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Resumo

O virus da Diarreia Viral Bovina (Bovine viral diarrhea virus - BVDV) apresenta
distribuicdo cosmopolita. A prevaléncia da doenca esta diretamente associada
com a presenca de animais persistentemente infectados, que séo o ponto
chave na epidemiologia da doenca, além da transmissao via sémen, fomites e
transferéncia de embrides. O codigo sanitario para os animais terrestres
instituido pela Organizagdo Mundial de Saude Animal (OIE) preconiza a
testagem de agentes virais com circulagdo no gado bovino, incluindo o BVDV.
Embora seja feita a exigéncia da testagem dos touros utilizados em
inseminagdo artificial ou monta natural, o teste no sémen ainda nao é
preconizado e necessita ser desenvolvido para triagem de amostras clinicas.
Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um sistema de
diagnéstico por PCR, utilizando a regido 5’UTR, para a deteccdo dos virus
BVDV-1 e BVDV-2 em sémen bovino. Foi realizada a inoculacdo de isolados
virais citopatogénicos (amostras NADL e SV253) e nao citopatogénicos
(amostra NY-1) em cultura de células MDBK para amplificagéo e titulagao viral.
Uma amostra sémen foi infectada experimentalmente com o virus para
posterior extracao do RNA e amplificacao por RT-PCR a partir de iniciadores e
protocolos especificos. Obteve-se a amplificagcdao do fragmento de tamanho
molecular esperado (157pb-BVDV1; 160pb-BVDV-2) para os trés virus
testados, assim como, na infecgdo experimental do sémen. Estes resultados
demonstram que o teste desenvolvido pode ser utilizado para a triagem de

sémen bovino.

Palavras chaves: BVDV-1, BVDV-2, RT-PCR, 5'UTR, sémen de bovino.
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1. Introducao

O virus da Diarréia viral bovina (Bovine viral diarrhea virus - BVDV) € um dos
principais patégenos relacionado a perdas econbmicas significativas para a
pecuaria bovina em todo o mundo. Esta associado a multiplas manifestacdes
clinicas incluindo doenga gastrointestinal, falhas reprodutivas, doenga das
mucosas ( Mucose disease - MD) e indugao de infec¢des persistentes. Animais
persistentemente infectados (Pl) sdo os reservatérios do virus e potenciais
disseminadores da infeccao As vias de eliminagao do virus sao as excregdes e
as secregdes corporais, como fezes, urina, leite, sémen, saliva, lagrima,
secre¢cdes nasais e uterinas, além do sangue e da placenta. A transmisséo do
BVDV ocorre principalmente pelo contato direto. FEmeas Pl transmitem o virus
para sua descendéncia. O contato indireto também ¢é importante na
transmissdo do BVDV, que pode ser realizado por meio de fdbmites como luvas
para palpacao retal, agulhas, formigas para contencéao, utensilios, comedouros

para alimentacdo e medicamentos contaminados.

Estudos recentes tém demonstrado que a infeccdao pelo BVDV esta
amplamente difundida no rebanho bovino do Brasil e que as amostras
brasileiras do virus apresentam variabilidade antigénica marcante. As
estratégias de controle do virus incluem o emprego de vacinagéo, diagnostico
de animais PIl, sua remoc¢do e a avaliagdo de novos animais a serem

introduzidos nos rebanhos.

O BVDV tem sido reconhecido ndo somente como patégeno veterinario, mas
também como contaminante comum de soro fetal bovino, de cultivos celulares

e vacinas.

Com base na replicagdo em cultura de células, este agente apresenta dois
biotipos, um citopatogénico (CP) e outro ndo citopatogénico (NCP). Este ultimo
nao causa alteragdes morfologicas visiveis em cultivo celular e, para a sua

deteccao sdo necessarios testes adicionais.

Varios testes diagndsticos tém sido utilizados para a deteccdo do virus.
Dentre eles, o isolamento viral, o ELISA e a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Dentreos testes moleculares, a PCR constitui-se como uma importante

ferramenta de diagndéstico, por apresentar alta sensibilidade e especificidade,
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sendo capaz de detectar o agente infeccioso e o diferenciar dos demais.
Devido a isso, pode ser aplicada a uma rotina de laboratério para analise de
amostras individuais para monitoramento de animais Pl ou em animais com
infeccbes primarias agudas, em que a producdo de anticorpos ainda nao
alcangou um limite detectavel, tornando-se bastante util. A PCR tem sido
utilizada também, para monitorar estes cultivos e soro fetal bofino (SFB),
devido a caracteristica do biotipo NCP do virus de contaminar cultivos
celulares. sem causar danos visiveis a cultura, O genoma viral é constituido de
uma fita de RNA simples, polaridade positiva, flanqueado por duas regides
altamente conservadas dentro do género Pestivirus: as regides 5UTR (n&o
traduzida; untranslated) e 3’'UTR. A regido 5UTR é uma regido comumente
utilizada para detecgao e caracterizagdo do virus, além de ser util em analises
filogenéticas. Este trabalho teve como objetivo a padronizagdo de um ensaio de
PCR utilizando uma regido altamente conservada (5’UTR) do genoma dos

Pestivirus para a detec¢cao de BVDV-1 e BVDV-2 em sémen de bovino.
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2. Justificativa

O virus da Diarreia viral bovina é um dos principais patégenos de bovinos e
causa perdas econOmicas significativas para a pecuaria bovina mundial. O
principal impacto esta relacionado a perdas reprodutivas e de producido. No
geral a prevaléncia de anticorpos varia entre 70-80% nos animais testados em
todo o mundo. Nos paises livres de Febre Aftosa, o BVDV é considerado o
agente viral mais importante de bovinos e tem sido alvo de numerosos estudos

e de programas de controle e erradicagcao durante décadas.

O BVDV esta associado a multiplas manifestagdes clinicas incluindo diarréia
aguda, doenga das mucosas e diarréia crénica. Em fémeas prenhes a doenca
aguda leva ao abortamento, mumificacdo fetal, natimortos, anomalias

congénitas e ao nascimento de crias fracas.

A importancia do desenvolvimento de testes moleculares rapidos e
especificos para o diagndstico de rotina de agentes virais bovinos é ressaltada
pelos numeros da pecuaria nacional: o Brasil atingiu 207 milhdes de cabecas
em 2005 e a exportacdo de produtos e subprodutos atingiu a marca de

aproximadamente 2.520.000 mil, segundo dados do IBGE.

O sémen, que tem um alto valor zootécnico, € considerado uma amostra
clinica de alta importancia pela possibilidade de veicular diversos agentes
infecciosos, dentre estes, os virus. Estudos apontam o sémen utilizado em
inseminacao artificial como sendo uma fonte plausivel de infecgcao de BVDV. A
Associacao Brasileira de Inseminacéo Artificial (ASBIA) relatou um crescimento
de 30% na comercializagcdo do sémen bovino nos ultimos cinco anos, sendo
que em 2009 a venda de doses de sémen, tanto de genética importada quanto
nacional, atingiu a marca dos 10 milhdes no Brasil. Embora estes numeros
significativos do comércio de sémen cheguem em torno de 90%, grande parte
da reproducao bovina nacional é baseada na monta natural, e, para esta, a

avaliacdo do sémen tem a mesma importancia.

De acordo com a instrugdo normativa sda n° 48, de 17 de junho de 2003 do
Departamento de Saude Animal, somente podera ser distribuido no Brasil o
sémen bovino ou bubalino coletado em Centros de Coleta e Processamento de

Sémen (CCPS) registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
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Abastecimento (MAPA) que cumprirem os requisitos sanitarios minimos para a
producdo e comercializacdo de sémen no pais. Um desses requisitos € a
avaliagao do sémen para algumas doengas, dentre elas a Diarreia viral bovina.
Dentre os testes preconizados para a avaliacdo de sémen esta o isolamento
viral, mas a reagdo em cadeia da polimerase € indicada pela OIE para a
deteccao tanto do BVDV quanto do BTV (Blue tongue virus) e BoHV-1 (Bovine
Herpesvirus 1) na avaliagdo de outras amostras clinicas. Porém, relatos tém
demonstrado que o sémen “in natura” apresenta limitagdo para o isolamento
viral devido a suas atividades citotoxicas para culturas. Desta forma, o
desenvolvimento e padronizacdo de uma PCR para a detec¢cdo do BVDV no
sémen, favorecera os programas de controle, aumentando a especificidade e

sensibilidade de detecgao.
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3. Referencial Tedrico

3.1. Caracteristicas biolégicas do BVDV

Os Pestivirus sdo um grupo de virus de importancia econdbmica mundial que
infectam bovinos, suinos, ovinos e caprinos, podendo desencadear nestes
animais diferentes patologias. O BVDV pertence a familia Flaviviridae, género
Pestivirus, que abriga outros dois virus antigenicamente relacionados: o virus
da Peste suina classica (Classical swine fever virus, CSFV) e o virus da

Doenca das fronteiras, (Border disease virus, BDV) (Heinz et al., 2000).

A particula do BVDV possui 40-60 nm de didmetro, e contém um
nucleocapsideo esférico de simetria icosaédrica envolto por um envelope
lipoprotéico (figura 1). O genoma é composto por uma molécula de RNA linear,
fita simples, senso positivo, com aproximadamente 12,5 kilobases (Potgieter et
al., 2004)

lipidios

capsideo envelope

Figura 1. Representacido esquematica do virus da Diarréia viral bovina (Fonte: Noiva,
2010).
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Apresenta uma fase aberta de leitura (ORF) que codifica uma poliproteina de
aproximadamente 4000 aminoacidos, flanqueada por duas regides néao
traduzidas, 5UTR e 3’'UTR (Potgieter, 2004). A regido 5 UTR contém
estruturas secundarias necessarias para o inicio da traducdo do genoma viral,
sendo altamente conservada. A poliproteina € clivada durante ou apds a
traducédo por proteases celulares ou virais, apresentando a seguinte ordem: N-
terminal autoprotease (Npro), proteina do capsideo (C), proteinas do envelope
(Ermns, E1 e E2), p7, e proteinas ndo-estruturais (NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A, e NS5B) (Figura 2) (Belak, 2007).

