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RESUMO 

 
O vírus da imunodeficiência bovina (BIV) é o agente causador da imunodeficiência viral bovina 

em bovinos. Embora a infecção seja relatada em vários países do mundo, a relevância desta 

infecção no Brasil ainda é desconhecida. Neste estudo foi feita a detecção do DNA proviral do 

BIV em 391 amostras de sangue de bovinos de leite através da reação em cadeia da polimerase - 

semi-nested (PCR-SN) utilizando oligonucleotídeos iniciadores específicos para a região pol do 

genoma do vírus. Amostras de sangue foram obtidas de duas regiões do estado de Minas Gerais. 

Os resultados da PCR-SN demonstraram que a ocorrência do vírus no estado foi de 12,5%. As 

sequências amplificadas foram confirmadas por clonagem e sequenciamento de nucleotídeos. A 

similaridade da sequência de nucleotídeos das amostras isoladas com a estirpe de referência (R-

29) foi de 99%. Os resultados obtidos indicam a necessidade de realizar um estudo detalhado 

sobre a prevalência da infecção do BIV no Brasil, e mais particularmente sua associação com 

diversas doenças prevalentes nos bovinos, que podem contribuir de forma negativa para a 

bovinocultura do país. 

Palavras chave: vírus da imunodeficiência bovina, PCR semi-nested, ocorrência, Minas Gerais.  
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ABSTRACT 
 

The bovine immunodeficiency virus (BIV) is the agent causing of bovine immunodeficiency in 

cattle. Although infection is reported in several countries, the occurrence of this infection in 

Brazil is still unknown. This study was done to detect the BIV proviral DNA of 391 samples of 

bovine blood from dairy cattle by semi-nested polymerase chain reaction (SN-PCR) Semi 

Nested using specific primers for the pol region of the virus genome. Blood samples were 

derived from two regions of the state of Minas Gerais. The results of the SN-PCR demonstrated 

an occurrence of 12,5% in the state. The amplified sequences were confirmed by cloning and 

nucleotide sequencing. The similarity of the nucleotide sequence of the BIV isolated samples 

with the reference strain (R-29) was 99%. The results indicate the need to conduct a detailed 

study on the prevalence of BIV infection in Brazil, and more particularly its association with 

various diseases that are prevalent in cattle, which may contribute negatively to the cattle 

industry in the country. 

 

Keywords: Bovine immunodeficiency virus, semi-nested PCR, occurrence, Minas Gerais. 
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1. INTRODUÇÃO 

O vírus da imunodeficiência bovina (BIV), também conhecido como lentivírus bovino é 

membro da família Retroviridae, e é o agente etiológico da imunodeficiência viral bovina, 

doença que acomete bovinos de várias idades. O BIV foi isolado pela primeira vez em 1972 nos 

Estados Unidos, de uma vaca de 8 anos de idade que apresentava linfocitose persistente, 

linfoadenopatia, fraqueza progressiva, emaciação, cansaço e lesões no sistema nervoso central, e 

foi designado originalmente como isolado R-29. Devido a sua ampla semelhança com o vírus da 

imunodeficiência humana tipo 1 (HIV-1), o BIV tem sido utilizado como modelo animal para a 

compreensão da patogênese do HIV-1. O BIV apresenta ampla distribuição geográfica, com 

prevalência tanto no rebanho leiteiro como no de corte e pode ser transmitido verticalmente no 

útero por via transplacentária e pelo colostro, ou horizontalmente através da troca de fluídos 

corporais e pelo sangue. O vírus possui um longo período de incubação e a doença não 

apresenta sinais clínicos evidentes, mas uma vez infectados os animais podem apresentar 

linfocitose, linfoadenopatia, emagrecimento, fraqueza, diminuição da produção de leite e 

algumas infecções secundárias. O diagnóstico pode ser feito através da detecção sorológica ou 

detecção molecular através da reação em cadeia da polimerase (PCR). O controle da infecção 

consiste na detecção precoce dos animais positivos do rebanho e sua eliminação ou segregação, 

uma vez que não existe uma vacina comercial disponível. Devido à ampla distribuição mundial, 

a ocorrência da doença em países vizinhos, e a escassez de estudos no Brasil, o objetivo deste 

trabalho foi padronizar um ensaio de PCR SemiNested para detecção do BIV em bovinos e 

estimar a ocorrência da infecção em bovinos do estado de Minas Gerais.  

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

A família Retroviridae é composta por uma gama de vírus que infectam várias espécies animais 

e englobam uma grande variedade taxonômica (St-Louis et al., 2004). Os retrovírus possuem 

uma estrutura complexa, e apresentam em seu genoma duas moléculas idênticas de RNA linear 

de fita simples. São assim denominados por possuírem a enzima transcriptase reversa que, 

durante o ciclo replicativo tem a capacidade de sintetizar uma molécula de DNA a partir do 

genoma viral de RNA, processo denominado transcrição reversa (Flores, 2007; Corredor et al., 

2010). Durante este processo, este DNA é incorporado no núcleo da célula do hospedeiro na 

forma de provírus, assegurando que, uma vez infectados, estes hospedeiros tornem-se 

portadores do vírus pelo resto da vida (Flores, 2007; Patil et al., 2003). O provírus permanece 

latente por muitos anos sem causar nenhum dano ao hospedeiro. Porém, na presença de fatores 

predisponentes, tais como infecção concomitante, estresse e avanço na idade, o provírus pode 

ser reativado em vírus RNA infeccioso e pode iniciar patogênese dentro do hospedeiro (Bhatia 

et al., 2013).  

