grau que se pode detectar
em uma reacao (ANVISA, 2001), ou seja, €
a menor concentracdo do analito que pode
ser determinada com um nivel aceitavel de
exatiddo e precisdo. Esse limite apds ter
sido determinado deve ser testado para
verificar se a exatidao e a precisdo obtidas
séo satisfatorias (ANVISA, 2001).

Para ensaios de deteccao direta, o limite de
deteccdo  pode ser expresso como O
namero de copias do genoma, unidades
formadoras de colbnias, dose infecciosa,
unidade formadora por placa, titulos, etc.
Para ensaios de detecgdo indireta é a
menor quantidade de anticorpos detectados
(OIE, 2010).

A sensibilidade de um teste é definida pela
capacidade de determinada abordagem
detectar individuos verdadeiramente
doentes, ou seja, a parte das amostras de
animais infectados que no ensaio deveréo
ser positivas (Hennekens e Buring, 1987;
OIE, 2010).

2.2.7.REPETITIVIDADE

De acordo com a NBR 14501, repetitividade
€ a capacidade de um sistema ou
instrumento de  fornecer indicacdes
rigorosamente semelhantes para aplicacdes
repetidas do mesmo analito sob as mesmas
condicdes de medicéo.

Segundo a DOQ-CGCRE-008/2007, é o
grau de concordancia entre os resultados de
medigcbes sucessivas de um mesmo
mensurando, efetuadas sob as mesmas
condicbes de medicdo, chamadas de
condicdes de repetitividade, a seguir:

e Mesmo procedimento de medigéo;

e Mesmo observador;

e Mesmo instrumento usado sob mesmas
condicdes;

e Mesmo local,

* RepeticGes em curto espaco de tempo.
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2.2.8.REPRODUTIBILIDADE

E definida pela NBR 14501 como a mais
proxima concordancia entre os resultados
do mesmo analito, onde as medi¢cdes séo
feitas, sob condi¢cbes diferentes, como por
exemplo: observador, equipamento,
condi¢des de uso e de tempo.

Segundo a OIE, reprodutibilidade é a
habilidade do método obter resultados
consistentes, estimados com precisao,
quando aliquotas de uma mesma amostra
sdo testadas em diferentes laboratérios. Os
ensaios devem ser realizados com no
minimo 20 amostras. As medi¢cbes de
precisdo dos ensaios podem ser usadas
para a reprodutibilidade e repetibilidade
(OIE, 2010).

Embora a reprodutibilidade ndo seja um
componente de validacdo de método
executado por um Unico laboratério, é
considerada  importante  quando um
laboratério busca a verificagdo do
desempenho dos seus métodos em relacéo
aos dados de validacdo obtidos por meio de
comparacdao interlaboratorial (OIE, 2010).

A preciséo intermediaria, também
denominada de reprodutibilidade interna,
refere-se a precisdo avaliada sobre a
mesma amostra, amostras idénticas ou
padrdes, utilizando o mesmo método, no
mesmo laboratorio, mas definindo
exatamente quais as condicdes a variar
(uma ou mais), tais como (OIE, 2010):

» Diferentes analistas;
« Diferentes equipamentos;
* Temporalidade diferente.

Esta medida de precisdo € reconhecida
como a mais representativa da variabilidade
dos resultados em um laboratério e, como
tal, mais aconselhavel de wusar. Para
determinar a precisdo intermediaria de um
método, efetuam-se “n” medigbes em
replicata, ou em ensaio Unico, sobre a
amostra, nas condi¢des pré-definidas, pois
existem varios métodos de estudar este tipo
de precisdo. Quando aplicavel este

procedimento € repetido sobre outras
amostras, abrangendo outros niveis de
concentracdo (ANVISA, 2001).

2.2.9.ROBUSTEZ

A robustez de um método de ensaio mede a
sensibilidade que este apresenta em face
de pequenas variagbes. Um método diz-se
robusto se revelar praticamente insensivel a
pequenas variacdes que possam ocorrer
quando esse esta sendo executado.
Convém salientar que quanto maior for a
robustez de um método, maior ser4d a
confianca desse relacionamento a sua
precisdo (ANVISA, 2001).

A avaliagdo da robustez do método deve
comecar durante a otimizacdo das etapas.
Variacbes nos parametros do método
podem ser usados posteriormente para
estabeceler as condi¢des ideais do ensaio
(OIE, 2010).

3. METODOLOGIA
3.1. LOCAL

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério
de Biologia Molecular (LBM) do Laboratério
Nacional Agropecuario de Minas Gerais
(LANAGRO/MG) que pertence ao Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA). O interlaboratorial foi desenvolvido
no Laboratério de Rotina de Virologia
Animal (Escola de Veterinaria da UFMG).

3.2. AMOSTRAS

As amostras utilizadas foram contaminadas
com a cepa padrdo Shope, gendétipo |,
titulado (10 *® TCIDso /50puL), multiplicado em
células PK-15, fornecido pelo Laboratério de
Diagnostico de Doengas Virais do
LANAGRO-MG. A matriz utilizada, cérebro
de suino, foi conseguida em uma granja da
regido sem histérico de DA.

Para a contaminacdo da amostra 10" foi
colocado em um tubo 900 pL de tampéo TE
(10mM Tris HCI 1mM EDTA , pH 8) e
adicionado 100 pL da cepa Shope. A partir
desse tubo foram feitas as diluicBes
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seguintes: 10 (900 uL de TE + 100 pL da
diluicdo 10™ ); 10 (900 pL de TE + 100 pL
da diluicao 107); 10* (540 L de TE + 60 pL
da diluicdo 10°%); 10™* (480 L de TE + 120
uL da diluicdo 10™); 10” (540 uL de TE + 60
pL da diluicdo 10'4). ApOs a diluicdo foram
contaminadas com aproximadamente 25 mg
de tecido de cérebro suino em 600 pL das
solucdes.

Foram testadas diluicBes seriadas do virus
em TE nas seguintes concentracdes: 10 *°
TCIDsy/ 50uL, 10*° TCIDso/ 50pL, 10-°
TCIDsy/ 50pL, 10%° TCIDso/ 50pL, 10™°
TCIDsy/ 50pL e 10%° TCIDs/50pL. Além
disso, foram testadas amostras positivas e
negativas fornecidas pelo laboratério
CEDISA (Centro de Diagnostico de
Sanidade Animal).

3.3. EXTRACAO DAS AMOSTRAS

Foram testadas trés metodologias de
extracdo da suspensao do virus.

Procedimentos da extragcédo simples:

A amostra foi deixada em banho-maria a
95°C por 15 minutos. Centrifugada por 60
minutos a 12.000 g. Em seguida,
descartado o sobrenadante e acrescentado
100pL de TE (10mM Tris HClI 1mM EDTA ,
pH 8). Armazenar a -20°C.
Procedimentos para extracdo com Trizol ®
(Invitrogen, EUA):

Adicionou-se 1125 pL de trizol na amostra.
Em seguida, a amostra foi homogeneizada
por inversdo e incubada por 5 minutos a
30°C sob agitacdo. Centrifugou-se a 12.000
g por 15 minutos (2 a 8°C). A fase aquosa
(transltcida) foi pipetada com cuidado e
descartada. A interfase e fase inferior
podem ser estocadas por 18 h (2 a 8°C).
Acrescentou-se 300 pL de etanol 100% a
mistura (interfase+fase inferior) para cada 1
mL de trizol utilizado. Homogeneizou-se por
inversdo e incubou por 2 minutos a 30°C.
Centrifugou-se a 2.000 g por 5 minutos (2 a
8°C). O sobrenadante foi coletado e
transferido ao novo tubo. Adicionou-se 1 mL
de citrato de sédio para 1 mL de trizol
utilizado. Incubou-se por 30 minutos sob
agitacéo a 30°C (homogeneizar

periodicamente). A mistura entdo foi
centrifugada a 2.000 g por 5 minutos (2 a
8°C). Foi coletado o sobrenadante com
auxilio de micropipeta e transferido ao novo
tubo. Adicionou-se 2,5 mL de etanol 75%
para cada 1 mL de trizol utilizado. Incubou-
se por 10 minutos sob agitacdo a 30°C
(homogeneizar). A mistura foi centrifugada
novamente a 2.000 g por 5 minutos (2 a
8°C). O sobrenadante foi descartado por
inversdo. Os tubos foram deixados por 5 a
15 minutos com a tampa aberta para
secagem. O pellet foi ressuspendido em 80
pL de NaOH e homogeneizado suavemente.
Centrifugou-se por 10 minutos a 12.000 g (2
a 8°C). Finalmente, acrescentado 6,9 pL de
Tampéo TE (10mM Tris HClI 1ImM EDTA ,
pH 8) e armazenado a -20°C.