Npro C Ems E1 p7 NS2 4A 4B NSSA NS5B

— O

Figura 2. Mapa estrutural do genoma do virus da Diarreia Bovina Viral (Fonte: Murray
et al., 2008).

O primeiro tergo da janela aberta de leitura codifica a protease viral Npro e
as proteinas estruturais C, Erns, E1, E2. Os dois tergos restantes codificam a
proteina p7 e as proteinas nao-estruturais NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, e
NS5B (Goens, 2002; Potgieter, 2004).

As quatro proteinas estruturais C, Erns, E1 e E2 combinam-se com o RNA
gendmico e com o envelope para formar o virion. A proteina C, do capsideo é
obtida a partir da poliproteina primaria apos clivagens enzimaticas induzidas
pela Npro. As préximas clivagens serdo realizadas no reticulo endoplasmatico
da célula hospedeira por enzimas celulares que irdo separar a proteina C da
proteina Erns e dar continuidade ao seu processamento. A proteina resultante
nao apresenta uma estrutura secundaria significativa e possui um elevado
numero de residuos envolvidos em interagdes de baixa afinidade com o RNA.
Acredita-se que esta ligagcao de baixa afinidade com o RNA permitira que o
genoma viral seja liberado e cedido para a tradugdo, apdés a entrada numa
nova célula hospedeira (Murray et al., 2008). A glicoproteina do envelope Erns,

apresenta atividade RNAse intrinseca, sendo encontrada apenas associada ao
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virion. Esta glicoproteina participa do processo de adesdo do virus a célula,
ligando-se a glicosaminoglicanos. A proteina estrutural E1 € uma glicoproteina
transmembrana, que forma heterodimeros com E2, a principal glicoproteina do
envelope viral. Adicionalmente, encontra-se envolvida na adesao viral, ligando-

se a proteinas de membrana (Potgieter, 2004).

Dentre as proteinas nao estruturais pode-se citar a p7, uma pequena
proteina que, apesar de nao integrar o virion, € essencial para a sua
montagem. A producao de particulas infecciosas requer agées pouco definidas
das proteinas nao-estruturais p7 e NS2 (Murray et al., 2008). A proteina nao-
estrutural NS2 € uma proteina hidrofébica que s6 é funcional sob a forma do
seu precursor, desempenhando um papel crucial, mas indefinido, na produgao
de virions infectantes (Lackner et al., 2005). NS3 é uma proteina hidrofilica que
possui, pelo menos, trés atividades enzimaticas: helicase, NTPase e a
atividade serino-protease da sua proteina precursora, NS2-3 (Potgieter, 2004).
Juntamente com o seu co-factor, a proteina ndo-estrutural NS4A, a NS3 realiza
o restante do processamento das proteinas nao-estruturais. A proteina NS4B
encontra-se implicada na atenuacéo da citopatogenicidade do BVDVA proteina
nao-estrutural NS5A é uma fosfoproteina que se encontra fortemente
associada a uma ou mais cinases celulares. A proteina NS5B é uma RNA-
polimerase dependente de RNA, que compde um complexo de replicacio
responsavel pela replicacdo viral, que inclui quatro outras proteinas nao-

estruturais, entre as quais a NS3 (Murray et al., 2008).

O BVDV pode ser agrupado em dois gendtipos (BVDV-1 e BVDV-2), cada
um com varios subgendtipos. Atualmente, encontram-se identificados, pelo
menos, 15 subgendtipos do BVDV-1 (1a a 10) e 4 subgendtipos do BVDV-2 (2a
a 2d) (Xue et al., 2008). A tipificacao filogenética dos isolados desse virus &
geralmente feita por comparagdo de sequéncias de bases correspondentes a
regiao 5’UTR e as regides codificadoras de Npro e E2, consideradas as regides

génicas mais conservadas do genoma viral (Hornberg et al., 2009).

Ambos os gendtipos podem apresentar diferentes biotipos: o citopatogénico
(CP) e o nao citopatogénico (NCP), que possuem viruléncia variada. Essa
diferenciacao foi realizada de acordo com a capacidade destes de induzir morte

celular em cultura de células ou n&o induzir efeito citopatico (Perterhans et al.,



16

2010). A replicagado dos biotipos NCP né&o induz alteragbes relacionadas ao
virus, como alteracdo na morfologia e viabilidade celular, enquanto que os
biotipos CP causam vacuolizagdo e morte da célula infectada (Bolin e Grooms,
2004). Ambos os biotipos podem causar infecgdes agudas, mas apenas o virus
NCP é capaz de estabelecer infeccbes persistentes (pela propriedade de
atravessar a barreira hemato-placentaria), responsaveis pela manutengao do
BVDV nas populagdes. O biotipo classico e mais prevalente na natureza é NCP
(Bolin e Grooms, 2004), além de ser mais virulento e certamente o causador de
manifestacées clinicas mais severas (Peterhans et al., 2010). Um passo
decisivo no entendimento dos biotipos existentes foi a descoberta de que o
precursor p125 esta presente tanto em amostras NCP quanto nas CP; porém,
somente nas CP a p125 é clivada em p54 e p80. A proteina p80 é
imunodominante, induzindo forte resposta imunolégica em todos os animais
infectados com amostras CP. A proteina p54 é uma das menos conservadas e
a p80 uma das mais conservadas entre as amostras conhecidas de Pestivirus.
Em amostras CP, a regiao codificante de p54 possui insercao de sequéncias
das células hospedeiras, sugerindo que esta regido estd sujeita a

recombinagao genética com material genético nao viral (Bolin e Grooms, 2004).

Em comparacao com os virus DNA, os virus RNA sao altamente mutaveis.
Os virus RNA que apresentam senso positivo, como o BVDV, estao sujeitos a
modificagdes genbmicas que envolvem mutagdes pontuais ou recombinagao
do RNA viral. As muta¢des pontuais sdo extremamente comuns, uma vez que
as polimerases virais sao incapazes de detectar ou reparar os erros ocorridos
durante a replicagdo, como acontece nos virus DNA (Goens, 2002). Assim, a
cada ciclo de replicacdo geram-se mutantes. No caso do BVDV, a
recombinacao nao tende a criar novos genotipos, e sim biotipos virais (Bolin e
Grooms, 2004)

3.2. Aspectos epidemiolégicos

Os Pestivirus infectam principalmente animais biungulados (ordem
Artiodactyla). Os biungulados sao bastante diversificados e incluem animais
domésticos como bovinos, ovinos e camelideos do velho e novo mundo; e,

animais selvagens como os antilopes e veados (Peterhans et al., 2010). A
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infeccéo pelo BVDV é endémica nas populagdes de gado bovino, na maioria
dos paises. Em alguns paises europeus € considerada a infec¢ao viral mais
importante do gado (Radostits et al.,2007).

O BVDV apresenta distribuicdo mundial e a prevaléncia de anticorpos chega
a 70 a 80% nos animais testados. Em rebanho na América do Norte e em
alguns paises europeus este numero esta préximo de 80%. Em paises que séo
livres do virus da Febre Aftosa, o BVDV é considerado o agente viral mais
importante de bovinos e tem sido alvo de numerosos estudos e de programas

de controle e erradicacéo durante décadas (Flores et al., 2005).

Cerca de 60% dos animais em regides onde o BVDV é endémico e nao
influenciado por medidas de controle sao transitoriamente infectados em algum
momento de suas vidas. Estes animais podem sofrer de diarreia ou doenca
respiratoria, sintomas generalizados ou, entdo, infeccdo subclinica. Apds a
soroconversao, 0os animais tornam-se protegidos contra a reinfecgéo por toda a
vida (Bachofen et al., 2010).

No Brasil, diferentes relatos clinicos demonstram a presenca da infeccio a
partir da década de 60 (Correa, 1968). Desde entdo, com base em estudos
sorolégicos relata-se que o BVDV se apresenta disseminado no gado brasileiro
(Flores et al., 2000). Atualmente, ha grande dificuldade em relatar a situagao
epidemiolégica desse agente, devido a énfase dada ao virus da Febre Aftosa
durante muitos anos, a falta de técnicos treinados e a auséncia de reagentes
apropriados para o diagnostico da infeccao. Podendo, ainda, ocorrer uma
subnotificacdo dos casos, principalmente os subclinicos. Outro desafio esta
relacionado a dificuldade de se avaliar o impacto econdmico da infeccdo pelo
BVDV apenas com base em relatérios clinicos de surtos da doenca, devido as
diversas variagbes como por exemplo no manejo de cada rebanho (Botton et
al., 1998).

Nos estudos de prevaléncia de BVDV no Brasil, em tipos de criacbes e
regides geograficas distintas foram encontrados resultados similares de
prevaléncia de rebanho para enfermidade que variaram de 40% a 90% (Canal
et al., 1996, Poletto et al., 2004., Thompsom et al., 2006, Quincozes et al.,
2007).
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Um estudo realizado em 2009 na regido de Uberaba determinou uma
prevaléncia de 71,42% para BVDV nas 126 vacas avaliadas (Mendes et al.,
2009). No mesmo ano, Stott e colaboradores demostraram que a propagagao
do virus dentro de um rebanho é influenciada por praticas de gestéo e re-
introducdo de novos animais no rebanho. Esses fatores devem ser
considerados para a avaliacdo econbmica e estratégias, pois podem ter um

impacto na disseminagao do BVDV (Viet et al., 2010).

Em 2010, Brito e colaboradores examinaram amostras de soro de 3.533
bovinos procedentes de 232 municipios do estado de Goias e encontraram
uma soroprevaléncia de 64% em 784 amostras de soro e de 88,3% nas
propriedades. Dos municipios estudados, 226 (97,4%) apresentaram, pelo
menos, um animal soropositivo por rebanho (Brito et al., 2010). Ainda em 2010,
Dias e colaboradores testaram 1.925 amostras de soro sanguineo obtidas de
rebanhos bovinos naturalmente infectados e ndo vacinados contra o BVDV,
provenientes dos Estados de Sao Paulo e Minas Gerais. Ficou demonstrada a
ocorréncia da infec¢ao pelos diferentes gendétipos do virus, confirmando assim,

a circulagdo de ambos os gendtipos nos rebanhos brasileiros.