O vírus da imunodeficiência viral bovina (BIV) pertence à família Retroviridae, subfamília 

Orthoretrovirinae e gênero Lentivirus. Os lentivírus são os únicos vírus desta família que 

compartilham propriedades estruturais, biológicas, genéticas e patogênicas entre si. Além do 

BIV, estão incluídos neste gênero os vírus da anemia infecciosa equina (EIAV), vírus da artrite 

encefalite caprina (CAEV), vírus da imunodeficiência felina (FIV), vírus da imunodeficiência 

humana (HIV), vírus da imunodeficiência símia (SIV), vírus maedi-visna (MVV) e vírus da 

doença de Jembrana (JDV) (Patil et al., 2003). Suas respectivas manifestações clínicas e 

patológicas estão representadas na Tabela 1. 
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Os lentivírus são exógenos, não oncogênicos, distribuídos mundialmente, e a maioria infecta 

monócitos e macrófagos, porém o FIV, HIV e SIV infectam também linfócitos T e são 

associados principalmente com sinais clínicos de imunodeficiência em hospedeiros infectados 

(Momtaz et al., 2010; Tajbakhsh et al., 2010), onde podem se replicar em células que não estão 

em divisão (St-Loius et al., 2004). O genoma dos lentivírus inclui genes acessórios/regulatórios 

que codificam proteínas, muitas das quais estão envolvidas na regulação da expressão viral (St-

Louis et al., 2004).  

 

Tabela 1: Manifestações clínicas e patológicas dos Lentivírus. 

Lentivírus Hospedeiro Manifestações Clínicas/Patológicas 

Vírus da anemia infecciosa equina (EIAV) Equinos Anemia hemolítica, glomerulonefrite, encefalopatia 

Vírus da artrite encefalite caprina (CAEV) Caprinos Artrite, encefalite, paralisia 

Vírus da imunodeficiência felina (FIV) Felinos Imunodeficiência, linfadenopatia, leucopenia, anemia, infecções 

oportunistas 

Vírus da imunodeficiência humana (HIV) Humanos Imunodeficiência, linfadenopatia, infecções oportunistas, 

encefalopatia 

Vírus da imunodeficiência bovina (BIV)  

Bovinos 

Linfocitose, linfadenopatia, infecções oportunistas, lesões do 

sistema nervoso central, fraqueza, emagrecimento 

Vírus da imunodeficiência símia (SIV) Primatas Imunodeficiência, neuropatologia, infecções oportunistas em 

macaco Rhesus 

Vírus Maed-Visna (MVV) Ovinos Encefalite, pneumonia, linfadenopatia, paralisia, infecções 

oportunistas 

Vírus da doença de Jembrana (JDV) Gado de Bali Febre, letargia, anorexia e linfadenopatia 

Adaptada de St-Louis et al., 2004.  

 

Em 1969, após intensiva busca pelo agente causador da leucose enzoótica bovina, o experiente 

veterinário Dr. Cameron Seger em colaboração com o Dr. Martin Van der Maater realizou um 

estudo de campo com o rebanho leiteiro da Estação Experimental do Sudeste da Louisiana em 

Franklinton, Estados Unidos. Após vários exames, foi observado que estes animais 

apresentavam um elevado número de células brancas circulantes, que foi atribuído ao aumento 

de linfócitos, condição referente a um quadro clínico de leucose. Esta linfocitose persistiu 

durante meses e os pesquisadores acreditaram que, como a leucose ainda não estava bem 

descrita este estudo poderia auxiliar na identificação do agente causador da doença em bovinos 

(Gonda et al., 1994). 

Mudanças nas condições físicas de uma vaca leiteira prenhe de oito anos de idade (vaca R-29) 

focaram a atenção do Dr. Seger. O animal apresentava alguns sinais clínicos, como elevada 

contagem de células brancas circulantes, linfoadenopatia, lesões evidentes no sistema nervoso 

central, fraqueza progressiva e emagrecimento, sugerindo um quadro típico de leucose (Gonda 

et al., 1994; St-Louis et al., 2004). Após o nascimento do bezerro, as condições da vaca 

pioraram e todas as tentativas para reverter o quadro falharam, até o que o animal veio a óbito. 

Uma necropsia foi realizada revelando lesões clínicas e histopatológicas, incluindo infiltrados 

perivasculares em alguns vasos no cérebro e aumento de gânglios linfáticos. Cortes histológicos 

foram analisados para avaliar a possível causa da doença (Suarez et al., 1993; Gonda et al., 

1994).  
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Em 1972, Van der Maaten e colaboradores estudaram bezerros privados de colostro bovino, 

inoculados com células infectadas com leucócitos e tecidos da vaca R-29. Estes animais não 

apresentaram sinais clínicos evidentes, porém, desenvolveram linfadenopatia facilmente 

detectáveis em linfonodos subcutâneos e uma leucocitose persistente por vários meses durante o 

estudo. Análises histopatológicas dos linfonodos destes bezerros revelaram hiperplasia folicular 

e a presença de infiltrado de células mononucleares perivasculares, conforme observado 

anteriormente na vaca R-29 (Gonda et al., 1994; Onuma et al., 1992; Corredor et al., 2010). 