Procedimentos da extracdo Fenol-
Cloroférmio (Sambrook et al, 2001):

Foi adicionada a amostra 20uL de
Proteinase K (10 mg/uL) e 180 pL de
tampéo TE (10mM Tris HClI 1mM EDTA , pH
8). A mistura foi mantida a 55T por 1 hora.
Adicionou-se 200uL de Fenol Saturado pH
8,0 e homogeneizado por inversdo. A
mistura foi centrifugada por 5 minutos a 434
g. A fase aquosa foi coletada e transferida
para um novo tubo. Foi adicionada 200 pL
de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) ao
novo tubo e novamente homogeneizado por
inversdo. Centrifugou-se a 18.327 g por 5
minutos a 20C. A fase aquosa foi coletada
e transferida para um novo tubo. Foi
adicionada 2x o volume da fase aquosa de
Etanol 95% e adicionada 0,1x do volume da
fase aquosa de acetato de amodnio. A
mistura foi homogeneizada e mantida a -
80°C por 1 hora e depois centrifugada por
10 minutos a 18.327 g 4C. Acrescentou-se
500 pL de Etanol 70% para lavar o DNA.
Centrifugou-se novamente a 18.327 g. O
sobrenadante foi descartado e esperou-se o
pellet secar em papel absorvente por 10
minutos.  Finalmente, o pellet foi
ressuspendido em 100 pL de tampéo TE
(10mM Tris HCI 1mM EDTA , pH 8) e
armazenado a -20°C.
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3.4. DOSAGEM DE DNA

Utilizou-se o instrumento NanoVue® (GE
healthcare, EUA) para estimar a quantidade
e a qualidade do material genético extraido
por amostra.

3.5. DESENHO DOS INICIADORES

Sequéncias conservadas do virus foram
escolhidas como alvo para a PCR ap6s o
alinhamento no programa BioEdit (Hall,
1999) de sequéncias disponiveis no
GenBank (NCBI). Ap6s a verificacdo das

regibes desejadas, os iniciadores para o
sistema de deteccdo SybrGreen (Tabela 1)
e os iniciadores e a sonda de hibridizacéo
(Tabela 2) foram desenhados utilizando o
programa Primer3Plus (Untergasser et al.,
2007) e para a tecnologia Plexor (Tabela 3)
utilizou-se o programa Plexor Primer Design
(Hoffmann et al., 2007). Ap6s a construcéo
dos iniciadores todos os oligonucleotideos
foram analisados no programa Oligo
Analyser 3.1 (IDT, USA) para verificacdo
das estruturas secundarias e dos dimeros
formados. A especificidade in silico dos
iniciadores foi testada no programa
PrimerBlast (NCBI) (Altschul et al., 1990).

Tabela 1 — Relagéo dos iniciadores usados nha PCR em tempo real para amplificar os alvos gB,
gC, gD e gE do SuHV-1 através do agente intercalante SybrGreen

Posigao no Tamanho do

Iniciadores Sequéncia de nucleotideos . Referéncia
Genoma* Amplicon
gB Sybr R 5 — GGTTCAGGGTACCCCGC - 3 16697-16713 195bp Bascufiana et al., 1997
gB Sybr F 5 — ACGGCACGGGCGTGATC - 3 16891-16875
gCTRR 5 — GACACCTCGCCCGAGAC - 3 53614-53598 107bp Trabalho atual
gCTR F 5 — CTCTTCAGCTCCGCCAAC -3 53508-53525
VDA-TR-gD-123-R 5- GCCACCGCCTCGTTCAGC- 3 119129-119112 123bp Trabalho atual
VDA-TR-gD-123-F 5- GGTCCCCTCGCCCTTICGTC- 3 119007-119025
gE-116 R 5 — GGAGAGACGATGGGGTGAGT - 3 45470-45451 116bp Trabalho atual
gE-116 F 5 — GACGGATGTGATGTTIGCTGA - 3 45355-45374

* sequéncia JF797218.1 do GenBank

Tabela 2 — Relacdo dos iniciadores e sondas de hibridizacdo usados na PCR em tempo real

para amplificar os alvos gB e gE do SuHV-1

Posigdo no Tamanho do

Iniciadores Sequéncia de nucleotideos N . Referéncia
Genoma Amplicon
gB-TR-Sense 5 - CTCCTGCCGCACCTGAAG- 3’ 19051-19034 92bp Trabalho atual
gB-TR-Antisense 5'- GTCTGGAAGCGGTAGAAGCC- 3 18960-18979
VDAgBTaqgS 5'-/56-FAM/CGGAACTCGCTGACGCACCA-3'
VDA-Tag-gE-136-R 5'- GATGCAGGGCTCGTACAC-3' 122148-122131 136bp Trabalho atual

VDA-Tag-gE-136-F
VDA-Tag-gE-136-P

5-GGACACGTTCGACCTGATG-3'
5'-/5CY5/AGCGTGGCGGTGAAGTTCTCG-3’

122013-122031

* sequéncia JF797218.1 do GenBank

Tabela 3 — Relacao dos iniciadores usados na PCR em tempo real para amplificar os alvos gD

e gE do SuHV-1 através da tecnologia Plexor

Iniciadores Sequéncia de nucleotideos Posi¢ao no Tamaqho do Referéncia
Genoma* Amplicon
VDA-Abort-gD R 5'— GACTACATGTTCCCCACGGAGGA - 3 119290-119312 76bp Trabalho atual
VDA-Abort-gD F FAM-5-is0-dC-GGTACTGGCCCTCGTTGAACC-3'  119365-119345
VDA-Plexor-gE R 5 — GCCACGCTGGACTGGTACTAC — 3’ 122077-122097 126bp Trabalho atual

VDA-Plexor-gE F

TexRd-5-is0-dC-GAAGCTGCACG - 3

122202-122192

* sequéncia JF797218.1 do GenBank
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3.6. PIPETAS

Para garantir o controle de qualidade, as
micropipetas do LBM estavam calibradas e
verificadas, conforme exigido pela ABNT
NBR ISO/IEC 17025.

3.7. TERMOCICLADORES

O termociclador em tempo real Real Time
7500 (registro LBM/PL/096) (Applied
Biosystems, EUA) foi utilizado durante todo
0 processo de verificacdo de desempenho.
Para teste de robustez foi utilizado o

equipamento Rotorgene (registro
LBM/PL/010) (Qiagen, EUA). Para o teste
Interlaboratorial também foi utilizado o
modelo 7500 da Applied Biosystems
pertencente ao Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais.

3.8. PROTOCOLO DE TEMPERATURA
Os protocolos de temperatura padronizados

neste trabalho, seguiram as recomendacdes
dos fabricantes dos Master Mix utilizados.