3.2.1. Formas de transmissao

O BVDV pode ser transmitido a partir de animais infectados para os
susceptiveis por varias vias: contato direto entre os animais ou indireto com
secregdes, excregdes, feto abortado, placenta, agulhas, material cirargico
contaminado, luvas de palpacdo e por sémen contaminado. Em relacdo a
transmissao via sémen, ocorre por meio da monta natural e da inseminagao
artificial (Carter, 2004). Além disso, a infec¢ao transplacentaria é frequente e
leva o nascimento de animais Pl (Figura 3) ou imunotolerantes (IT), que
constituem a principal fonte de disseminagéo do virus pelo fato de o excretarem
no ambiente ao longo de toda a vida. Os animais que se tornam infectados

também excretam o virus na fase aguda da doencga (Flores et al., 2005).

Como o BVDV pode ser transmitido via sémen, € necessaria a avaliagao e
triagem deste material clinico para evitar que novos animais sejam infectados

(Fray et al., 2000). Nao somente 0 sémen como outros produtos biologicos
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criopreservados, como os embrides, constituem uma importante fonte de
transmissao do virus (Fray et al., 2000). O BVDV ¢ eliminado no sémen, tanto
de touros Pl (10" TCIDs¢/ml) como de touros Tl (5 a 75 TCIDso/ml) O virus
sobrevive ao processo de criopreservacado do sémen, podendo ser transmitido
a fémeas soronegativas por inseminacao artificial (Noiva, 2010). A dose
infectante minima determinada para esta via de transmissdo é de 25-50
TCIDso/ml (Bielanski et al., 2009). O BVDV também pode estar presente no
leite utilizado nos diluidores de sémen a base de leite. Todavia, o tratamento
térmico apropriado deste leite elimina o risco de transmissao do virus (Noiva,
2010).

Os animais Pl tem um papel chave na transmissao e manuteng¢ao do virus
por serem a principal fonte de transmissdo do BVDV. Estes disseminam o virus
ao longo de toda a vida em elevadas quantidades em secre¢des nasais, leite,
lagrima, urina, fezes e sémen. A disseminacao do virus praticamente para
guando estes sdo removidos, 0 que torna possivel a erradicagdo do BVDV do
rebanho sem que seja necessario adotar medidas especiais para verificar se os
animais com infecgdes transitérias ainda estdo propagando o virus (Lindberge
Houe, 2005).

Por fim, a presenca do virus da diarréia viral bovina em subprodutos de
origem animal, como o soro fetal de bovino (SFB), e a utilizagdo destes
produtos para a produc¢do de vacinas vivas, proporciona vias adicionais para a
disseminagédo do virus entre os rebanhos. Os produtos biolégicos (vacinas,
embrides e sémen) contaminados com o BVDV apresentam um enorme
potencial para transmitir o virus, ndo sé entre rebanhos vizinhos, como entre
regides, paises e continentes. As vacinas ou sémen de um unico lote/touro
poderdo ser utilizados em varios animais, de diversos rebanhos, com graves

consequéncias (Lindberg e Houe, 2005).
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{(Mais de 90%) (Menos de 10%)

Fémea prenhe suscptivel {no-Pl} infectada com BVDV ~ Fémea persistentemente infectada
com aproximadamente 1-4 meses de gestagio. (P1) que ficou prenhe.

g ',

BVDV de uma
fonte qualquer

N 7

BVDV persistentemente infectado (P1)
nascimento do bezerro

Gado PI

Figura 3. Vias de nascimento de animal Pl. (Fonte: Adaptado de Alliance Nutrition
Beff, 2005).

3.3. Fisiopatologia

O BVDV apresenta um amplo tropismo tecidual, possuindo uma maior
afinidade por tipos celulares do sistema imune como os linfécitos e células
apresentadoras de antigenos. Devido a permissividade destas células pode
causar alteragbes como: leucopenia, neutropenia e trombocitopenia (Rhodes et
al., 1999).

A adesado do virus as células-alvo envolve a interacdo das glicoproteinas
Erns e E2 com glicosaminoglicanos (ex. sulfato de heparano) e proteinas de
membrana, respectivamente. Os receptores celulares do BVDV incluem o
CD46 e o receptor de lipoproteinas de baixa densidade (LDL-R) (Krey et al.,
2006). A funcdo das células apresentadoras de antigeno e a produgédo de

interferon (IFN) sao particularmente afetadas (Noiva, 2010).
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A glicoproteina estrutural E2 é o componente mais imunogénico do BVDV,
induzindo a sintese de anticorpos neutralizantes. O virus apresenta, também,

tropismo para o ovario, testiculo e sistema nervoso central (Noiva, 2010).

Clinicamente, a infeccédo pelo BVDV tem sido associada a uma ampla
variedade de manifestacdes clinicas variando desde infeccbes assintomaticas,
sinais leves até doenca aguda fatal. A influéncia que o BVDV exerce sobre a
reproducdo e a fertilidade torna-se evidente, mesmo antes da concepcao
(Grooms, 2004). Nos machos, a infeccdo aguda pelo BVDV da origem a
orquites crbnicas, que podem durar, pelo menos, 2,75 anos, periodo durante o
qual o virus é eliminado no sémen, podendo ser transmitido a fémeas
soronegativas durante a monta natural ou por inseminacéao artificial (Givens et
al., 2009; Marley et al., 2009). Os machos PI eliminam, da mesma forma, o

virus no sémen (Houe, 1992).

Apéds a implantagao, a infec¢ao transplacentaria do feto pode levar de um a
cinco consequéncias (Figura 4): aborto, desenvolvimento de imunotolerancia
ao virus, malformagdes congénitas, nascimento de animais soropositivos
saudaveis, e nascimento de animais doentes soropositivos (Bolin e Grooms,
2004).

Os fetos que sobrevivem a infecgdo com o virus néo citopatogénico, entre os
18 e 125 dias de gestagcdo, tornam-se, invaridvel e especificamente,
imunotolerantes a variante viral a que foram expostos, convertendo-se em
animais persistentemente infectados pelo Virus da diarréia viral bovina (Bolin e
Grooms, 2004). Ao contrario do biotipo ndo citopatogénico, o virus
citopatogénico ndo possui a capacidade de estabelecer infeccao persistente
apdés exposicdo durante o periodo critico para o desenvolvimento de
imunotolerancia (Fray et al., 2000). O mecanismo exato pelo qual se
estabelece a imunotolerancia ao virus ndo esta totalmente elucidado, mas
sabe-se que a circulagdo do virus durante o periodo da gestagdo em que o
sistema imune se desenvolve (90 a 120 dias de gestagao) &€ um pré-requisito
para o estabelecimento da persisténcia (Bolin e Grooms, 2004). A estratégia de
burlar o sistema imune adaptativo através do estabelecimento de tolerancia é
pouco comum e permite que o virus seja extremamente bem-sucedido, sem

que tenha que empregar estratégias de evasdo habitualmente observadas em
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outras infeccdes virais persistentes de animais imunocompetentes. Estes
bezerros geralmente sdo soronegativos para o virus, podendo ser clinicamente
normais, e excretam o virus continuamente em grandes quantidades em
secregdes e excregdes (Brownlie, 1990). Devido a isso, sdo considerados o
ponto-chave da epidemiologia da infeccdo e a sua identificacdo e remocgéo
constitui etapas essenciais para o controle ou erradicacdo do BVDV dos
rebanhos (Flores et al., 2005).

0 1 2 3 4 5 6 7 8 8

Figura 4. Possiveis consequéncias da infeccao pelo virus da Diarréia Bovina Viral
sobre a reprodugdo (adaptado de Grooms, 2004).

MEP: morte/ perda embrionaria

A supressao, parcial ou total, da producédo de IFN em resposta a infecgao
pelo virus nao citopatico pode permitir que as proteinas virais sejam
reconhecidas como antigenos proéprios, o que resulta na rejeicao e destruicao
de linfécitos B e T anti-BVDV, durante a criagdo do sistema imunitario
adaptativo (Noiva, 2010). Assim sendo, os animais persistentemente infectados
ndo apresentam quaisquer anticorpos, sendo estes neutralizantes ou néo,
contra o virus persistente. Isto ndo impede, contudo, que um animal PI

apresente anticorpos anti-BVDV (Grooms, 2004).
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A doenga das mucosas € uma manifestagdo clinica rara fatal que atinge
animais que se tornaram persistentemente infectados. A doencga ira ocorrer
quando o animal é exposto a um virus antigenicamente diferente daquele em
que teve contato no periodo fetal. Estes dois virus sdo antigenicamente
idénticos e constituem um “par viral” (Carter, 2004; Potgieter, 2004). Quando a
mutac¢do ocorre num animal Pl com BVDV néo-citopatico, a populacio de virus
mutados (citopaticos) expande-se, e ambos os biotipos passam a coexistir no
hospedeiro (Goens, 2002).

Os fatores que influenciam o curso da doenga das mucosas nao sao
conhecidos e ndo se encontra estabelecida uma relacdo entre o periodo de
incubacao da doenca e a duragao dos sinais clinicos. O animal ira desenvolver
um quadro sintomatico com febre, diarréia, depressao, anorexia, emaciagao e
desidratacao, acidose e diminui¢gao na producgao leiteira. O nome da doenca é
caracteristico das erosdes nos labios, gengivas, lingua, palato, rebordo
dentario e comissuras labiais, que apds a convalescencga se tornam necraoticas.
Acrescida a este quadro ocorre uma diarréia profusa apds o aparecimento dos
sinais clinicos, podendo ou nao ser sanguinolenta. Ha um efeito necrosante em
todo o trato gastroentérico, 6rgéos linféides e pele (Potgieter, 2004; Radostits
et al., 2007).

Setenta a 90% dos animais imunocompetentes infectados pelo BVDV néo
desenvolvem sinais clinicos classicos da doenca. Um exame clinico minucioso
destes animais pode revelar leucopenia, pirexia ligeira e, em algumas vacas,
queda da producdo leiteira. Alguns animais podem ainda apresentar

inapeténcia e diarréia (Radostits et al., 2007).