Nenhum bezerro experimentalmente infectado desenvolveu linfossarcoma, descartando assim a 

possibilidade do agente causador desta doença ser o vírus da leucose enzoótica bovina (Gonda 

et al., 1994). 

Análises microscópicas revelaram um vírus indutor de sincícios que devido a semelhanças com 

o lentivírus ovino, foi primeiramente designado como vírus bovino semelhante ao visna (Van 

der Maaten et al., 1972; Suarez et al., 1993; Gonda et al., 1994). Durante anos, nenhum 

interesse foi demonstrado neste vírus, devido ao fato de ele não ser o agente causador da leucose 

bovina, e não estar aparentemente relacionado a nenhuma enfermidade (Flores, 2007, Bhatia et 

al., 2013). O interesse só foi demostrado após o isolamento do HIV, na década de 1980, devido 

à emergência da síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS), visando à necessidade 

urgente em desenvolver modelos animais para um possível tratamento e controle do HIV na 

população humana (Su et al., 2010). Após esta necessidade, e com a descoberta de que a AIDS 

era causada por um lentivírus, pesquisadores levantaram questões sobre a relevância destes 

vírus para a medicina veterinária e humana (Meas et al., 1998), e sugeriram que este vírus 

semelhante poderia ser uma alternativa como modelo animal substituto para pesquisas com o 

HIV (St-Louis et al., 2004). Análises moleculares e imunológicas demonstraram que o isolado 

da vaca R-29 se assemelhava genética, bioquímica, imunológica, antigênica e estruturalmente 

ao vírus da imunodeficiência humana tipo 1 (HIV-1) (González et al,. 2008). Como 

consequência, Gonda e colaboradores em 1987, atribuíram uma nova nomenclatura ao vírus, 

designando-o de vírus semelhante ao da imunodeficiência bovina, conhecido atualmente apenas 

como vírus da imunodeficiência bovina (BIV).  

Por ser muito semelhante ao HIV e não infectar seres humanos (Meas et al., 1998; Su et al., 

2010), o BIV tem sido usado como modelo biológico potencialmente útil para a compreensão da 

patogênese do HIV-1 em métodos de avaliação da eficácia dos tratamentos, teste de drogas 

antirretrovirais e controle da infecção viral (Daffner & Scortti, 1997; Flores, 2007; Yin et al., 

2008). A partir do isolado R-29, Braun e colaboradores em 1988 caracterizaram molecularmente 

o BIV 106 e o BIV 107, clones infecciosos de cDNA, que auxiliaram na melhor compreensão 

do BIV.  

O BIV é um vírus envelopado com aproximadamente 120-130 nm de diâmetro (Figura 1). O 

envelope viral apresenta uma bicamada lipídica e é composto pela proteína da superfície viral 

(SU) gp100 e a proteína transmembrana (TM) gp45 que envolvem o capsídeo viral (CA) cônico, 

típico dos lentivírus, e as proteínas do nucleocapsídeo (NC) que protegem o genoma (St-Louis 

et al., 2004; Corredor et al., 2010; Momtaz et al., 2010). 
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Figura 1. Morfologia esquemática do vírus da imunodeficiência bovina (BIV). O envelope viral é 

composto pela proteína de superfície (SU) gp 100, glicoproteína transmenbrana (TM) gp45 e a proteína 

p16 que forma a matriz viral (M). A estrutura em forma de cone típica dos lentivírus é composta da 

proteína do capsídeo viral p26 (CA) envolvendo a proteína da enzima integrase (IN), a protease (PR) e 

transcriptase reversa (RT) e o RNA genômico, que é protegido pelo capsídeo, formando o nucleocapsídeo 

(NC).  (Corredor et al., 2004) 

 

O genoma do BIV é o mais complexo dos lentivírus não primatas. O DNA proviral contém 

8960 pb e apresenta os genes estruturais gag, pol e env, flanqueados pelas 5′ e 3′ das LTRs e os 

genes acessórios/regulatórios dispostos e sobrepostos entre os genes pol e env, os Vpw, Vpy, Vif, 

Tat, Rev, e Tmx (Figura 2) (ST-LOUIS et al., 2005; Corredor et al., 2010).  

 

Figura 2. Esquema do genoma proviral do vírus da imunodeficiência bovina (BIV). LTR: região repetida 

terminal. Gene gag (antígenos específicos de grupo); pol (polimerase); env (envelope). Genes 

regulatórios/acessórios: tat, rev, vif, vpy (y), vpw (w) e tmx. Adaptado de Corredor et al. (2010).  