Quadro 1 - Protocolos de temperaturas utilizadas nos ensaios

Pré-ciclo Ciclos

Curva de Melting

Sonda de
hibridizacao

50°C (2 minutos) |45 ciclos

90°C (10 minutos) [95°C (15 segundos)
60°C (1 minutos)*

SybrGreen |50°C (2 minutos) |35 ciclos

90°C (10 minutos) [95°C (25 segundos)
58°C (25 segundos)
72°C (30 segundos) * (99.9°C (30 segundos)

95°C (15 segundos)
70°C (1 minuto)
Rampa de 1% com deteccdo de fluorescéncia

60°C (15 segundos)

Plexor 50°C (2 minutos) |40 ciclos

95°C (3 minutos) [95°C (15 segundos)
62°C (1 minuto)*

95°C (15 segundos)

70°C (1 minuto)

Rampa de 1% com deteccdo de fluorescéncia
99.9°C (30 segundos)

60°C (15 segundos)

*detecgdo de fluorescéncia

3.9. CRITERIOS

Os parametros para a validacdo utilizados
foram realizados segundo descritos no
Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for
Terrestrial Animals 2010 (OIE, 2010).

3.10. PADRONIZACAO

Todos os testes foram realizados segundo
tentativa e erro, de acordo com ajustes nas
concentracbes de oligonucleotideos e na
temperatura de anelamento, visando a
padronizacdo das melhores concentracdes
dos reagentes da PCR.

Foram utilizados o TagMan® Fast Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystem, EUA)
para os oligonucleotideos gB-TR-Sense, gB-
TR-Antisense e sonda para gB; SybrGreen
PCR Master Mix (Applied Biosystem, EUA)
para os iniciadores VDA-TR-gD-123-F e
VDA-TR-gD-123-R e GoTaq qPCR Master
Mix Plexor® System (Promega, EUA) para
os iniciadores VDA-Abort-gD-F e VDA-
Abort-gD-R.

O volume final da reacdo foi padronizado
em 20 pL, sendo 18 pL de mix mais 2 pL de
DNA. As concentracBes dos reagentes da
PCR em tempo real para a Doenca de
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Aujeszky adequadas as nossas condicfes
laboratoriais estdo descritas a seguir: 0,375
pmol/uL de cada iniciador, 10 uL de Master
Mix 2X e 0,8% de DMSO (Amresco®). Para
completar o volume final foi adicionada agua
DECP estéril. Para o mix da reagdo com a
sonda de hibridizagao, além dos reagentes
citados, foi acrescentado 0,2 pmol/uL da
sonda.

3.11. CONTROLES

Para garantir a seguranca e confiabilidade
dos resultados obtidos, algumas precaucdes
foram tomadas de forma a evitar resultados
falsos-positivos e falsos-negativos. O
controle interno de amplificacao foi realizado
através de uma PCR em tempo real para o
gene da beta-actina utilizando os iniciadores
mostrados na Tabela 4. Um controle interno
de amplificacdo é uma sequéncia de DNA
nao-alvo presente no tubo da reacéo, o qual
€ co-amplificado simultaneamente com a

sequéncia-alvo. Na PCR sem um controle
interno de amplificacdo, uma resposta
negativa (sem banda ou sinal) pode
significar que ndo ha presenca da
seqliéncia-alvo na reacdo, mas também
pode significar que a reacdo foi inibida,
como um resultado de mau funcionamento
do termociclador, preparacédo incorreta da
mistura da PCR, baixa atividade da
polimerase e presenca de substancias
inibidoras na matriz da amostra.

Foram usados ainda controles positivos,
controles negativos e controles brancos.
Sabe-se que a robustez de um método de
PCR pode ser monitorada pelo uso de
controle positivo e reagente de teste
(negativo) nas reacdes.

Para minimizar os riscos de contaminacao
das amostras e das reacdes de PCR, o LBM
possui as éareas de trabalho separadas.

Tabela 4 - Iniciadores usados como controles nas reacdes de PCR em tempo real

Iniciadores Sequéncia Referéncia
Beta-actina F 5- TTCAGNTTTGCAACCATACTTCCC-3 Bielansk et al .,
Beta-actina R 5'- TGCCTTATCAGCTNTCGATTIGTAG-3 (2009)

3.12. EFICIENCIA DA REACAO

Para a avaliacdo da eficiéncia da reacao
foram testadas diluicbes do DNA das
amostras contaminadas com o virus SuHV-1
da cepa padrdo Shope. Cada diluicdo foi
testada em triplicata (+ 200 ng de DNA e *
100 ng de DNA), tendo as concentracdes
estimadas em espectrofotbmetro de luz
ultra-violeta (Nanovue®, GE Healthcare,
EUA). Foram feitas uma série de curvas-
padrdo (seis diluicbes seriadas: 10°
TCIDsy/ 50uL, 10*° TCIDsy/ 50pL, 10°
TCIDsy/ 50pL, 10%° TCIDso/ 50pL, 10™°
TCIDso/ 50uL e 10° TCIDsy/ 50uL) para
determinacdo da eficiéncia da PCR,
analisando os valores obtidos pelo R* e o
slope (fator de inclinag&o da curva).

3.13. ESPECIFICIDADE ANALITICA

Para o teste de especificidade analitica
foram wusadas 30 amostras negativas
provenientes de 30 animais diagnosticadas
através das metodologias de isolamento
viral e teste de neutralizacdo (Fonseca Jr. et
al., 2010). Seguindo os critérios da OIE,
foram realizados os testes de seletividade,
excluséo e incluséo.

3.14. SENSIBILIDADE DIAGNOSTICA

Para o teste de sensibilidade diagnostica
foram testadas 25 amostras positivas para o
SuHV-1 (caracterizadas como genotipo II)
nos métodos de isolamento viral e teste de
neutralizacdo (Fonseca Jr. et al., 2010).
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3.15. LIMITE DE DETECCAO (LD)

A determinacdo do limite de detecgéo
(sensibilidade analitica) para os sistemas
testados foi realizada a partir de amostras
de cérebro suino contaminadas com
diluicbes na base dez, utilizando a cepa
padrdo Shope. A curva padrdo foi
construida com sete logs de diluicdo seriada
em triplicatas, nas seguintes concentracdes:
10*® TCIDso/ 50pL, 10*° TCIDso/ 50uL, 10™°
TCIDso/ 50pL, 10°° TCIDsy/ 50uL, 10™°
TCIDso/ 50pL, 10%° TCIDso/ 50pL e 10>°
TCIDsy/ 50pL. O LD foi determinado na
Gltima diluicdo na qual todas as amostras
apresentaram resultado positivo sem falhar
nenhuma replicata. Para confirmacdo do
resultado, a diluicdo na qual apresentava o
LD foi repetida em sete replicatas. Além
disso, também foram repedidos um log
abaixo e um log acima do LD em sete
replicatas para confirmacao dos resultados.

3.16. REPETITIVIDADE E
REPRODUTIBILIDADE

Os testes de repetitividade ocorreram em
trés dias consecutivos, usando sete
amostras diferentes em triplicatas: uma
amostra no LD, trés amostras um log abaixo
do LD e trés amostras Y2 log abaixo do LD,
nas respectivas concentragfes: 10°°
TCIDso/ 50uL, 10 *° TCIDso/ 50uL e 10™°
TCIDsy/ 50uL). Para a PCR durante a
repetitividade utilizou-se somente o sistema
com a sonda de hibridizacdo e o
equipamento de PCR 7500 da Applied
Biosystem. Prosseguiu-se com os testes de
desempenho apenas com os iniciadores e a
sonda de hibridizacdo para o alvo @B,
devido aos melhores resultados obtidos em
comparacdo aos demais sistemas testados.
O equipamento 7500 da Applied Biosystems
foi escolhido porque apresenta a vantagem
de realizar uma corrida com um maior
namero de reacbes de PCR. Além disso,
nesse equipamento podem ser usados
placas ou tubos, ambos utilizados no
experimento.

Ja para os testes de reprodutibilidade foram
repetidos 0os mesmos procedimentos da
repetitividade, porém por um segundo
analista. E importante ressaltar que para os

testes de repetitividade e reprodutibilidade
foram utilizados em cada dia, sete amostras
diferentes de cérebro suino contaminadas
com uma nova diluicdo da cepa padréo,
seguidos da extracdo das amostras e
dosagem de DNA.