O termo “Diarréia viral bovina” aplica-se aos casos de infecgao primaria em
gue os animais exibem sinais clinicos evidentes. A doenca apresenta surtos de
diarréia aquosa de gravidade variavel, que normalmente envolvem animais de
rebanhos susceptiveis, entre os 6 € os 12 meses de idade. A morbidade varia
entre os 30 e os 90%, enquanto a mortalidade €&, geralmente, inferior a 8%
(Potgieter, 2004).

A infecgcdo embrionaria/fetal pelo BVDV tende a refletir-se nos parametros

reprodutivos das fémeas (Carter, 2004; Radostits et al., 2007). As taxas de
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aborto geralmente variam entre os 2 e os 7%, podendo atingir os 27%
(Potgieter, 2004).

3.4. Diagnéstico

Embora a infecgao pelo BVDV possa apresentar sinais clinicos, estes podem
ser confundidos com os cousados por outras doengas, 0 que torna mais
necessaria a investigagao laboratorial. Os exames laboratoriais sdo essenciais
e devem ainda ser utilizados de forma planejada e complementar para
fornecerem uma informacgao util sobre o agente (Sandivik, 2005). Os exames
variam de acordo com sua modalidade que este possa ser inserido: isolamento
do virus, deteccdo do antigeno viral, detecgdo de RNA viral e detecgao de
anticorpos. Como em qualquer diagnéstico, o clinico nunca deve depender de
um unico teste para obter a resposta correta em todos os casos. A utilizagao de
multiplos testes em varias amostras € sempre a melhor abordagem (Salik,
2004).

3.4.1. Isolamento viral

Historicamente, o isolamento viral em cultura de células de bovinos tem sido
utilizado como padrao ouro em comparacdo com os outros testes disponiveis
(Ridpath, 2010). Porém, este exige uma estrutura fisica laboratérial mais

complexa para diagndésticos de rotina (Rocca, 2009).

O BVDV pode replicar-se em diferentes tipos de cultivos celulares. Entre os
mais sensiveis cultivos celulares estdo as culturas de rim bovino primario,
tendo como suplemento o soro fetal bovino livre de BVDV e anticorpos
especificos (Sandvik, 1999).

As amostras citopatogénicas causam alteracbes celulares caracteristicas,
qgue sao visiveis apos cerca de 48 horas de incubacao (Radostits et al., 2007).

Setenta a 90% dos isolados de BVDV pertencem ao biotipo nao citopatogénico
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necessitando de um segundo teste para detecg¢ao do virus (Carter, 2004; Saliki
e Dubovi, 2004).

Os anticorpos maternos levam a diminuicdo da viremia, interferindo com o
isolamento do virus e dando origem a resultados falso negativos. Outras
desvantagens do isolamento viral relacionam-se com os seus custos e com a
necessidade de re-testagem dos positivos apos 3 ou 4 semanas, para distingao

entre animais Pl e Tl (Larson et al., 2005).

No animal vivo, a melhor amostra para isolamento do BVDV é o sangue
total. Podem ser utilizadas também a camada leucocitaria ou soro/plasma. Para
testagem de um grande numero de animais, as culturas de células s&o
inoculadas com soro/plasma dos animais e utiliza-se com recurso as técnicas
de PCR ou da imunoperoxidase (Saliki e Dubovi, 2004).

3.4.2. Detecgao de antigeno

Apesar de muito precisas na detecgao de animais P, as técnicas de ELISA e
imunoperoxidase nao sao sensiveis para o diagnostico de infecgdes agudas. A
maior limitagcdo destas técnicas na deteccdo de animais Pl é o fato de néao
poderem ser aplicadas em animais com menos de 3 meses (Saliki e Dubovi,
2004). A producéao de anticorpos neutralizantes por estes animais, apds contato
com isolados antigenicamente diferentes, pode igualmente causar oscilagdes

da viremia e interferir com a técnica.

A detecgao direta do antigeno viral em amostras suspeitas € mais rapida e
econdbmica que o isolamento viral. Atualmente, encontram-se disponiveis dois
tipos de técnicas diretas: ensaio de ELISA para captura de antigeno (AgELISA)
e técnicas de imunomarcacao de tecidos frescos ou fixados em formol (Saliki e
Dubovi, 2004).

A técnica de imunohistoquimica (IHQ) para deteccdo do BVDV recorre a
anticorpos poli- ou monoclonais para detectar uma ou varias proteinas virais
numa variedade de tecidos e orgdos, congelados ou fixados em formol,

podendo ser usada no diagnostico de infecgdes agudas e persistentes, em
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animais de qualquer idade. A imunohistoquimica pode ser usada como um
meio de confirmar a infeccdo pelo BVDV na auséncia de isolamento viral,
sendo util na investigacéo de surtos de doengas do trato entérico, respiratério e
reprodutivo (Radostits et al., 2007). A sensibilidade e especificidade desta
técnica variam entre os 97 e os 100%, sendo necessario testar os animais
apenas uma vez (Noiva, 2010). A imunohistoquimica apresenta como principais
desvantagens o intenso trabalho laboratorial de preparacéo, processamento e
andlise das amostras, e o fato da interpretacao dos resultados se basearem em

critérios subjetivos (Cornish et al., 2005).

A deteccgao do antigeno do BVDV, pela de imunofluorescéncia, em amostras
de tecido congelado, também pode ser utilizada como método de diagndstico.
A sensibilidade desta técnica é aproximadamente 77%, sendo a especificidade
em torno de 88% (Saliki e Dubovi, 2004).

3.4.4. Diagnéstico sorologico

Quando bem aplicados, os testes soroldgicos podem ser usados para:
determinar a eficacia de uma vacina, averiguar o cumprimento dos protocolos
de vacinacao, determinar o estatuto de um rebanho quanto a exposicdo ao
BVDV e associar a presenga do BVDV com a ocorréncia de sinais clinicos.
Varios testes sorolégicos foram adotados para o diagndstico de BVDV. Estes
incluem a imunodifusdo em gel de agarose, a fixacdo de complemento, a
imunofluorescéncia indireta, a neutralizagao viral (NV), o ELISA para detecgéo
de anticorpos (AcELISA) e o Western blotting (Sandvik, 1999).

A deteccao de anticorpos contra o BVDV é amplamente utilizada como um
importante parametro para avaliar a resposta imune induzida pela infecgao,
seja ela natural ou por meio de vacinagdo. Os testes soroldgicos sé&o
excelentes para levantamentos epidemiolégicos e monitoria de rebanhos. Os
principais antigenos virais capazes de induzir resposta imune humoral séo as

glicoproteinas Erns e E2 e a proteina n&o estrutural NS2-3 (Almeida, 2010).

Anticorpos para BVDV podem ser detectados por varios métodos, incluindo o
teste de soroneutralizacédo viral e ELISA. O primeiro € um teste sensivel e

especifico para a deteccao de anticorpos anti-BVDV, sendo reconhecido como
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teste sorolégico de referéncia para este virus. No entanto, constante
monitoramento de cultivos e meios de crescimento celulares é requerido com o
objetivo de verificar possiveis contaminagées com o biotipo NCP do BVDV e,
para triagem de grandes rebanhos, este se torna laborioso e demorado, devido
ao pouco numero de animais testados por placa, tendo em vista as diluicbes

requeridas (Serra, 2002).

Os ensaios de ELISA sdo métodos diagndsticos versateis e bastante
sensiveis quando comparados com a soroneutralizacdo viral, por nao
requererem cultivos celulares, serem realizados em poucas horas e facilmente
aplicaveis como método de triagem. A especificidade de tais sistemas é
determinada pela escolha do antigeno viral, que inclui particulas viricas
purificadas, culturas inoculadas com o BVDV, antigenos virais imobilizados
com anticorpos monoclonais ou proteinas virais recombinantes produzidas em
bactéria. No entanto, embora kits estejam disponiveis comercialmente, ndo séo

ainda economicamente viaveis para a triagem de rebanhos (Serra, 2002).

3.4.5. Detecgao de acidos nucléicos

Os métodos moleculares, desde que devidamente padronizados e
certificados, apresentam altas taxas de sensibilidade e especificidade. Devido a
essas caracteristicas, a PCR, precedida de uma etapa de transcrigao reversa
(RT-PCR), tem sido muito utilizada para o diagndstico das formas de
manifestacdes clinicas da infeccéo pelo BVDV, além da deteccdo de animais Pl
a partir de amostras bioldgicas individuais e em pools de soros sanguineos
(Pilz et al., 2007).

Os testes de RT-PCR geralmente ndo sao utilizados na rotina. No entanto,
para a analise de amostras individuais, monitoramento de animais PI, e em
infeccbes primarias agudas, onde a produgao de anticorpos ainda nao
alcancou um limite detectavel, torna-se bastante uatil. Outra aplicagao
diagnéstica de grande importancia tem sido o monitoramento de soros fetais
bovinos e cultivos celulares possivelmente contaminados com amostras NCP
do virus (Serra, 2002).
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Os métodos de detecgédo rapida do BVDV em amostras de sangue de
bovinos, tém como alvo o genoma e normalmente utilizam a regidao 5 UTR
(untraslated region) , constituida de 361 a 386 bases. Esta € uma das regides
mais conservadas e portanto, € um alvo conveniente para a RT-PCR (Sandvik
2009). Além disso, é frequentemente utilizada em analises filogenéticas. Assim,
a RT-PCR pode ser aplicada como ferramenta de diagnéstico do BVDV para
monitorar culturas de células infectadas, sangue, leite, sémen, fluido fetal;
assim como em estudos moleculares como os de expressao génica, e aqueles
que visam obtencdo de modelos para anadlise de sequéncias ou para a
construcao de clones e replicons. Para a maioria das abordagens mencionadas
acima, algumas regides selecionadas do genoma do BVDV sé&o o alvo para a

amplificacéo(Vilcek et al., 2004).