 

Evidências sorológicas sugerem que o BIV esteja distribuído mundialmente (Andrews, 2008) e 

estudos soroepidemiológicos e moleculares mostram registros variando de 1,4% a 66% de 

prevalência de infecções (tabela 4) onde desde sua primeira descrição em 1972, esta prevalência 

tem sido relatada em gados leiteiros e de corte no Canadá (McNab et al., 1994), Estados Unidos 

(Amborski et al., 1989; Cockerell et al., 1992; Moody et al., 2002), Brasil (Meas et al.,2002), 

Argentina (González et al., 2008), Venezuela (Walder et al., 1995), França (Polack et al., 1996), 

Alemanha (Muluneh, 1994), Itália (Cavirani et al., 1998), Suíça e Holanda (Horzinek et al., 

1991), Reino Unido (Scobie et al., 2001), Costa Rica (Gonda et al., 1994), Turquia (Meas et al., 
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2003), Nova Zelândia (Horner, 1991), Austrália (Forman et al., 1992), Japão (Meas et al., 

1998), Coréia (Cho et al., 1999), Índia (Patil et al., 2003), Irã (Brujeni et al., 2010; Tajbakhsh et 

al., 2010), Polônia (Rola-Luszczak et al., 2011), Zâmbia (Meas et al., 2004) e há relatos de 

infecção em búfalos no Paquistão (Meas et al., 2000), e em animais de tração no Camboja 

(Meas et al., 2000) e na Indonésia (Barboni et al., 2001). 

 

Embora o modo de transmissão ainda não esteja totalmente esclarecido, é conhecido que o BIV 

pode ser transmitido verticalmente pelo colostro ou no útero por via transplacentária, e 

horizontalmente através da troca de fluidos corporais e pelo sangue (Moody et al., 2002; Meas 

et al., 2002). O DNA proviral do BIV já foi detectado in vivo em uma grande variedade de 

tecidos bovinos, incluindo cérebro, pulmões, nódulos linfáticos, baço, células mononucleares do 

sangue periférico (PBMC) e sêmen de animais infectados (Corredor et al., 2010). 

A transmissão experimental do BIV pode ocorrer através da administração de sangue de um 

animal infectado para um animal saudável por via intravenosa (Bellock et al., 1996). O uso de 

agulhas e materiais cirúrgicos contaminados, ingestão de colostro de fêmeas infectadas e a 

higienização deficiente de instrumentos utilizados em práticas invasivas, como castrações e 

descornas, também podem ser fatores responsáveis pela transmissão do vírus (Ravazzolo e 

Costa, 2007). Sob condições naturais, os lentivírus são espécie-específicos, e o BIV infecta 

naturalmente bovinos, mas pode infectar experimentalmente ovinos, caprinos e coelhos. (St-

Loius et al., 2004; Ravazzolo e Costa, 2007). Segundo Corredor e colaboradores (2010) o vírus 

replicado em células in vitro destes animais induz um efeito citopático caracterizado pela 

formação de sincícios. 

A imunodeficiência viral bovina induz poucos sinais clínicos, e atualmente não tem sido 

associada ao desenvolvimento de nenhuma doença ou síndrome clinicamente identificável 

(Bhatia el al., 2013), mas é conhecido que, em animais experimentalmente infectados a doença 

tem uma progressão semelhante àquela observada nos casos de HIV. Como consequência os 

animais apresentam uma infecção crônica e persistente pelo resto da vida. Há poucos estudos 

demonstrando que o BIV seja capaz de, isoladamente, produzir manifestações clínico 

patológicas especificas, e em muitos casos, a infecção pode estar associada à outra enfermidade 

viral, como a leucose enzoótica bovina, aumentando assim a probabilidade do aparecimento de 

sinais clínicos (Andrews, 2008).   

Em bovinos experimentalmente infectados, os animais podem apresentar linfocitose, hiperplasia 

linfoide e infecções bacterianas secundárias (Brujeni et al., 2010). Estudos experimentais têm 

demonstrado a presença de encefalite sem evidência de outros sinais clínicos (Snider, 1996). Já 

em achados de necropsias, algumas alterações clínicas foram percebidas, incluindo infiltrados 

linfocitários perivasculares cerebrais leves (Moody, et al., 2002). Alguns sinais ainda podem ser 

percebidos tais como claudicação ou andar rígido, que podem acometer um ou mais membros. 

Notam-se ainda sinais nervosos, como alterações de comportamento, irritação e comportamento 

agressivo, apresentados por alguns animais. Em outros casos, é possível constatar depressão, 

letargia, ataxia, e, às vezes, decúbito. Alguns animais ainda podem exibir prolapso da terceira 

pálpebra (Andrews, 2008). Há evidências que uma imunossupressão seja causada devido à 

infecção pelo BIV, aumentando assim a incidência de infecções secundárias (Brujeni et al., 

2010).  

Segundo McNab e colaboradores (1994), vacas leiteiras canadenses infectadas com BIV 

apresentaram um decréscimo na produção média de leite, e a ocorrência do vírus também pode 

ser associada a infecções bacterianas secundárias, complicações no parto e no início da lactação. 
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Estudos ainda sugerem que haja uma relação entre fatores de estresse e a infecção viral pelo 

BIV, e que sob condições experimentais, os animais não manifestam totalmente a doença, desde 

que seja aplicado um manejo de forma correta, eliminando ou evitando o estresse do animal 

(Snider et al., 1996). Porém, a susceptibilidade à infecção bovina pelo BIV pode depender da 

cepa do vírus, raças bovinas e de fatores ambientais (Meas et al., 2000; Brujeni et al., 2010). 

Atualmente não há um teste de diagnóstico “padrão ouro” para identificação do BIV (Bhatia et 

al., 2013). O mesmo pode ser realizado através da detecção sorológica, com a utilização de 

técnicas de Imunofluorescência Indireta (IFA) (Daffner e Scortti, 1997), ensaios 

imunoenzimáticos como o Western Blot (Andrews, 2008) e o ELISA (González et al., 2008). 