3.17. ROBUSTEZ

Foi considerado como relevante para a
metodologia: erro de pipetagem, mudanca
de termociclador e substituicdo de reagente.
Assim, as variaveis testadas foram:

e Erro de pipetagem: foi testada a
variacdo de 1 pL no volume final da
reacdo para mais e para menos.

« Equipamento: utilizou-se o equipamento
Rotor gene 3000 (Qiagen, EUA) para
comparacao dos resultados obtidos no
equipamento 7500 (Applied Biosystem,
EUA).

* Reagente: as mesmas diluicdes usadas
no teste de repetibilidade foram
testadas usando o Real Q-PCR dUTP-
UNG Master Mixes Kit (6mM MgCl,)
(Ampligon, Alemanha) para comparacao
com o TaqMan® Fast Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystem, EUA).

3.18. INTERLABORATORIAL

Para realizacdo do teste interlaboratorial,
foram utilizadas 30 amostras negativas e 30
amostras positivas contaminadas
artificialmente. Para fazer as amostras
negativas foram usados aproximadamente
25mg de tecido (cérebro de suino) e 600 pL
de TE. Para contaminar as amostras
positivas foi usada aproximadamente 25mg
de tecido (cérebro de suino) e uma cepa
Shope cedida pelo LDDV do LANAGRO-MG
(titulagdo 10**TCIDs/501L). Foram
realizadas duas diluicbes na base dez em
TE para a contaminacdo das amostras
positivas, sendo o volume final de 600 uL e
entdo enviadas ao Laboratério de Rotina de
Virologia Animal (Escola de Veterinaria da
UFMG). O termociclador usado no teste
interlaboratorial foi o Real-time 7500
(Applied Biosystems, EUA). A extracdo do
DNA foi realizada com o kit de extracdo
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AccuPrep® Genomic DNA  Extraction
(Bioneer Corporation, EUA). A PCR utilizou
o TagMan® Fast Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystem, EUA) para o0s
iniciadores gB-TR-Sense, gB-TR-Antisense
e sonda. Para aumentar a variavel do teste,
todo o ensaio (extracdo e amplificacdo das
amostras) foi repetido por um segundo
analista para posterior comparacdo dos
resultados.

Protocolo de extracdo (AccuPrep
Genomic DNA Extraction, EUA):

Foi adicionado em cada tubo de amostra, 20
uL de proteinase K (10 mg/uL) do Kit.
Vortexado e incubado a 60T por 18 h. No
dia seguinte, vortexado novamente e
adicionado 200 uL do lisado em 200 uL de
“Binding Buffer”, e vortexado. As amostras
foram incubadas a 60C por 10 minutos. Em
seguida, adicionado 100uL de isopropanol
por tubo, e misturado por inversdo. Os
lisados foram transferidos para as colunas.
Centrifugados a 6000g por 1 minuto. Foi
descartado o liquido dos tubos e adicionado
500 uL de “Washing Buffer 1" por tubo.
Centrifugado a 6.000 g por 1 minuto.
Novamente descartado o liquido dos tubos
e adicionar 500 uL de “Washing Buffer 2”
por tubo. Centrifugado a 6.000 g por 1
minuto, € em seguida a 18.000 g por 1
minuto. As colunas foram transferidas para
um tubo de 1,5 mL e adicionado 200 uL de
“Elution Buffer” por tubo. Apds 1-5 minutos,
0s tubos centrifugado a 18.000 g por 1
minuto. Armazenar a - 20°C.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios foram realizados no
LANAGRO/MG com o intuito de
disponibilizar o método, ao final do trabalho,
como ferramenta de diagnéstico para a DA.
Com a verificacdo de desempenho dos
diferentes sistemas disponiveis como
método diagnéstico para a DA, foi possivel
oferecer ao LBM o método mais sensivel e
robusto, alcancado com a sonda de
hibridizacdo. Este fato, porém nao indica
que a sonda de hibridizacdo ¢ o melhor
sistema oferecido comercialmente. As
quimicas testadas neste trabalho sofreram
influéncia dos  diferentes iniciadores

utilizados, o que interferiu no desempenho
das reacbes de PCR em tempo real
avaliadas. Todas as quimicas testadas
podem ser usadas como método de
diagnéstico para o SuHV-1, porém
apresentaram diferentes limites de
deteccdo. Os resultados alcancados através
da verificacdo de desempenho dos
diferentes sistemas para a DA estédo
descritos a seguir.

Amostras

Em relacdo a quantidade de DNA das
amostras, foram testadas aproximadamente
100 ng/uL e 200 ng/pL. Como ndo foi
constatada  diferenca  significativa de
amplificacdo entre as quantidades de DNA
testadas, optou-se pela menor quantidade
de DNA a fim de obter um teste mais
sensivel e com menos interferentes.

Extracéo

Em relacdo aos diferentes métodos de
extracdo in house oferecidos pelo LBM e
testados neste experimento, a extracdo
fenol-cloroférmio foi a que apresentou mais
vantagens. A extracdo simples foi usada a
principio por ser mais rapida. Apés a adicao
de tecido, essa técnica ndo apresentou
bons resultados de amplificacdo e foi
substituida. Com a extragdo simples,
observou-se que o limite deteccdo estava
variando durante as repeticGes. A extracédo
simples deixa muito residuos protéicos junto
ao DNA extraido, além de ndo separar o
RNA do DNA, o que pode ter interferido na
interpretacdo dos dados. Posteriormente,
utilizaram-se as extracdes trizol e fenol-
cloroférmio, sendo que ambas mostraram-
se eficientes. Essas extracdes, apesar de
serem mais demoradas, s&o melhores
porque ao final da extracdo o DNA esta
separado do RNA e com menos residuos
protéicos. A escolha pela extracdo fenol-
cloroférmio ocorreu pelo fato de esse
método ser menos oneroso, em relacdo aos
custo dos insumos, e menos trabalhoso do
que a extracdo com trizol.

Iniciadores
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Foram desenhados e testados dois pares de
iniciadores e duas sondas de hibridizacéo,
com diferentes alvos (gB e gE), para a
padronizacdo de uma PCR em tempo real,
conforme Tabela 2. Wejun Ma et al., 2008,
também utilizaram os alvos gB e gE para
desenvolver uma PCR em tempo real para
deteccdo do SuHV-1. Apls os ajustes das
concentracfes dos oligonucleotideos e dos
protocolos das temperaturas, foram
escolhidos 0s oligonucleotideos
desenhados para o alvo gB, que mostraram
maior eficiéncia das reacdes. As reacdes de
PCR com os oligonucleotideos desenhados
para a gE, utlizando a sonda de
hibridizacéo, mostraram-se menos sensiveis
(um log da curva padrdo) quando
comparadas com as reacfes de PCR para
gB, sendo este fato relevante para a
escolha dos oligonucleotideos. Para o
desenho dos olignucleotideos, o alvo gB foi
escolhido por ser uma regido altamente
conservada e essencial para a replicacéo do
virus (Pomeranz et al.,, 2005). O gene
codificante de gE ndo é essencial para a
replicacéo viral e menos conservado (Kluge
et al, 1999), portanto, optou-se por
desenhar oligonucleotideos para este alvo
para se diferenciar animais vacinados de
animais positivos. Wejun Ma et al., 2008,
também utilizaram os alvos gB e gE para
desenvolver uma PCR em tempo real para
deteccdo e diferenciacdo do SuHV-1 em
animais positivos e animais vacinados.