Ha muitos relatos que descrevem o uso da regido 5'UTR para a classificagao
de um isolado em dentro do género Pestivirus (Noiva, 2010). O RNA viral pode
ser facilmente detectado em quase todas as amostras clinicas. Diversos
cuidados devem ser tomados para assegurar que os iniciadores utilizados
sejam capazes de detectar tanto BVDV-1 quanto BVDV-2, incluindo todos os

subgrupos genéticos relevantes do virus (Sandvik, 2005).

3.5. Controle, prevencgao e tratamento

Nao existe tratamento especifico para qualquer das doengas associadas a
infeccao pelo virus da Diarréia viral bovina. O progndstico para animais com
casos severos de Doenca das Mucosas, com quadro de diarréia aquosa
profusa e lesdes orais graves é desfavoravel e o abate destes animais deve ser
considerado. Animais com BVD cronica devem ser abatidos (Radostits et al.,
2007).

O principal objetivo de controle do BVDV reside na redugao das perdas de
producdo associadas a infeccdo de um rebanho. Isto se torna possivel através
da implementagdo de programas sanitarios que visam limitar a exposigao dos
animais ao virus, evitando a presenca de animais Pl e reforcando a imunidade

através da vacinagéo (Kelling, 2004).
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Os beneficios da eliminacdo do BVDV no rebanho incluem a reducao das
perdas associadas a morte e a doenga e 0 aumento da produtividade e da
desempenho reprodutivo. Em certos sistemas produtivos, a demonstragao da
auséncia de animais Pl podera resultar num aumento do valor comercial dos
reprodutores ou de animais destinados a outros sistemas produtivos (ex.,

exploragoes de terminagao) (Smith, 2004).

O objetivo de um programa de biosseguranga na criagao de bovinos contra o
BVDV reside na prevencdo da introducdo do virus no rebanho e da sua
transmissdo a animais susceptiveis, através de fémites, produtos biolégicos e
contato com animais externos a exploragao e através da aquisigdo de animais
infectados. Idealmente, a aquisicdo de animais provenientes de exploragdes
livres do BVDV, juntamente com a compra de animais comprovadamente néo-

Pl, eliminaria o risco de exposi¢ao ao virus por esses animais (Smith, 2004).

Devido a variabilidade antigénica entre os gendtipos BVDV-1 e BVDV-2,
foram desenvolvidas vacinas que contém ambos os gendtipos do virus, como
forma de assegurar a protegdo contra a infecgdo sistémica pelo mesmo
(Kelling, 2004). Nao existe uma vacina padrdo para o BVDV, encontrando-se
disponiveis no mercado diversas preparagcdes comerciais, pertencentes a duas
classes: vacinas vivas modificadas e vacinas inativadas (OIE, 2008). A principal
vantagem das vacinas vivas modificadas, em geral, € a ativacdo de todo o
sistema imune, resultando numa resposta imune local e sistémica, tanto
humoral, quanto celular, e estimulando a produg¢ao de elevadas concentracdes
de anticorpos neutralizantes (Kelling, 2004). O maior beneficio das vacinas
inativadas é a sua seguranga, uma vez que nao sdo, hem imunossupressoras,
nem patogénicas para os fetos. As desvantagens deste tipo de vacinas incluem
baixos titulos de anticorpos neutralizantes e menores periodos de protecéo
imune, necessitando de uma maior frequéncia nas administracdes.
Adicionalmente, as vacinas inativadas tendem a desencadear respostas de
células T citotoxicas mais fracas, quando comparadas com as vacinas vivas
modificadas. Além da resposta imune gerada pela vacina, da reatividade

cruzada e da duracéo da imunidade, é necessario considerar outros fatores na
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escolha das vacinas que estdo no mercado, como, por exemplo, a eficacia na

protecao fetal (Kelling, 2004).

Um estudo realizado por Makoschey e colaboradores em 2004, teve como
objetivo avaliar a possibilidade de uma amostra padrao de BVDV-1 com
delecdo na regidao 5 UTR ser eficaz como vacina atenuada. A infeccédo com
estes virus mutantes induziram titulos moderados a altos de anticorpos
neutralizantes contra BVDV e impediu completamente a viremia apés desafio a
infeccdo com uma cepa de BVDV heteréloga. Contudo, concluiu-se que os
mutantes 5° UTR possuem confiabilidade, com boa eficacia e, portanto, sao

adequados como candidatos a vacinas vivas.

Durante a ultima década, o impacto na producdo bovina causado pela
infeccdo do virus BVD tornou-se progressivamente mais aparente, e 0s
programas de controle, que visam a erradicagédo do BVDV, consequentemente
atrairam um crescente interesse. Assim, os programas de controle que séo
baseados na remocao dos animais Pl atuam com uma reducdo comprovada da
prevaléncia do BVDV (Sandvik, 2005), sendo para esta pratica, imprescindivel

que se trabalhe com testes diagndsticos sensiveis e especificos.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo Geral

v

Desenvolver e padronizar o método de RT-PCR, usandp a regiao
5'UTR do genoma viral para a detecgdao de BVDV-1 e BVDV-2 em

sémen bovino utilizando a regido 5 UTR.

4.2. Objetivos Especificos

v

Realizar analises in silico para o desenho dos iniciadores e estudo

das condicoes de PCR;
Expandir as amostras virais padrdo em cultura celular;

Clonar parte da regidao nao traduzida 5 UTR de amostras de BVDV

em vetor plasmidial pGEM-T easy;

Padronizar os ensaios de PCR para amplificagcdo da regido de

trabalho escolhida;
Gerar curva de sensibilidade de detec¢do da regido clonada para

utilizagdo como controle positivo.
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5. Metodologia

5.1. Células e Virus

Para a realizagao dos experimentos que envolveram expansao viral foram
utilizadas as células MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney Cells -ATCC CCL-22).
A manutengdo das células foi feita por passagens semanais. As células foram
cultivadas em frascos de cultura de tecido com area de 75cm? contendo meio
Eagle’s minimum essential medium (MEM) (GibcoBRL, EUA), suplementado
com 5% de soro fetal bovino (SFB) e antibidtico / antifungico (2ug/mL
estreptomicina, 2U/mL penicilina e 10ug/mL anfotericina B). As células foram
mantidas em estufa a 37° C, 5% de CO,, 95% de umidade por 24-48h. Apos
esse periodo, as células foram repicadas, calculando-se 70.000 células/cm? ,

até a obtengdo de uma monocamada celular com confluéncia entre 90 e 100%.

Neste estudo, foram utilizadas duas amostras padrdao de BVDV-1. uma
citopatogénica NADL (ATCC VR-534) e uma néo citopatogénica NY-1 (ATCC
VR-1561); e uma de BVDV-2 SV253 (cedida gentiimente pelo Dr. Eduardo
Flores — UFSM). Foram realizadas passagens sucessivas das amostras
selecionadas em linhagem de células MDBK para expansdo viral e posterior
titulacdo. O titulo viral presente na suspenséao foi calculado com uma TCIDsg
(50% tissue culture infective doses), segundo Reed e Muench (1938) na

mesma linhagem celular.

5.2. Infecgao experimental do BVDV em amostras de sémen de bovino

Para avaliar a sensibilidade da PCR desenvolvida para a detec¢ao do BVDV,
foi realizada a inoculagao experimental in vitro de trés amostras de sémen de
bovinos procedentes do banco de sémen do Hospital Veterinario da Escola de
Veterinaria da UFMG. O BVDV-NADL foi diluido na base 10, sendo realizadas

diluicdes 10" a 10*. O sémen n3o infectado foi utilizado como controle negativo.

Apos a infecgdo, as amostras foram mantidas sob agitacdo 100X g por 1
hora e 30 minutos a 37° C e posteriormente centrifugadas a 800X g por 10

minutos. O sémen foi filtrado individualmente, em coluna de Sephacryl S-400
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(Gomes et al., 2003). Inicialmente, realizou-se a lavagem das colunas com 200
ML de solugao de acetato de sddio (3M, pH 6,0) e centrifugou-se a 1600X g por
1 minuto, sendo este procedimento realizado trés vezes. Em seguidas foram
transferidos 500 uL do sémen a ser analisado e centrifugou-se a 1600X g por 3

minutos. As amostras foram armazenadas a 4° C para o uso subsequente.

5.3. Extracdo do RNA total

A partir da cultura celular de MDBK e de amostras de sémen bovino
inoculados experimentalmente com BVDV foi realizada a extragédo de RNA total
pelo método Tri-reagent (Sigma, Brazil ). Para a extragdo de RNA da
monocamada de células, estas foram congeladas e descongeladas trés vezes
e a partir desta suspensao celular o RNA foi extraido. Este procedimento nao &
necessario para as amostras de sémen bovino. Logo, a massa celular e o
sémen bovino foram ressuspendidos em Tri-reagent, 1mL para cada 5x10°
células, e em seguida a extracao foi feita seguindo o protocolo do fabricante.
Apdés a extracdo as amostras foram quantificadas utilizando o
espectrofotdbmetro (nanodrop Thermo Scientific, EUA ) e armazenadas a -70°C

até a sintese do DNA complementar (cDNA).

5.4. Iniciadores Especificos

A amplificagdo do cDNA correspondente a parte da regido nao traduzida 5’
UTR foi feita por PCR precedida de RT-PCR. Para tanto, foi utilizado o
programa Oligo Primer Analysis (http://www.oligo.net/) para o estudo das
condicbes da PCR. O tamanho esperado do amplicon bem como as
sequéncias dos iniciadores\ estdao apresentados na tabela 1. Como base para
este estudo foram as sequéncias das duas amostras padrao de BVDV-1 (NADL
e NY-1) e da amostra de BVDV-2 (SV253). O par de iniciadores desenhado
permite a amplificacdo da regido 5UTR de BVDV-1 e BVDV-2. Analises in
silico da sequéncia de nucleotideos das amostras foram realizadas com o
auxilio do programa BLAST (http://www.ncbi. nlm.nih.gov/BLAST/) e a
similaridade entre as sequéncias foi verificada a partir do programa Multalin

(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html).
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Tabela 1: Desenho dos iniciadores e tamanho dos amplicons.