Também podem ser utilizadas técnicas de detecção direta, tais como a reação em cadeia da 

polimerase (PCR) e transcrição reversa de PCR (RT-PCR) (Ravazzolo e Costa, 2007). 

O isolamento viral é considerado o exame laboratorial "padrão ouro" para o diagnóstico de 

muitos patógenos virais (Bhatia et al., 2013), no entanto o BIV não é facilmente isolado 

principalmente em animais naturalmente infectados, e, devido a esta dificuldade, atualmente só 

existem quatro isolamentos realizados com sucesso. O primeiro isolamento relatado foi a partir 

de uma vaca com linfocitose persistente, o isolado americano R-29 (Van der Maaten et al., 

1972). Os outros três foram o BIVCR1, isolado na Costa Rica (Hidalgo et al., 1995) e os FL491 

e FL112, ambos isolados na Flórida (Suarez et al., 1993). Nos quatro isolados foram utilizadas 

técnicas de co-cultivo a partir de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de 

animais infectados, utilizando células fetais de baço bovino, células fetais de pulmão bovino ou 

células embrionárias de coelho.  

Até o momento, não há tratamento disponível para a infecção pelo BIV, sendo recomendado o 

tratamento das infecções secundárias. Em rebanhos com manejos inadequados (nutricional, 

reprodutivo e sanitário), os animais podem manifestar os sinais clínicos da doença. Entretanto, 

em rebanhos com manejo adequado, os sinais clínicos podem ser minimizados ou inaparentes 

(Andrews, 2008). Ravazzolo e Costa (2007) afirmam que para a prevenção e controle da doença 

é essencial que o manejo sanitário seja seguido rigorosamente, bem como a utilização de 

materiais descartáveis em exames médicos, clínicos e reprodutivos.  

A presença da infecção do BIV em rebanhos brasileiros foi relatada somente por Meas e 

colaboradores (2002), através da detecção do DNA proviral em leucócitos do sangue periférico, 

utilizando a técnica de Reação da Cadeia em Polimerase (PCR) e a detecção de anticorpos 

contra a proteína p26 do BIV pelo Western Blot. O estudo foi conduzido com 238 animais de 

seis fazendas diferentes, envolvendo o rebanho de corte e o leiteiro, das regiões de Pelotas no 

Rio Grande do Sul e de Campo Grande, no Mato Grosso do Sul. Os resultados apresentaram 

uma ocorrência de 11,7% (28) de animais positivos para BIV, e mostraram também que a 

prevalência do vírus em rebanhos brasileiros não foi tão alta quando comparada a de outros 

países.    
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3.  MATERIAL E MÉTODOS 

3.1  Experimento 

O experimento foi executado no Laboratório de Retroviroses (RetroLab) do Departamento de 

Medicina Veterinária Preventiva (DMVP) da Escola de Veterinária (EV) da Universidade 

Federal de Minas Gerais (UFMG) de acordo com os Princípios Éticos da Experimentação 

Animal, adotados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA), da UFMG, protocolado 

sob o nº 356 / 2012. 

 

3.2  Aspectos éticos e de Biossegurança 

Toda a manipulação das amostras utilizadas neste experimento, bem como os reagentes e 

produtos químicos empregados para a elaboração das técnicas laboratoriais, foram realizados 

utilizando dispositivos de biossegurança segundo as técnicas presentes no Manual de 

Biossegurança, disponível no RetroLab. 

 

3.3  Amostras de sangue 

Amostras de sangue periférico foram coletadas de 391 bovinos leiteiros de várias raças e de 

ambos os sexos, com idades entre 0 e 12 anos, de quatro fazendas localizadas em duas regiões - 

Zona da Mata e Central - do estado de Minas Gerais. Na Zona da Mata foram coletadas 163 

amostras na Fazenda I e na região Central foram coletadas 112 amostras na Fazenda II, 95 na 

Fazenda III e 21 na Fazenda IV, onde as fazendas I, II e IV apresentavam sistema de criação 

semiextensivo e a fazenda III intensivo. As amostras foram coletadas através de punção da veia 

caudal, em tubos a vácuo Vacutainer®, com capacidade para 4 ml, contendo anticoagulante 

ácido etilenoamino tetra-acético (EDTA). Os tubos foram identificados e encaminhados ao 

RetroLab, onde foram centrifugados em centrífuga refrigerada modelo Jouan BR 4i a 1609 g 

durante 10 minutos para separação da camada leucocitária. A camada foi retirada e armazenada 

a -20º C para posterior utilização.  

 

3.4  Extração do DNA genômico proviral 

O DNA genômico total contido na camada leucocitária foi extraído através do kit comercial 

QIAamp
®
 DNA Blood Mini Kit (Qiagen

®
, Hilden – Alemanha) de acordo com as instruções do 

fabricante. Este kit destina-se à extração e purificação do DNA total de amostras de sangue, 

onde o DNA se liga a uma resina existente na coluna e o restante é eliminado através de duas 

etapas de lavagem e centrifugação. O DNA foi posteriormente eluído com tampão salino 

previamente aquecido, a fim de facilitar a eluição e conservar sua integridade durante o 

armazenamento. O protocolo de extração de DNA através deste kit está descrito no anexo 01.  