A PCR para gE era a opcéo inicial para o
diagnéstico da DA, pois poderia ser utilizada
para se diferenciar animais vacinados com o
virus atenuado deletado para essa
glicoproteina daqueles infectados pela virus
selvagem. De acordo com o Plano de
Erradicagdo da Doenca de Aujeszky,
aprovado pelo MAPA em 2007, a vacinagao
no Brasil é permitida somente em casos de
focos confirmados, sendo autorizado o uso
de vacinas atenuadas e inativadas, desde
que ndo produzam anticorpos para gE. No
entanto, a escolha da gPCR para gB nao
provoca nenhuma desvantagem para 0 uso
da técnica no Brasil por diversos motivos. O
primeiro € o fato de a vacinacdo sO ser
permitida em focos confirmados com
diagnéstico laboratorial e com permissédo do
MAPA. O segundo ¢é a proibicdo da

utiizacdo do virus atenuado para a
vacinagdo de animais no Brasil, conforme o
parecer 0809/2006 da Comissdao Técnica
Nacional de Biosseguranca.

A questdo da diferenciacdo dos animais
positivos dos animais vacinados pode ser
solucionada utilizando uma Nested-PCR
desenvolvida e padronizada por Fonseca Jr.
et al., (2010). A nested-PCR é uma técnica
que pode auxiliar em programas de
erradicacdo e na certificacdo de granjas
como método confirmatoério em casos de
animais Unicos reativos, ou seja, individuos
gue sejam positivos no método de triagem
(ELISA para glicoproteina B), porém
negativos no ELISA para diferenciacdo de
animais vacinados (Bascunéna et al., 1997).
A técnica utliza dois conjuntos de
iniciadores para amplificar um fragmento.
Um par de iniciadores é utilizado na primeira
PCR e o outro par é usado na segunda
PCR, usando o produto amplificado da
primeira reacdo. Conforme testada por
Fonseca Jr. et al. (2010), a técnica mostrou-
se mais sensivel e mais rapida do que o
método usual de genotipagem do SuHV-1.
Porém, a nested-PCR é uma técnica menos
vantajosa quando comparada com a PCR
em tempo real, pois necessita de duas
reacfes consecutivas de amplificacdo do
DNA, além de ser mais suscetivel a
contaminagdo e consequentemente a
resultados falso positivos.

Além dos alvos para gB e gE, também
foram desenhados iniciadores para os alvos
0B, gC, gb e gE para a padronizacdo da
PCR em tempo real utilizando o agente
intercalante SybrGreen, conforme a Tabela
1. Todas essas glicoproteinas estédo
presentes no envelope viral e nas
membranas das células infectadas. As
glicoproteinas do envelope viral
desempenham um papel importante durante
0 ciclo de replicacdo (interacdo célula-
hospedeiro). O estudo de Bascufiana et al.,
1997, revelou a presenca de sequéncias de
gB, gE e gD nos tecido do géanglio trigémeo,
bulbo olfatério, amigdalas e cérebro. Este
fato é relevante para obter um diagnostico
da presenca do SuHV-1 no estado latente
da doenca.
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Para a padronizacdo da PCR utilizando o
intercalante SybrGreen, foram escolhidos os
iniciadores desenhados para o alvo gD,
sendo esses iniciadores 0s que
apresentaram o melhor desempenho. As
sequéncias de iniciadores desenhados para
0os genes das gB, gC, e gE néo
apresentaram bons resultados de
amplificacdo durante os testes, apesar das
tentativas de otimizacdo. Nos ensaios de
otimizacdo das PCRs foram testados
diferentes concentracdes de iniciadores,
DMSO e ajustes nas temperaturas de
anelamento. Porém, conforme observado na
Figura 4, nas curvas de dissociacdo eram
observados picos inespecificos e formagéo
de dimeros, prejudicando a interpretagdo
dos resultados. No teste de otimizagdo, as

diferentes  concentracdbes de DMSO
utilizadas estdo ilustradas na Figura 3. E
interessante observar que quanto maior a
concentracdo de DMSO, menor a
temperatura de dissociagdo. O DMSO é
importante para inibir a formagdo das
estruturas secundarias produzidas por
interacdes intermoleculares ou
intramoleculares. Entretanto, a medida que
se adiciona o DMSO ocorre a inibicdo da
reacdo. Em todas as reacdes de PCR
padronizadas neste trabalho, foi usado o
DMSO na concentracdo de 0,8% v/v no mix
de reacdo para diminuir a formacdo de
dimeros e facilitar a desnaturagdo de DNA
devido ao alto conteddo de GC presente no
genoma do SuHV-1.

4- 1,2% vfv

ar il

1,0% v/v

3- | {/".

0,8% v/v 6% v/v

95

Figura 3 — Demonstracdo da influéncia de diferentes concentracdes de DMSO (respectivas
concentracgdes: 0,6% v/v, 0,8% viv, 1,0% viv e 1,2% v/v) na temperatura de dissociacdo da
PCR em tempo real para detec¢do do SuHV-1 utilizando como quimica o agente intercalante.
Para esse teste foram usados os iniciadores VDA-TR-gD-123-F e VDA-TR-gD-123-R.
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Figura 4 - Curva de dissociagdo da PCR em tempo real para deteccdo do SuHV-1 com a
guimica do agente intercalante SybrGreen, usando os iniciadores gE-116 F e gE-116 R (a seta
esta apontada para o pico inespecifico).

Foram desenhados ainda iniciadores para reacdes inespecificas durante as reacdes
os alvos gD e gE, conforme mostrado na de PCR, por isso optou-se em padronizar a
Tabela 3, utilizando a tecnologia Plexor. Os PCR com os iniciadores para o gene da gD.

iniciadores para o gene da gE geravam
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Controles

Sabe-se que a PCR pode ser monitorada
pelo uso de controle positivo e negativo nas
reacbes. Além disso, a presenca de
inibidores da PCR pode ser monitorada pelo
uso de um controle interno de amplificacéo
em cada reacdo. ApOs a introducdo da
matriz (cérebro suino) para fazer as
amostras contaminadas artificialmente, as
reacbes de PCR foram monitoradas com
iniciadores especificos para o gene da beta-
actina (Bielansk et al., 2009). Foram usados
ainda: controles positivos  (amostras
sabidamente positivas para o0 SuHV-1
através de isolamento viral), controles
negativos (amostras sabidamente negativas
para o SuHV-1 através de isolamento viral)
e branco (mix com os reagentes sem adi¢céo
de DNA).Todas as amostras contaminadas
artificialmente e usadas durante os testes
resultaram em amplificacdo para o gene da
Beta-actina. A reacdo da beta-actina
funciona como controle interno de
amplificacdo e como indicativo de que o
resultado falso-negativo pode ser devido a
presenca de inibidores da PCR ou falha na
extracdo. Estudos ja demonstraram que
alguns componentes ndo desejados
presentes na matriz podem resultar em
falsos-negativos (Schulten et al., 1997). As
metodologias desenvolvidas e testadas
neste experimento sédo qualitativas, ou seja,
respondem tanto pela presenca quanto pela
auséncia do alvo em uma determinada
amostra, por isso a importancia do uso de
controles para evitar falsos resultados e
garantir que ndo ocorreu contaminagdo das
amostras durante os ensaios.

Eficiéncia da reacéo

As reacdes de PCR usando as sequéncias
de iniciadores e sonda de hibridizacéo
foram as que mostraram  maiores
porcentagens de eficiéncia para esse
ensaio, seguido do sistema Plexor e por
ultimo o sistema SybrGreen. O desempenho

global dos ensaios de PCR em tempo real
pode ser observado na Tabela 5. Das
reacfes de PCR utilizando iniciadores e
sondas de hibridizacdo, o melhor
desempenho foi alcancado com os
oligonucleotideos desenhados para o gene
codificante da gB. Ja com a tecnologia
Plexor, a maior eficiéncia foi alcancada com
as sequéncias de iniciadores desenhados
para o gene codificante da gE. E, usando o
intercalante SybrGreen, a maior eficiéncia
foi alcancada com as sequéncias de
iniciadores desenhados para o0 gene
codificante da gD. As reacbes de PCR
usando o intercalante SybrGreen com as
sequéncias de iniciadores desenhados para
o alvo gC ndo aplificavam adequadamente,
gerando um elevado nimero de reacgdes
inespecificas e dimeros a despeito de
ajustes na reacdo, portanto nao foi
construida uma curva padréo para eles.