Par de iniciadores  Orientagdo Sequéncia Tamanho do fragmento amplificado

BVDV1/2R Antisense 5’ — GGG CAT GCC CTC GTC CAC -3  157pb (BVDV-1/2)

BVDV1/2F Sense 5 - GAG GCT AGC CAT GCCCTTAG -3 160pb (BVDV-1/2)

5.5. Iniciadores randomicos

Foram ainda, utilizados para a obtencdo do cDNA, iniciadores randémicos
(Promega, EUA) para que seja possivel a triagem de uma mesma amostra para

mais de um agente, caso fosse necessario.

5.6. Transcricao Reversa e PCR

A partir do RNA extraido pelo método Tri-reagente procedeu-se a produgao
do cDNA (utilizando-se o kit RT-PCR Improm Il - Promega, EUA) das amostras
teste e amostras controle. Resumidamente, as misturas RNA e iniciadores
foram preparadas em microtubos estéreis (5 yL de RNA extraido, 3 uL de
iniciador reverse, 3 uL de iniciador foward), com incubacdo a 70° C por 5
minutos, seguida de incubag¢ao no gelo por 1 minuto. Posteriormente, 9 uL da
reacao preparada previamente (4 uyL de MgCl, 25mM, 2 pyL de tampao 10X, 2
ML de DNTP mix, 0,5 uL de inibidor de ribonuclease e 0,5 U de transcriptase
reversa-Improm 1l) foram adicionados aos microtubos contendo RNA e
iniciadores. Estes foram incubados por 55° C min a 42° C, 5mina 99° C e 5
min a 4°C. Um volume de 3 uL de cDNA obtido foi usado na reagcdo como

molde na reacéo de PCR.

A amplificagdo do fragmento alvo do genoma viral foi feita com os iniciadores
especifico sem um volume final de 20 uL contendo: 10,9 uL de H»O ultrapura, 2
uL de tampédo Taq 10X, 2 mM de MgCl,, 10 pmol de cada um dos iniciadores,
200uM de desoxirribonucleotideo trifosfato (dNTPs), 0,5 U de Tag DNA
polimerase (Promega®) e 3 uL de cDNA de cada amostra testada. A reacao

ocorreu em um termociclador com os seguintes ciclos: 3 minutos a 95° C
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seguidos por 35 ciclos a 95° C por 1 minuto, 50° C por 1 minuto e 72° C por 1

minuto e um passo final de extenséo a 72° C por 10 minutos.

Os amplicons (20 uL) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1,5% em tampao TBE 1X (Tris-HCI 0,09 M; acido bérico 0,09 M e EDTA 0,002
M) (Sambrook et. al., 2001). E visualizados sob a luz ultra-violeta. O tamanho
molecular dos fragmentos obtidos foi estimado pela comparagdo com a
migracao eletroforética de padrao de tamanho molecular, 100 pb DNA /adder
(Invitrogen — EUA).

Para os ensaios de clonagem, as bandas especificas foram recortadas do
gel e picotadas com lamina de bisturi armazenadas em microtubos, que foram
mantidos a -20° C por 30 minutos. Apéds, foram centrifugados por 5 minutos a
10 000X g. O sobrenadante contendo o DNA foi recolhido e transferido para

novo microtubo estéril.

5.7. Clonagem

A clonagem foi realizada para a utilizagdo como controle positivo nos
ensaios de PCR. Os produtos de PCR resultantes foram purificados utilizando-
se o Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, EUA), de acordo
com as instrucbes do fabricante. O resultado da extracdo foi analisado por

eletroforese em gel de agarose a 1,5% e foto documentado.

5.7.1 Ligagao

A regiao génica de interesse foi inserida no vetor pGEM-T easy, conforme
protocolo do fabricante. Brevemente, o produto de PCR purificado - 3 puL
(100ng/ pL); 1,0 uL da enzima T4 DNA ligase (6U), 5 yL do tampéo de ligagcao
para a enzima T4 DNA ligase (10x) e 1 uL da solugéo contendo o vetor pGEM-
T easy (50 ng/uL). A reagao foi misturada delicadamente com micropipeta e
incubada por 1 hora a temperatura ambiente e em seguida, mantida a 4° C por

18 horas.
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5.7.2 Transformacao

A transformagdo bacteriana foi feita seguindo as instru¢des do manual
técnico pGEM-T easy (Promega, EUA). Foram adicionados 100 uL da
suspensdo de bactéria (XL-10) competente a um volume de 2 uL da reagao de
ligacao. Os tubos foram incubados por 30 minutos em banho de gelo. Apds
esta incubacéao, procedeu-se o choque térmico incubando os tubos a 42°C por
30 segundos e em seguida por 2 minutos em banho de gelo. Foram
adicionados 500 uL de meio LB (Extrato de levedura 0,5% p/v, Triptona 0,1%
p/v, NaCl 0,5% p/v, H,0 gsp) sem antibiético aos tubos que foram incubados a
37°C, sob agitagdo de 100X g (agitador orbital - New Brunswick Scientific ® C24
— Edison, NJ — EUA) por uma hora e meia. A suspensao bacteriana foi
semeada em placa de Petri contendo meio agar LB (LB - Agar 1,5% plv,
Extrato de levedura 0,5% p/v, Triptona 0,1% p/v, NaCl 0,5% p/v, H2O gsp)
acrescido de 100 ug/mL de ampicilina. As placas foram incubadas em estufa a
37°C por 16 horas.

5.7.3 Selecao de coldnias de bactérias recombinantes

As colbnias brancas foram removidas parcialmente e cultivadas em 500 uL
de meio LB 1X (Bacto triptona 1% p/v, extrato de levedura 0,5% p/v, 1% NaCl
171mM) acrescido de 100 pug/mL de ampicilina a 37°C sob agitagdo de 100X g
(agitador orbital - New Brunswick Scientific C24 — Edison, NJ — EUA).

5.7.4 Extragao e purificagao do DNA plasmidial

Diferentes colbnias de E. coli linhagem XL-10 transformadas com o
plasmideo pGEM-Teasy/BVDV foram cultivadas sob agitacdo de 100 X g
(agitador orbital - New Brunswick Scientific C24 — Edison, NJ — EUA) a 37° C
por 16 horas em meio LB 1X acrescido de ampicilina (100 pg/mL). Os
plasmideos dessas culturas foram extraidos por lise alcalina utilizando o kit
Wizard ™ Plus Minipreps - DNA Purificatiom System (Promega, EUA),
conforme recomendagdes do fabricante. A cultura bacteriana foi centrifugada

por 5 minutos, a 4.000X g, em temperatura ambiente e apds esse processo o
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sobrenadante foi desprezado. O sedimento foi homogeneizado em 250uL da
solucao de suspenséo. Esta foi transferida para um microtubo, em que foram
adicionados 250 pL de solugdo de lise e submetido a homogeneizagéo,
vertendo-se os tubos. A suspensédo foi incubada por 5 minutos até ficar com
uma coloragao mais clara. Em seguida, foram adicionados 10 yL de solugao de
protease, sendo feita a homogeneizacdo por inversdo. Novamente, esta
solucao foi incubada por 5 minutos a temperatura ambiente e acrescida de 350
WL da solugdo de neutralizagdao, com inversao imediata dos tubos. O lisado foi
centrifugado a 10.000X g por 10 minutos a temperatura ambiente e transferido
para uma coluna de filtragdo. Em seguida foi centrifugado a 10.000X g, por 1
minuto a temperatura ambiente. Nesta fase, o DNA plasmidial permanece sob
a membrana da coluna, a qual foi lavada por duas vezes com 750 uL de
solugdo de lavagem, previamente diluida com etanol, apds centrifugacdo a
10.000X gpor 1 minuto a temperatura ambiente para a remogédo de toda
solucdo de lavagem, o filtrado produzido foi descartado. A coluna foi transferida
para um tubo tipo eppendorf estéril, e o DNA foi eluido com 50ul de agua ultra
pura, livre de nuclease. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 10.000 X
g, por 1 minuto a temperatura ambiente para obtencdo do DNA na solucgao

eluida. O DNA plasmidial foi congelado a -20° C.

A qualidade do DNA plasmidial foi verificada submetendo-se uma aliquota de
3 ul a eletroforese em gel de agarose 1,5% p/v em TBE 1X (89 mM Tris-Borato,
2 mM EDTA, pH 8,2) contendo brometo de etideo (0,5 ung/ml) e comparando-se
ao marcador de tamanho molecular 100pb Ladder (Invitrogen, Brasil). O gel foi
visualizado sob iluminagdo U.V. (320 nm). O DNA dos clones plasmidiais
purificados foram também quantificados utilizando o espectrofotdbmetro
nanodrop (Thermo Scientific ®).

5.7.5 Confirmacao da presencga do inserto no plasmideo pGEM-T easy

Para a confirmagdo da clonagem foi empregada a PCR, utilizando os
iniciadores BVDVF1/2 e BVDVR1/2, os mesmos empregados na amplificagao
inicial da regido génica. A reacgao foi feita utilizando DNA plasmidial (Tabela 2),

10 pmol de cada iniciador, 200 uM de desoxirribonucleotideo trifosfato
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(dNTP’s), 2,0 pL de tampao 10X, 2 mM de MgCl,, 0,5 U.l de Tag DNA
polimerase (Promega®) e H,Od estéril g.s.p. 20 pL. Apés homogeneizaco, a
reacdo foi realizada em um termociclador (MJ Research) utilizando os
seguintes ciclos: um ciclo inicial a 95°C/3 minutos, 35 ciclos de 95°C/1 minuto,
50°C/1 minuto, e 72°C/1 minuto, com uma extensé&o final a 72°C/10 minutos.
As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,5%, em
TBE 0,5X e o produto amplificado foi visualizado por coloragdo do gel com

brometo de etidio sob luz ultra-violeta (320 nm).