 

 



22 
 

3.5  Quantificação do DNA extraído 

A concentração e a pureza do DNA genômico presente em cada amostra foram estimadas 

através da leitura de densidade óptica em comprimento de onda de 260/280nm em 

espectrofotômetro NanoVue
®
 (GE Healthcare, EUA) e eletroforese em gel de agarose 1,5%, 

corado com brometo de etídio (1,0 mg/µL), em tampão TAE (Tris Acetato EDTA) pH 8,3. Uma 

alíquota de 10 µL de DNA adicionada de 2,0 µL de tampão de amostra (0,025% de azul de 

bromofenol e 50% de glicerol) foi aplicada no gel. Para comparação visual e cálculo estimado 

da quantidade de DNA, foi utilizado um marcador padrão de tamanho molecular de 100 pb 

(Invitrogen) e os resultados foram comparados segundo padrões do RetroLab. O DNA foi 

aplicado no gel e submetido à eletroforese por 45 minutos a uma voltagem constante de 120 V e 

corrente de 2,0A. O gel foi visualizado através de um transluminador com exposição à luz 

ultravioleta, fotografado no sistema de fotodocumentação de géis L-Pix (Loccus Biotecnologia, 

Brasil) e os resultados foram comparados segundo padrões do RetroLab. A quantidade ótima de 

DNA utilizada nas reações foi definida entre 200 e 300 ng por reação. 

 

3.6  Reações em Cadeia da Polimerase (PCRs) 

3.6.1  PCR para o gene GAPDH 

Para avaliar a eficiência das extrações do material genômico de todas as amostras extraídas, foi 

realizada a reação em cadeia da polimerase (PCR) para a detecção do gene normalizador 

gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) bovino, utilizando oligonucleotídeos 

iniciadores segundo Pinheiro de Oliveira et al. (2013). Os iniciadores estão apresentados na 

Tabela 2. Foi utilizada uma solução master mix contendo 5,1µL de Green GoTaq
® 

Flexi Buffer 

5x (Promega, EUA), 1,9µL de cada iniciador (5pmol/µL - Sigma), 0,5µL de dNTP mix (10mM 

– Promega, EUA) 1,5µL de MgCl2 (10mM – Promega, EUA), 0,26µL de Go Taq Flexi DNA 

Polymerase  (500U-Promega, EUA), 2,0 µL de DNA template e água ultrapura livre de DNase 

e RNase (Invitrogen-Life Technologies
®
, EUA)  para o volume final de 25µL. Como controle 

negativo foi utilizado apenas o master mix de reagentes da PCR acrescido de 2,0 µL de água. A 

reação ocorreu no termociclador modelo Veriti™ 384 well (Applied Biosystems, EUA) e 

consistiu em uma desnaturação inicial de 95ºC durante 4 minutos, seguida de 35 ciclos de 95º C 

durante 30 segundos, hibridização de 54°C durante 30 segundos, extensão de 72º C durante 50 

segundos, e uma extensão final de 72º C durante 7 minutos, amplificando um fragmento de 709 

pb. Os produtos da reação foram avaliados em gel de agarose, conforme descrito no item 3.5. 

 

Tabela 2: Oligonucleotídeos iniciadores para o GAPDH 

Oligonucleotídeo Sequência Fragmento 

GAPDH F GGTGATGCTGGTGCTGAGTA 709pb 

GAPDH R CCCTGTTGCTGTAGCCAAAT 709pb 

F= Foward e R= Reverse                                                     Pinheiro de Oliveira et al., 2013 
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3.6.2  PCRs para Detecção de BIV 

Síntese de oligonucleotídeos iniciadores para o BIV 

Uma sequência da região pol de parte do genoma do BIV foi obtida do GenBank (Acesso 

U34389.1) e com o auxilio do software Primer3 Plus (Untergrasser et al., 2012) os iniciadores 

específicos foram concebidos e analisados. Os iniciadores foram denominados BIV F (5’ 

CCCTCCAGGAATTAAGGAATG 3’ nt 2327-2347) e BIV R (3’ 

TCACTTTCTCTTCCTGGACCTT 5’ nt 2712-2641).  

A fim de aumentar a sensibilidade do teste, foi desenvolvido adicionalmente um 

oligonucleotídeo iniciador para a PCR SemiNested (PCR-SN). Uma sequência de parte do 

genoma pol do BIV foi obtida do GenBank (Acesso M32690.1) e foi alinhada com uma amostra 

de campo previamente sequenciada (MG046), utilizando o software de análise de sequências 

MultiAlin (CORPET, 1988). Subsequentemente, o iniciador interno específico foi concebido e 

analisado com o auxílio do software Primer3 Plus (Untergrasser et al., 2012). O iniciador 

interno foi denominado BIV SNested (5’ AGCCACCCAGACATCATGTT 3’ nt 283-302) . 