Neste estudo, para avaliar a eficiéncia da
PCR foi construida uma curva padrdo com
diIui%Ges do SuHV-1 titulado (cepa Shopeg
(10*> TCIDsy/50 pL, 10*° TCIDs/50 pL, 10"
TCIDso/50 pL, 10°° TCIDsy/ mL, 10°°
TCIDso/ mL, 10™° TCIDsy/ mL). A eficiéncia
de amplificacdo da PCR é a taxa na qual um
amplicon de PCR é gerado, geralmente
expressa como porcentagem. Se um
amplicon dobrar em quantidade durante a
fase geométrica da amplificacdo da PCR,
entdo a PCR apresentara 100% de
eficiéncia. O slope de uma curva padrao é
comumente usado para estimar a eficiéncia
de amplificacdo de uma PCR em tempo
real. Um slope de -3,3 reflete na eficiéncia
de 100% da PCR. Uma baixa eficiéncia
tende a gerar uma baixa sensibilidade.
Outro parametro que avalia a eficiéncia € o
céalculo da equacéo de regressao do R? que
€ um termo estatistico que indica como um
bom valor é a predicdo de outro. Esse
célculo da eficiéncia da reacdo é obtido
através da curva padrdo construida com as
diluicBes seriadas e o valor da inclinacdo da
reta (slope).
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Tabela 5 — Eficiéncia da PCR em tempo real para a detec¢cdo do SuHV-1 alcancadas com as

diferentes quimicas testadas

2

Quimica Iniciadores Eficiéncia R Slope

Sonda de hibridizagdo gB 99% 0,99 -3,3

Sonda de hibridizagdo gk 96% 0,99 -3,4

Plexor gD 88% 0,95 -3,6

Plexor gk 86% 0,86 -3,7

SybrGreen gB 78% 0,98 -4,0
SybrGreen gC - - -

SybrGreen gD 97% 0,99 -3,4

SybrGreen gk 75% 0,99 -4,08

Especificidade Analitica

Para o teste de especificidade foram
introduzidos como interferentes outros
agentes infecciosos. Todas as PCR
padronizadas apresentam alta
especificidade (100%). A especificidade foi
testada utilizando trinta amostras negativas
nos métodos de isolamento viral e teste de
neutralizacdo (Fonseca Jr. et al., 2010).
Todos os sistemas de deteccao (SybrGreen,
Sonda de  hibridizacdo e  Plexor)
apresentaram resultados satisfatérios, ou
seja, ndo ocorreu amplificacdo em nenhuma
das amostras sabidamente negativas.

Para esse ensaio foi considerado a
avaliacdo da seletividade apenas na matriz
cérebro suino porque ndo havia o interesse
de testar outras matrizes. A introducdo da
matriz nas diluic6es da cepa padréo resultou
em uma variacao da sensibilidade analitica
para todas as quimicas testadas, devido a
presenca de interferentes, porém nao gerou
resultados falsos-negativos.

No teste de exclusdo foram utilizados
organismos que poderiam gerar reacao
cruzada e interferir na interpretacdo dos
resultados. Entdo, foram introduzidos no
ensaio amostras de BoHV-1, BoHV-5
(devido a semelhanca genética entre os
herpesvirus) e Streptococcus suis (devido a
semelhanca dos sinais clinicos da doenca).
Os organismos introduzidos no ensaio nao
interferiram na PCR. J& no teste de inclusédo

durante os ensaios foram usadas amostras
do gendtipo | e gendtipo Il do SuHV-1,
demostrando que os oligonucleotideos
foram capazes de detectar diferentes
gendtipos dessa espécie.

Sensibilidade diagndstica

Para determinar a sensibilidade diagnostica
foram testadas 25 amostras positivas
(caracterizadas como genétipo Il do SuHV-
1) nos métodos de isolamento viral e teste
de neutralizacdo (Fonseca Jr. et at. 2010).
As amostras foram diluidas 1:10 em TE e
testadas para todas as quimicas avaliadas
neste trabalho. A PCR desenvolvida com os
iniciadores e a sonda de hibridizacdo
desenhados para o gene codificante da gB
foi a que apresentou maior sensibilidade
diagnéstica, ocorrendo amplificagdo em
todas as amostras positivas, ou seja 100%
de sensibilidade diagnédstica. J& a PCR
usando o intercalante SybrGreen e o0s
iniciadores desenhados para o alvo gD,
apresentaram uma sensibilidade diagnéstica
de 72%, uma vez que sete amostras
positivas falharam no teste. Ja PCR com a
tecnologia Plexor usando os iniciadores
desenhados para o alvo gD apresentou uma
sensibilidade diagnodstica de 96%, das
amostras positivas somente uma falhou. E
importante ressaltar que anteriormente, as
mesmas amostras foram testadas com os
mesmos iniciadores para o gene codificante
da gD utilizando a quimica EvaGreen por
Fonseca Jr. et al. (2011), porém sem
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estarem diluidas e ocorreu amplificacdo em
todas as amostras positivas. Entéo, o fato
das amostras estarem diluidas influenciou
na sensibilidade diagnéstica das PCR em
tempo real com as quimicas do agente
intercalante SybrGreen e Plexor. Por outro
lado, a amplificacdo em 100% das amostras
testadas com a sonda de hibridizacédo
demonstra o excelente desempenho do
método desenvolvido com 0s
oligonucleotideos desenhados para o gene
codificante da gB. Para determinar com
precisdo a sensibilidade diagnéstica das
guimicas testadas seria necessario um
volume maior de amostras positivas para
DA. A dificuldade em obter um grande
namero de amostras positivas para a DA no
Brasil, impossibilitou um melhor
desempenho dos ensaios.

No trabalho de Wenjun Ma et al., 2008, foi
possivel observar o melhor desempenho da
PCR em tempo real quando comparada a
sensibilidade diagnéstica e especificidade
com a PCR convencional.

Limite de Deteccéao (LD)

A sensibilidade analitica (ou LD) de cada
guimica (a menor quantidade de DNA
detectavel em uma reacao) foi determinada
e comparada usando as mesmas diluicbes
da cepa padrdo Shope. Os primeiros testes
foram realizados apenas com as diluicGes
da cepa padrdo Shope, seguido da extracéo
fenol:cloroférmio. Foi construida uma curva
padrdo com sete diluicdes, nas respectivas
concentragdes: 10>° TCIDg/50puL, 10*°
TCIDso/50uL, 10° TCIDg/50pL, 10%°
TCIDso/50uL, 10°° TCIDso/50pL, 10™°
TCIDso/50pL, 10%° TCIDso/50uL, e assim
estabelecido o LD. As amostras testadas
estavam em triplicata, conforme observado
nas Figura 5 e Figura 6. Como critério
avaliou-se a amplificacdo até o Ultimo log
onde as replicatas ndo falharam. Os
seguintes LD foram encontrados para os

diferentes sistemas de deteccao, através do
SuHV-1 titulado (titulacdo 4,5 TCIDso/50pL):
10°° TCID50/50|§1L com o intercalante
SybrGreen, 10" TCIDso/50puL  com a
tecnologia Plexor, 102 TCIDso 50puL com a
sonda de hibridizacdo. No teste seguinte,
uma nova curva padrao foi construida, desta
vez, aproximadamente 25 mg de tecido de
cérebro suino (por tubo) foi acrescentado
nas diluicbes da cepa padrdo Shope
(respectivas concentragdes: 10>° TCIDso/
50pL, 10*° TCIDso/ 50pL, 10*° TCIDsy/ 50pL,
10”° TCIDso/ 50pL, 10°° TCIDs/ 50pL, 10™°
TCIDsy/ 50uL, 10%° TCIDsy/ 50uL). Para
todos os sistemas testados, um novo LD foi
encontrado: 10°°  TCID50/  50uL
(SybrGreen), 10°° TCIDsy/ 50uL (Plexor),
10™° TCIDso/ 50pL (Sonda). Essa diferenca
de um log na sensibilidade analitica pode ter
ocorrido devido a presenca de interferentes,
ou seja, componentes ndo desejados
presentes na matriz. Entretanto, mesmo
com a presenca de interferentes nas
amostras testadas ndo foram encontrados
resultados falso-negativos. A sensibilidade
analitica da nested-PCR para o SuHv-1
encontrada por Fonseca Jr et al., 2010, foi
semelhante a alcancada neste trabalho com
a PCR em tempo real usando a sonda de
hibridizacdo. Na comparacdo com a PCR
convencional, ambas as técnicas foram 100
vezes mais sensiveis.