Tabela 2. Concentragado de RNA total utilizado nos ensaios de clonagem

Amostra Clone Dosagem (ng/pL)
NADL 2 115,4
NADL 3 163,2
NY-1 5 171,6
NY-1 6 149,9
BVDV-2 SV 253 7 116,5

5.8 Sequenciamento

Os clones pGEM-T easy/BVDV que apresentaram resultados positivos na
amplificacdo por PCR, sendo posteriormente confirmados pela analise por
restricdo enzimatica, foram submetidos ao sequenciamento para a verificagao

da integridade e identidade gendmica do inserto.

O sequenciamento feito pelo método didesoxi (Sanger et al., 1977) em
sequenciador automatico e com iniciador universal M13. Logo apos, o resultado
foi analisado pelo alinhamento com sequéncias de BVDV previamente
depositadas no GenBank no programa MultiAlin
(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html;  Corpet, 1988), e as

ambiguidades das sequéncia foram resolvidas.
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5.9. Sensibilidade analitica da PCR

Para determinar a sensibilidade analitica do teste, os clones produzidos
foram utilizados como moldes para gerar uma curva de sensibilidade a partir da

PCR. Para tanto, foram realizadas dilui¢des seriadas de 10" até 10™.
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6. Resultados e Discussao

O sémen é um material clinico de grande importancia por ser veiculo de
diversos agentes infecciosos dentre eles o BVDV. A ASBIA relatou, em 2010,
um aumento de 11,65% no comércio de sémen no Brasil. Atualmente, o MAPA
mantém a instrugdo normativa da comercializagdo do sémen bovino e bubalino
no Brasil somente em unidades registradas que cumpram os requisitos
sanitarios minimos para a produgado e comercializagcédo de sémen. O cddigo
sanitario para os animais terrestres indica o teste de agentes virais de
importancia sanitaria para os bovideos em sémen, preconizando o uso da PCR
para BVDV, BTV e BoHV-1. (OIE 2008)

Vérios testes diagndsticos tém sido usados para a detecgédo dos virus direta
ou indiretamente. Porém, ha uma recorrente necessidade de desenvolvimento
de uma técnica diagnostica que seja sensivel e especifica o suficiente para
detectar os diferentes biotipos circulantes do BVDV em rebanhos bovinos. E
importante que seja feita a detecgédo precoce do agente viral(Niskanen et al.,
1989; Edwards, 1990), com rapidez na execucao e liberagcado do resultado. Este
processo pode diminuir prejuizos econémicos significativos nos rebanhos com

circulagcao do virus.

E importante destacar o desenvolvimento de testes moleculares rapidos e
especificos para o diagnéstico de rotina de agentes virais bovinos devido em
grande parte aos ndameros da pecuaria nacional.
(http://www.agricultura.gov.br/pls/portal/docs/PAGE/MAPA/ESTATISTICAS).

A transcricdo reversa € um método molecular comumente utilizado no
diagnéstico de virus que possuem como material genético o acido ribonucléico.
Tem se tornado uma ferramenta indispensavel, particularmente devido a sua
alta sensibilidade, que possibilita a detecgao de sequéncias gendmicas mesmo
em amostras nas quais 0s microrganismos encontram-se em titulos muito
baixos, inativados ou mesmo em amostras altamente diluidas (Pilz et al., 2005).
Este é transcrito para cDNA, que possui as mesmas caracteristicas de uma fita
de DNA. Existem duas modalidades de RT uma pode ser realizada em uma
Unica etapa, ou seja, a transcrigao reversa e a PCR sao realizadas num mesmo
tubo, j& na outra séo realizadas duas etapas primeiro a RT e em seguida a

PCR. A vantagem desta segunda técnica seria a possibilidade de se armazenar
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o cDNA para uso posterior, além de poder variar os tipos de iniciadores durante

a PCR, facilitando a triagem para mais de um agente (Campos, 2010).

Neste trabalho foi padronizado um sistema diagnéstico, utilizando a PCR,

para a detec¢ao de BVDV-1 e BVDV-2 em sémen bovino.

6.1. Padronizagao da PCR

A partir dos primeiros ensaios foram testados os iniciadores randémicos e
especificos, as condicbes de transcricido reversa e da reagcdo de PCR
propriamente dita, para a devida padronizacao da reacdo. A sensibilidade da
reacao de PCR esta relacionada a diversos fatores como: enzima, condigdes
da reagado (temperatura de anelamento e concentracdo de MgCl,), regido de
hibridizacdo dos iniciadores, tipo e qualidade da amostra (revisdo de Campos,
2010). Assim, a padronizagao da PCR foi realizada variando o tipo de iniciador
(especificos e randémicos) e a temperatura de anelamento. A temperatura foi
testada entre 50°C e 57°C para verificar a amplificagdo do fragmento especifico
com tamanho esperado de 157 pb para BVDV-1 e 160 pb para BVDV-2
utilizando o mesmo par de iniciadores (Figura 5). As melhores condigdes de

padronizac¢ao da PCR podem ser vistas na tabela 3.

Tabela 3. Condigoes padronizadas para PCR de BVDV

Reagente Concentracéo
Agua -
MgCl, 2mM
dNTP mix 200uM
BVDV1/2 F 10pmol
BVDV1/2 R 10pmol
Taqg DNA polimerase 0,5U

Molde/ cDNA 3,0 uL
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O MgCl; é considerado um reagente de importancia critica, doador estavel
de ions Mg2+, que sao co-fatores indispensaveis para atividade da enzima
DNA polimerase (Vieira, 2005).

Durante a etapa de anelamento os iniciadores pareiam-se com a fita molde
de DNA. Esta fase pode ser influenciada por diversos fatores, dentre eles o
tamanho do iniciador, assim como, sua composicao de bases, principalmente o
alto teor de citosina e guanina, que podem elevar a temperatura de anelamento
(Liu et al., 2003). Neste estudo a temperatura de anelamento selecionada foi
50°C, na qual houve aparecimento da banda especifica (Figura 5). Contudo, o
fragmento do virus foi amplificado somente quando foram utilizados iniciadores
especificos, demonstrando assim, que neste ensaio, o uso de sequéncias
especificas mostrou-se mais sensivel. Corroborando estes dados, estudos de
Vilcek e colaboradores (1994) que testaram seis pares de iniciadores de
diferentes regides do genoma dos Pestivirus. O melhor resultado obtido foi com
um par de iniciadores especificos que tinha como alvo a regido 5 nao
traduzida. Nao houve diferenga significativa na detecgdo por iniciadores
randémicos e especificos. Além disso, variagdes na temperatura que foram de

46° C a 56° C tiveram pouca influéncia sobre o rendimento final.

1 2 3 < 5

$— 157pb; 160pb

Figura 5. Produtos da regiao 5° UTR do genoma de BVDV usando iniciadores especificos.
Canaletas: 1: controle negativo; 2: NADL 3% Passagem em MDKB; 3: BVDV-2 SV253; 4: NADL

52 passagem; 5: padrao de tamanho molecular (Ladder 100pb Invitrogen — Brasil).

Na figura 5 observa-se somente a amplificagdo da amostra BVDV-2 SV253
na temperatura de 50°C, utilizando iniciadores especificos. Neste estudo foram

testadas amostras de suspensdes celulares infectadas com os 3 virus, em
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diferentes condi¢cdes de temperatura de anelamento . Este resultado mostra a

baixa sensibilidade dos iniciadores randémicos para a deteccdo do BVDV.

No presente estudo, foi escolhida uma regido altamente conservada nos
pestivirus. Estudos anteriores demonstraram a utilizagdo da 5 UTR para
padronizacao do teste PCR precedida por transcricdo reversa em pool de soro
bovino. A partir destes estudos foi desenvolvido um teste rapido e efetivo para
triagem de rebanho com animais Pl (Weinstock et al. 2001).

E importante ressaltar a relevancia do desenvolvimento de um protocolo
operacional padrdo para que este teste seja aplicavel em laboratérios clinicos.
A falta de padronizacdo de métodos pode comprometer a capacidade de
identificar de forma consistente os animais infectados. Em 2009, Edmonson e
colaboradoresavaliaram a proficiéncia dos atuais métodos de diagndstico,
dentre eles a RT-PCR para deteccédo de BVDV em bovinos infectados usando
comparacgdes intra- e interlaboratoriais. A RT-PCR apresentou o melhor
resultado, juntamente com a imunohistoquimica; ja o isolamento viral ficou
entre os métodos que apresentaram a maior variabilidade de resultados.
Devido a esta grande discordancia de resultados entre os laboratorios sugere-
se a necessidade de desenvolvimento de protocolos laboratoriais padronizados

e testes de eficiéncia.

6.2. Clonagem

Os amplicons produzidos pelaPCR foram eficientemente clonados em vetor
pGEM-T Easy. A transformacéo resultou em cinco clones, sendo dois clones de
NADL, dois de NY-1 e um de BVDV-2 SV253 (Figura 6).
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<—— 157pb; 160pb

Figura 6. PCR das amostras padrdes clonadas em vetor PGEMT easy. Eletroforese em gel
de agarose 1,5% corado com brometo de etideo. Canaletas: 1: NADL clone 2; 2: NADL clone 3;
3: NY-1 clone 5; 4: NY-1 clone 6; 5: BVDV-2 SV 253 clone 7; 6: controle mix; 7: padrao de

tamanho molecular (Ladder 100pb)

6.3. Digestao enzimatica

A presenca do inserto no vetor pGEM T easy foi também confirmada pela
reacdo de digestdo, utilizando a enzima EcoRl (Promega). A figura 7 é
representativa da digestdo enzimatica.

1 2 3 4 5 8 7

Figura 7. Digestdo enzimatica dos clones de BVDV-2 /pGEM T easy, utilizando enzima de
restricio EcoRI. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo.
Canaletas impares: restringido; Canaletas pares: ndo restringido. Canaletas 1 e 2: NADL;
Canaletas 3 a 6: BVDV-2; canaleta 7: padrao de tamanho molecular (Ladder 100pb)
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6.4. Sequenciamento

Na figura 8 € mostrada a analise de inser¢ao da regiao génica de interesse
ao vetor pPGEM T easy, o clone de BVDV-2 foi sequenciado no sentido senso e
anti-senso (Figura 8). Deste modo, utilizando o programa Multalin verificou-se
que o clone produzido apresenta similaridade com as amostras alinhadas, AY-
149216 BVDV-2 e U18059 BVDV-2, diferindo em 22 e 25 aminoacidos,
respectivamente (Figura 8).