 

3.6.3  PCR e PCR Semi Nested (PCR-SN) para BIV 

A detecção do DNA proviral presente nas amostras de campo foi conduzida através da Reação 

em Cadeia da Polimerase (PCR). Foram utilizados oligonucleotídeos iniciadores para amplificar 

parte da região conservada do gene pol do BIV, empregando os iniciadores BIV F e BIV R 

amplificando um fragmento de tamanho 385pb. A PCR foi executada em uma solução master 

mix contendo de 200 a 300 ng de DNA por amostra, 5,0µL de Green GoTaq
® 

Flexi Buffer 5x 

(Promega, EUA),  2,0µL de cada iniciador (BIV F e BIV R, 10pmol/µL – Invitrogen, EUA), 

0,5µL de dNTP mix (10mM – Promega, EUA) 1,5µL de MgCl2 (10mM – Promega, EUA), 

0,1µL de Go Taq Flexi DNA Polymerase  (500U – Promega, EUA) e água ultrapura livre de 

DNase e RNase (Invitrogen-Life Technologies
®
, EUA) para o volume final de 25µL. A reação 

foi submetida em termociclador modelo Veriti™ 384 well (Applied Biosystems, EUA) com 

desnaturação inicial de 94ºC durante 4 minutos, seguida de 40 ciclos de 94º C durante 40 

segundos, hibridização de 54°C durante 40 segundos, extensão de 72º C durante 40 segundos, e 

uma extensão final de 72º C durante 4 minutos. 20 µL do produto da reação foram avaliados em 

gel de agarose, conforme descrito no item 3.5.  

A PCR SemiNested foi conduzida empregando o iniciador interno BIV SNested e o externo BIV 

R, amplificando um fragmento da região mais interna do gene de tamanho 154pb. Dois 

microlitros do produto amplificado na primeira reação (PCR) foram utilizados como template 

na segunda reação, em uma solução master mix constituída por 5,0µL de Green GoTaq
® 

Flexi 

Buffer 5x (Promega, EUA),  2,0µL de cada iniciador (BIV SNested e BIV R, 10pmol/µL – 

Invitrogen, EUA), 0,5µL de dNTP mix (10mM – Promega, EUA) 1,5µL de MgCl2 (10mM – 

Promega, EUA), 0,1µL de Go Taq Flexi DNA Polymerase  (500U – Promega, EUA) e água 

ultrapura livre de DNase e RNase (Invitrogen-Life Technologies
®
, EUA) para o volume final de 

25µL. A reação foi conduzida em termociclador modelo Veriti™ 384 well (Applied Biosystems, 

EUA) com desnaturação inicial de 94ºC durante 4 minutos, seguido de 40 ciclos de 94º C 

durante 30 segundos, hibridização de 58°C durante 30 segundos, extensão de 72º C durante 30 

segundos, e uma extensão final de 72º C durante 4 minutos. 20 µL do produto da reação foram 

resolvidos em gel de agarose, conforme descrito no item 3.5. 
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3.7  Controle positivo 

Como controle positivo para a PCR-SN foi utilizado um plasmídeo contendo parte do gene pol, 

gentilmente cedido pelo pesquisador Dr Charles Wood (Center for Virology, University of 

Nebrask– Lincoln). O plasmídeo foi cuidadosamente recortado do papel filtro e eluído em água 

ultrapura livre de DNase e RNase aquecida a 94°C e armazenado em temperatura ambiente por 

aproximadamente 18 horas. A quantidade e a qualidade do eluído foram estimadas no 

espectrofotômetro NanoVue
®
 (GE Healthcare, EUA), e o mesmo foi armazenado a -20ºC até o 

processamento.  

 

3.8  Caracterização e otimização das PCRs para BIV 

3.8.1  Otimização da temperatura de anelamento para a PCR-SN 

A temperatura de anelamento ideal para amplificação dos fragmentos na PCR-SN foi realizada 

em gradiente, testando diferentes temperaturas (54, 56, 58, 60, 62 e 64º C). Dois microlitros dos 

clones MG079 e MG613 (gerados neste trabalho) foram utilizados como template, e a reação foi 

semelhante à descrita no item 3.6.3 (PCRs para detecção do BIV) diferindo apenas na aplicação 

de gradiente, nas temperaturas de anelamento. As condições da eletroforese foram semelhantes 

as do item 3.5, diferindo apenas na aplicação de 20 µL do produto amplificado no gel de 

agarose. Como controle negativo foi utilizado apenas o master mix de reagentes da PCR 

acrescido de 2,0 µL de água ultrapura livre de DNAse e RNAse. 

 

3.8.2  Sensibilidade analítica da PCR-SN 

Para a análise de sensibilidade da PCR-SN, um clone de amostra de campo positiva (MG079) 

purificado, teve sua concentração estimada através da leitura de densidade óptica em 

comprimento de onda de 260/280nm em espectrofotômetro NanoVue
®
 (GE Healthcare, EUA). 

O número de cópias de DNA foi estimado de acordo com fórmula definida por Staroscik 

(2004), e o clone foi diluído em série decimal com água ultrapura livre de DNAse e RNAse de 

10
-4

 a 10
-13

. Dois microlitros de cada diluição foram utilizados na reação para determinar a 

sensibilidade da PCR-SN. Todas as condições de reagentes e ciclagens foram idênticas às do 

item 3.6.3 e 20 µL do produto da reação foram resolvidos em gel de agarose, conforme descrito 

no item 3.5. Como controle negativo foi utilizado apenas o master mix de reagentes da PCR 

acrescido de 2,0 µL de água ultrapura livre de DNAse e RNAse. 