Para verificar o LD em cada quimica, o
ensaio seguinte utilizou sete amostras
diferentes em cada uma das trés diluices
da cepa padréo Shope (¥ log abaixo do LD,
0 LD e % log acima do LD) e o mesmo
critério de avaliagdo. Assim, foi confirmado o
LD  encontrado:  10°°  TCID50/50pL
(SybrGreen), 10°° TCIDso/50L (Plexor), 10°
s TCIDso/50uL (Sonda). De acordo com a
CE n®%57/2007, a margem de erro de um
plano de amostragem € de 5%. Portanto, foi
determinado o “n” amostral de vinte e uma
amostras para obter uma margem de erro
de 5%, onde poderia falhar apenas uma
replicata.
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Figura 5 - Curva do LD da PCR em tempo real para deteccdo do SuHV-1 utilizando os

oligonucleotideos

gB-TR-Sense, gB-TR-Antisense e sonda de hibridizacdo VDAgBTagS, nas

seguintes concentracdes: 10*° TCIDsy/ 50uL, 10*° TCIDsy/ 50uL, 10" TCIDso/ 50pL, 10%°
TCIDsy/ 50pL, 10°° TCIDsy/ 50pL, 10 TCIDso/ 50pL.
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Figura 6 — Curva do LD da PCR em tempo real para detec¢do do SuHV-1 utilizando usando o
agente intercalante SybrGreen com os iniciadores VDA-TR-gD-123 F e VDA-TR-gD-123 R, nas
seguintes concentracdes: 10*° TCIDg/ 50pL, 10*° TCIDsy/ 50uL, 10™° TCIDsy/ 50uL, 10°°

TCIDsy/ 50pL, 10°

5 TCIDso/ 50pL, 10™° TCIDsy/ 50pL, 10%° TCIDsy/ 50pL.
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Figura 7 - Curva de dissociacdo da PCR em tempo real para deteccdo do SuHV-1 utilizando o
agente intercalante SybrGreen e os iniciadores VDA-TR-gD-123 F e VDA-TR-gD-123 R.
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Figura 8 - Curva de dissociacdo da PCR em tempo real para detec¢cdo do SuHV-1 usando a
tecnologia Plexor e os iniciadores VDA-Abort-gD F e VDA-Abort-gD R.

Repetitividade e Reprodutibilidade

As etapas de repetitividade,
reprodutibilidade e robustez foram
realizadas somente usando os iniciadores e
sonda de hibridizacdo desenhados para o
gene codificante da gB. O melhor
desempenho foi alcancado utilizando esses
oligonucleotideos, o que influenciou na
tomada de decisdo para a escolha da

metodologia a ser disponibilizada no LBM,
como ferramenta de diagnoéstico para a DA.

Foram analisados os Cts obtidos, utilizando
uma planilha excel. Primeiro, foi calculado a
média das sete amostras em triplicatas. A
disperséo dos valores em torno da média foi
expressa pelo desvio padrdo, também
calculado. O desvio padrdo em termos
percentuais € chamado de coeficiente de
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variacdo (CV), também calculado. Todos os
valores calculados através dos Cts gerados
nas reacbes de PCR usando os
Tabela 6 e Tabela 7.

A andlise dos dados através do CV,
utilizando as sete amostras em triplicatas,
nos trés dias de repetitividade e nos trés
dias de reprodutibilidade, totalizando 42
amostras, geraram 0s seguintes resultados:
para as amostras com 100 ng de DNA, o CV
foi de 5%, ja para as amostras com 200 ng
de DNA, o CV foi de 8%, o que demonstra
uma baixa dispersdo dos dados, ou seja, 0
método desenvolvido mostrou-se estavel e
homogéneo para as duas concentracfes de
DNA. Foi observado que alguns valores
obtidos durante a repetitividade e
reprodutibilidade mostraram uma diferenca
maior do que 0,5 Ct, mas essa diferenca
ndo foi maior que 1,3Ct. O Ct (threshold
cycle) é a intersecdo entre a curva de
amplificacdo e a linha threshold. Ele
representa a concentracdo de DNA da
amostra na PCR. O nivel de fluorescéncia
do threshold é usado para quantificacéo
absoluta, ndo sendo considerada como
relevante para este estudo (Dennis et
al.,2006). Como critério de confiabilidade do
resultado o ponto de inicio de amplificagao
deve ser utilizado como critério de excluséo.

oligonucleotideos desenhados para o alvo
0B, podem ser  visualizados na

O critério foi definido de acordo com o
modelo matematico de John Tukey, sendo
determinado que as amostras cujo ponto de
inicio de amplificacdo ultrapassar o ciclo
36,0 devem ser repetidas ou nédo
consideradas. Segundo Dorak (2006) para
analisar as replicatas a variacdo entre os Ct
deve ser menor que 0,5 Ct. E de acordo
com Bustin e Nolan (2004), realizar a corrida
em triplicata e repetir o experimento trés
vezes favorece a andlise estatistica
significativa dos resultados. Na tentativa de
representar a realidade do diagnéstico, o
desempenho do método foi avaliado usando
diferentes amostras biologicas (porém
mesma matriz) e diferentes cepas Shope
durante as etapas de repetitividade e
reprodutibilidade, o que pode ter gerado
essa variacdo um pouco maior do que 0,5
Ct entre as replicatas. Além disso, por ser
tratar de uma metodologia de diagnéstico
qualitativo essa pequena variacdo entre 0s
Ct ndo foi considerada significativa, pois ndo
alteraram o resultado final das amostras.
Vale ressaltar que os valores de Ct séo
usados diretamente ou indiretamente para
as andlises quantitativas.
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Tabela 6 - Dados estatisticos gerados a partir dos Cts das amostras com 100 ng de DNA/uL
das reacGes de PCR em tempo real para diagndstico da DA, utilizando os oligonucleotideos

gB-TR-Sense, gB-TR-Antisense e sonda de hibridizacdo VDAgBTagS

Amostra Dados Repetitividade Reprodutibilidade Robustez Termociclador Robustez Master Mix

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 1 Dia 2 Dia 3

1 Média 30,248 28,479 30,033 29,271 28,851 28,507 29,387 28,950 31,500 31,090 30,343 33,054
Desvio padrdo 0,535 0,078 0,169 0,140 0,086 0,134 0,386 0,072 1,000 0,205 0,119 0,279

v 18% 03% 06% 05% 03% 05% 13% 02% 32% 07% 04% 08%
2 Média 29,831 28,237 27,441 29,341 28,776 28,174 28347 28,603 33,447 30,469 30,295 30,278
Desvio padrdo 0,072 0,130 0,032 0,082 0,114 0,037 0649 0,414 0,832 0,278 0,071 0,103

vV 02% 05% 01% 03% 04% 0,1% 23% 14% 25% 09% 02% 03%
3 Média 29,617 28,747 28,182 30,232 28,330 28,727 27,883 28,947 32,820 30,320 30,962 30,808
Desvio padrdo 0,090 0,097 0,227 0,235 0,024 0,109 0,331 0,601 1,746 0,192 0,058 0,064

vV 03% 03% 08% 08% 01% 04% 12% 21% 53% 06% 02% 02%
4 Média 32,664 30,981 30,529 32,107 30,806 30,454 31,043 30,973 32,597 33,037 33,041 32,792
Desvio padrdo 0,733 0,288 0,064 0,224 0,122 0,107 0,917 0,645 1,351 0,182 0,134 0,140

eV 22% 09% 02% 07% 04% 04% 3,0% 21% 41% 06% 04% 04%
5 Média 32,098 31,243 30,664 31,182 31,312 30,524 30,747 30,950 33,440 32,972 33,524 33,294
Desvio padrdo 0,123 0,286 0,120 0,150 0,065 0,475 0,711 0,471 1,812 0,183 0,137 0,115