Além disso, diferentes analises foram realizadas para a verificagao da
similaridade do clone pGEM-T easy/BVDV-2 produzido com outras sequéncias
de BVDV-1 (acesso no GenBank M31182 e FJ387232). Logo, foi observado
que ha 9 diferentes aminoacidos entre a amostra BVYDV-1 NADL M31182 e o
clone pGEM-T easy/BVDV-2, apresentando uma alta similaridade. Entretanto,
analises de similaridade com a amostra BVDV-1 NY FJ387232 e o clone
pGEM-T easy/BVDV-2 demonstrou uma diferengca de 91 aminoacidos, ou seja,

baixa similaridade (Figura 9).

1 1o 20 30 40 50 60 10 80 90 100 110

| + + + + + t + t t t

AY143216/BY0-2  GAGGCTAGCCATGCCCTTAGTAGGACTAGCARARGTAGGEGACTAGCERTAGCAGTGAGTTCGTTGGATGGCCAARCCCCTGAGTACAGGGGAGTCGTCARTGGTTCGACACTCL
118059/BY0-2  GAGGCTAGCCATGCCCTTAGTAGGACTAGCCARAGGAGGEGACTAGCERTAGCAGTGAGTCCATTGGATGGCCAARCCCCTGAGTACAGGGGAGTCGTCARTGGTTCGACACTCL
BYDY=2clone GAGECTAGCCATGCCCTTRAGTAGGACTAGCARARCARGGAGGETAGCARCAGTGETGAGT TCTTGGATGGCTGARGCCCTEAGTACAGGGTAGTCGTCAGTGRT TCRACGCTTT
Consensus  GAGGCTAGCCATGCCCTTAGTAGGACTAGCaAARe AGGgGacTAGCygtAGCaGTGAGTLL e TTGGATGGCcGARCCCCTRAGTACAGAGAGTCATCAATGGT TCRACAL Tee

m 140 150 160

| + + |

AY143216/BY0-2  TCGAGATGCCATGTGGACGAGGGCATGCCC
U18059/8Y0-2  TCGAGATGCCATGTGGEACGAGGGCATGCCC
BYDY-2clone  TCGRGATGCCACGTGGACGAGGGCATGCCT
Consensus  TCGAGATGCCALGTGGACGAGGGCATGCCC

Figura 8. Andlise da similaridade do clone pGEM-T easy/BVDV-2 com diferentes amostras

de BVDV-2, depositadas no GenBank. sequéncia



H311682/BYD-1HAOL
BYDY-2clone
FJ387232/BYD-1KY-1
Consensus

131182/BYD-1HADL
BYDY¥-2clone
FJ3B7232/BYD-1NY-1
Conzensus
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1 10 20 30 ) 50 (] 70 80 90 100 110 120 130
| |
GAGGC--TAGCCATGCCCTTAGTAGGACTAGCATARTGAGGGGEETAGCARCAGTGGT GA==GTTCGTTGGATGGCTTA=-AGCCCTGAGTACAGGGTAGT CGTCAGTGGTTCGACGCCTTG-GARTARAG
GRGEC-~TRAGCCATGCCCTTAGTAGGAC TAGCARRACARGGAGEETAGCARCAGTGGTGA-~GTTCGTTGGATGECTGA~AGCCCTGAGTACAGGGTAGTCGTCAGTGGTTCGACGCTTTG~TGAGACAR
GTGEACGAGGGCATGCCCACAGCACATCTTARCCTGAGCGG=GERTCATTCAGGTGARAACGGTTTARCCARCCGCTACGARTACAGCCTGATAGGGT G=CTGCAGAGGCCTACTGTATTGCTACTARAR
Gabkc, ,LaGeCATGCCCLLAGL AggalTagea, aa, galil, GiGTabcaacalThgt ¢f, . GTTegt begAtgblT , a, AgecltGagT acaghibt abt Cgt CAGLGGLE cgachc, TG, Laat fafla

131 140 150 160 170
|

|

GTCTC G AGATGCCACGTGEACGAGGGCATGCCC
GCCTC === AGATGCCACGTGEACGAGGGCATGCCC
ATCTCTGCTGTACATGGCACATGGAGTTGATCACARATGA
gtCTCe, ... ApATGeCACETGGACpaGeeCAtgoce, ,

Figura 9. Andlise da similaridade do clone pGEM-T easy/BVDV-2 com diferentes amostras
de BVDV-1 (NADL e NY-1), depositadas no GenBank.sequéncia

6.5. Teste de sensibilidade analitica da PCR

Na PCR das amostras de sémen que foram infectadas artificialmente com a

amostra padrdo NADLpode-se notar que houve o aparecimento da banda de

tamanho molecular especifica (157pb) para o virus até a diluicdo decimal de

10~ ou com a concentracgdo de 45ng/uL de RNA (Figura 10).

12 2

4 5 6 7 B

157pb

Figura 10. Sensibilidade analitica da PCR desenvolvida a partir de sémen inoculado

experimentalmente com o virus BVDV-1 amostra NADL- Eletroforese em gel de agarose 1,2%

Canaletas 1 a 8: canaleta 1: 10'1, 2: 10'2, 3: 10'3, 4. 10'4, 5: controle positivo NADL 3?2 passagem

em MDBK, 6: controle negativo sémen,7: controle de mix, 8: padrao de tamanho molecular

(Ladder 100pb).

Ao realizar um estudo similar a este, testando varios pares de iniciadores

para diferentes regides de uma linhagem padrdo de NADL, Hertig e

colaboradores mostraram, empregando a técnica de RT-PCR, que a mesma

alcancou um limite detectavel de 10" a 102. Ao utilizar o método de Sourthen

Blot, o limite de deteccéao foi superior, 102 a 10™*. Os resultados encontrados
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por Hertig et al. corroboram com os achados neste trabalho e confirmam que a
sensibilidade analitica deste método é relevante para fins de diagndstico, bem
como para estudos sobre a epidemiologia da infec¢do pelo virus da BVDV
(Hertig et al., 1991).

Em relacédo aos clones BVDV-1 - NADL, BVDV-1 - NY-1 e BVDV-2 SV253, o
limiar de deteccgao foi de 15 ag, 15 pg e 1,5 ag, respectivamente (Figura 11, 12,

13). Este teste comprova a alta sensibilidade analitica da PCR desenvolvida.

Pilz et al. realizaram um estudo comparando diferentes protocolos para a
deteccao do virus da Diarréia viral bovina usando RT-PCR e duas amostras
clinicas de sangue total e soro. Os resultados demonstraram que ambas as
amostras artificialmente contaminadas com a amostra NADL do BVDV,
apresentaram resultados positivos até a diluicao 1:160 enquanto que em
amostras de sangue total foi possivel detectar positividade somente até a
diluicdo de 1:20 (Pilz et al., 2005).

l 2z 3 1 &5 & 7 3 & 10 11 1213 11

<«— 157pb

Figura 11. Sensibilidade analitica da PCR utilizando como molde clone plasmidial do virus
BVDV-1 amostra NADL- Eletroforese em gel de agarose 1,5% Canaleta 1: padrdo de tamanho
molecular (Ladder 100pb).canaleta 2 150ng, canaleta 3: 15ng, canaleta 4: 1,5ng, canaleta 5:
150pg, canaleta 6: 15pg, canaleta 7: 1,5pg, canaleta 8: 150fg, canaleta 9: 15fg, canaleta 10:

1,5fg, canaleta 11: 150ag, canaleta 12: 15ag, canaleta 13: 1,5ag, canaleta 14: controle mix.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

«— 157pb

Figura 12. Sensibilidade analitica da PCR utilizando como molde clone plasmidial plasmidial
do virus BVDV | amostra NY-1- Eletroforese em gel de agarose 1,5% Canaleta 1 a 14: canaleta
1 150ng, canaleta 2: 15ng, canaleta 3: 1,5ng, canaleta 4: 150pg, canaleta 5: 15pg, canaleta 6:
1,5pg, canaleta 7: 150fg, canaleta 8: 15fg, canaleta 9: 1,5 fg, canaleta 10: 150ag, canaleta 11:
15ag, canaleta 12: 1,5ag, canaleta 13: controle mix canaleta 14: padrédo de tamanho molecular
(Ladder 100pb)

1 2 3 4 65 6 7 8 9 10 11 12 13 14

<«— 160pb

Figura 13. Sensibilidade analitica da PCR utilizando como molde clone plasmidial do virus
BVDV-2 amostra SV253- Eletroforese em gel de agarose 1,5% Canaleta 1 a 14: canaleta 1
150ng, canaleta 2: 15ng, canaleta 3: 1,5ng, canaleta 4: 150pg, canaleta 5: 15pg, canaleta 6:
1,5pg, canaleta 7: 150fg, canaleta 8: 15fg, canaleta 9: 1,5fg, canaleta 10: 150ag, canaleta 11:
15ag, canaleta 12: 1,5ag, canaleta 13: controle mix canaleta 14: padrdo de tamanho molecular
(Ladder 100pb)

Na triagem de amostras clinicas de campo para o BVDV, bem como para
outros agentes virais, sempre ocorrerdo diferengas como tempo de infecgéo e
quantidade de virus produzida, tipo de amostra clinica e seus inibidores de
PCR e qualidade de coleta e tempo de estocagem. O teste aqui desenvolvido
sera agora aplicado em uma nova testagem de amostras clinicas e seu

desempenho sera reavaliado.
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7. Conclusao

O ensaio mostrou-se sensivel na deteccdo de amostras de biotipos
citopagénicos (NADL) e nao citopatogénicos (NY-1 e SV253) do BVDV, bem
como, de BVDV-1 e BVDV-2. Além das amostras detectadas diretamente a
partir de RNA extraido de cultivos celulares, o teste foi eficiente em amplificar a
regido escolhida apds inoculacdo experimental de sémen bovino, podendo ser

uma ferramenta adequada para a triagem de amostras clinicas.
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