CV 04% 09% 04% 05% 02% 16% 23% 15% 54% 06% 04% 03%
6 Média 32,104 31,645 31,298 32,932 30,308 30,056 30,887 31,850 32,240 33,677 33,683 33,855
Desvio padrio 0,665 0,024 0,605 0,229 0,073 0,056 0,662 0,699 0,648 0,108 0,305 0,214

eV 21% 01% 19% 07% 02% 02% 21% 22% 20% 03% 09% 0,6%
7 Média 33,316 31,687 31,458 35,324 33,266 31,998 32,540 31,807 34,573 34,285 33,891 33,952
Desvio padrio 0,307 0,163 0,231 0,378 0277 0,116 1,349 0,620 1,684 0,197 0,148 0,218

Vv 09% 05% 07% 11% 08% 04% 41% 19% 49% 06% 04% 0,6%
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Tabela 7 - Dados estatisticos gerados a partir dos Cts das amostras com 200 ng de DNA/ pL
das reacGes de PCR em tempo real para diagndstico da DA, utilizando os oligonucleotideos
gB-TR-Sense, gB-TR-Antisense e sonda de hibridizacdo VDAgBTagS

Repetitividade Reprodutibilidade
Amostra Dados - - - - - -
Dial Dia2 Dia3 Dial Dia 2 Dia 3

1 Média 29,502 28,240 29,132 28,803 26,987 29,632
Desvio padrdo 0,134 0,160 0,057 0,097 0,100 0,135

cv 0,5% 0,6% 0,2% 0,3% 0,4% 0,5%

2 Média 29,887 27,348 27,284 28,618 27,186 29,686
Desvio padrdo 0,085 0,121 0,014 0,040 0,648 0,124

cv 0,3% 0,4% 0,1% 0,1% 2,4% 0,4%

3 Média 28,711 28,279 27,329 28,823 26,389 30,612
Desviopadrdao 0,589 0,241 0,296 0,493 0,082 0,197

cv 2,1% 0,9% 1,1% 1,7% 0,3% 0,6%

4 Média 31,500 30,451 29,554 30,733 28,926 32,497
Desviopadrdao 0,322 0,210 0,351 0,067 0,088 0,178

cv 1,0% 0,7% 1,2% 0,2% 0,3% 0,5%

5 Média 31,561 30,264 29,820 30,635 30,123 31,528
Desviopadrdo 0,078 0,114 0,166 0,190 0,832 0,154

cv 0,2% 0,4% 0,6% 0,6% 2,9% 0,5%

6 Média 32,339 30,601 30,048 30,593 29,501 32,932
Desviopadrdo 0,372 0,209 0,083 0,061 0976 0,281

cv 1,2% 0,7% 0,3% 0,2% 3,3% 0,9%

7 Média 33,057 31,244 31,039 32,800 31,151 35,560
Desviopadrdo 0,241 0,177 0,172 0,505 0,586 0,123

Ccv 0,7% 0,6% 0,6% 1,5% 1,9% 0,3%

Robustez

Na etapa seguinte, a robustez do método
desenvolvido foi avaliada, ou seja, foram
realizados testes de resisténcia a variacdes
intencionais. Assim, as variacdes
consideradas significativas para o método
foram: o termociclador, o Master Mix e o
erro de pipetagem (variacdo do volume da
reacdo). Em relacdo ao termociclador o CV
encontrado foi de 5,5%. A substituicdo do
Master mix obteve um CV de 1%, o que nos
mostra que a troca de equipamento e a
substituicdo do Master Mix ndo alteraram o
desempenho do método. Os resultados
podem ser observados na tabela 6. Em seu
estudo, Allnutt et al. (2010), também
demonstrou a robustez de um método de
diagnéstico ao testar diferentes modelos de
termocicladores. Uma variacdo significativa
para amostras biolégicas deve apresentar
um CV maior que 15% (Sampaio, 2010). A

variacdo de 1 yL a menos demonstrou nao
interferir na PCR, ou seja, a variacdo de 1
ML no volume ndo alteraram os resultados
das amostras analisadas. Ja a variacdo de
1 pL a mais no mix de reacgéo, sugeriu que
um aumento no volume final da reacdo
poderia gerar um aumento da sensibilidade
analitica. Porém, novos testes seriam
necessarios para verificar se esse aumento
traria beneficios ao ensaio, uma vez que
com o aumento o volume final da reacéo,
aumentaria também o custo da reacéo.

Interlaboratorial

Segundo a OIE, a reprodutibilidade
interlaboratorial € um importante parametro
de precisdo do ensaio. Ja foi demonstrada,
em um estudo interlaboratorial, a variagdo
significativa no desempenho do
termociclador no resultado do diagnostico
obtido por PCR (Saunders et al.,, 2001).
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Entéo, foi realizado um estudo
interlaboratorial no Laboratério de Rotina de
Virologia Animal que obteve 100% de
concordancia na sensibilidade diagnoéstica
(trinta amostras positivas) e 100% de
concordancia na especificidade (trinta
amostras negativas). A alta robustez de um
método é uma boa indicacdo de uma alta
reprodutibilidade interlaboratorial.

Diagnostico da DA

O diagndstico da DA tem como referéncia o
isolamento viral (OIE, 2009). A
desvantagem dessa técnica €é a
necessidade do cultivo de células de
linhagem continua e o fato de precisar do
virus ainda ativo. Ja os testes imunoldgicos,
estdo sujeitos a resultados falso-negativos
quando os animais ainda estdo na fase
aguda da infeccao ou quando ocorre queda
do titulo de anticorpos na infeccéo latente
(McCaw et al, 1997). As técnicas
soroldgicas apresentam a desvantagem de
depender da soroconversdo do animal
(Kinke et al., 1997). A PCR em tempo real é
uma importante ferramenta que pode ser
usada como diagnéstico da DA. A deteccao
do virus, no estado latente ou replicativo,
pela PCR, é uma ferramenta importante no
controle da doenca (Yoon et al.,, 2006).
Devido a realizagdo das etapas de
amplificacdo dos 4&cidos nucleicos e
deteccdo do produto amplificado no interior
de um Unico tubo durante a PCR em tempo
real traz inGOmeras vantagens como
ferramenta de pesquisa e diagndstico.
Dentre elas, podemos citar: reducdo do
risco de contaminacdo cruzada, curto tempo
necessario para a realizacdo da técnica,
permite rapidos resultados, além de
apresentar execucao simples associada a
excelente sensibilidade e especificidade.

5. CONCLUSAO

1. A PCR em tempo real desenvolvida e
validada neste estudo, com os
iniciadores e sonda para o0 gene
codificante da gB, é uma técnica que
pode ser usada como ferramenta para
auxiliar no diagnoéstico da DA no Brasil.

2. O método desenvolvido e validado
demonstrou ser sensivel e robusto o
qgue é importante para um método de
diagnéstico. Apesar das quimicas
SybrGreen e Plexor apresentarem um
menor custo por reagdo, para este
experimento, as sensibilidades analitica
e diagndstica foram inferiores
comparadas a sonda de hibridizacéo.

3. Apesar da maior sensibilidade
encontrada neste trabalho com a
utilizacdo da sonda de hibridizacdo, os
demais sistemas testados também
podem ser usados como metodologia
de diagnostico para a DA.
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