 

3.8.3  Especificidade analítica dos iniciadores para o BIV 

A fim de testar a especificidade dos iniciadores (BIV F, BIV R e BIV SNested) a  PCR-SN foi 

testada frente a DNAs positivos de alguns vírus de bovinos atualmente pesquisados na rotina do 

DMVP. Foram utilizados DNAs positivos para: herpesvírus bovino tipo 1 (BoHV-1), vírus 

vaccínia (VACV), vírus da leucose bovina (BLV) e o herpesvírus bovino tipo 6 (BoHV- 6). 

Dois microlitros de cada DNA foram utilizados separadamente como template, e a reação foi 

semelhante à descrita no tópico 3.6.3, diferindo apenas na corrida eletroforética tanto da 

primeira quanto da segunda reação. Como controle positivo foi utilizado 2,0 µL de um clone de 
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amostra de campo positiva (MG079), e como controle negativo foi utilizado apenas o master 

mix de reagentes da PCR acrescido de 2,0 µL de água ultrapura livre de DNAse e RNAse. 

A especificidade in sílica dos iniciadores também foi avaliada, frente a outro lentivírus, o vírus 

da doença de Jembrana (JVD) através da análise de homologia, utilizando a ferramenta Primer-

BLAST (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Esta ferramenta analisa a 

especificidade dos iniciadores em relação ao alvo desejado, promovendo alinhamentos com 

sequências depositadas em um banco próprio do NCBI (NCBI, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).  

 

3.9  Clonagens 

3.9.1  Amplificação do inserto do plasmídeo para obtenção de controle positivo 

A fim de obter maior quantidade de controle positivo a partir do plasmídeo cedido pelo Dr 

Charles Wood, uma quantidade apropriada do inserto (19,25 ng) amplificado por PCR a partir 

deste plasmídeo, foi calculada e ligada a um vetor plasmidial (na proporção plasmídeo-inserto 

de 1:3) utilizando o pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega, EUA), conforme instruções do 

fabricante. A reação de ligação foi incubada a 4°C overnight e posteriormente utilizada para 

transformar células competentes da linhagem DH5α de Escherichia coli (Promega). Dez 

microlitros da reação de ligação foram adicionados a 100 µL de E. coli DH5α competente e 

incubados durante 20 minutos em gelo. Em seguida, a reação foi submetida a um choque 

térmico de 42ºC por 50 segundos e imediatamente colocada em gelo durante 2 minutos. As 

bactérias transformadas foram cultivadas em 900 µL de meio Luria-Bertani (LB) por uma hora 

à 37ºC e agitação a 300 rpm. Após este período, 100 µL das culturas foram plaqueadas em meio 

LB ágar contendo ampicilina (100µg/ml), IPTG (0,1mM) e XGal (50µg/ml) e incubadas a 37ºC 

overnight. Bactérias eficientemente transformadas são resistentes a ampicilina e crescem no 

meio contendo o antibiótico. O sucesso da clonagem interrompe a sequência codificadora da β-

galactosidase, na região do gene lacZ do plasmídeo, sendo que aqueles que receberam o inserto 

contendo o DNA, formam colônias brancas por não metabolizarem o substrato X-gal e as que 

receberam o plasmídeo vazio, formam colônias azuis. Em seguida clones contendo os insertos 

foram crescidos em meio LB contendo ampicilina (100 µg/ml) durante 6 horas. A extração do 

plasmídeo foi feita através do kit Wizard
® 

Plus SV Minipreps DNA Purification Systems 

(Promega, EUA) conforme instruções do fabricante. O novo plasmídeo subclonado (vetor 

pGEM), foi denominado BIVPOLMG, aliquotado e armazenado separadamente  a -20 e -80°C. 

Para confirmação da presença do inserto no plasmídeo, a PCR-SN descrita acima foi realizada.  

 

3.10  Clonagem das sequências BIV- pol amplificadas das amostras de Campo 

Os fragmentos de tamanho 385pb amplificados na PCR foram extraídos do gel e purificados 

através do Kit Wizard
® 

Plus Minipreps DNA Purification System (Promega, EUA) segundo 

instruções do fabricante. A quantidade e a qualidade dos fragmentos recuperados foram 

estimadas através da densidade óptica em comprimento de onda de 260/280 nm em 

espectrofotômetro NanoVue
® 

(GE Healthcare, EUA). Uma quantidade apropriada de inserto foi 

calculada para cada amostra, e inserida no vetor plasmidial o pGEM
®
-T and pGEM

®
-T Easy 

Vector Systems (Promega, EUA) (na proporção plasmídeo-inserto de 1:3), conforme instruções 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&ved=0CDoQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.promega.com%2Fproducts%2Fdna-and-rna-purification%2Fplasmid-purification%2Fwizard-plus-sv-minipreps-dna-purification-systems%2F&ei=NYhoUpSeJYeq4AOVtoCgBA&usg=AFQjCNGGIXxY_Gj4wbtbL-4nQxRqeVw6ZA&sig2=fvZE-fPTVEELIRuT06mrGg
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&ved=0CDoQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.promega.com%2Fproducts%2Fdna-and-rna-purification%2Fplasmid-purification%2Fwizard-plus-sv-minipreps-dna-purification-systems%2F&ei=NYhoUpSeJYeq4AOVtoCgBA&usg=AFQjCNGGIXxY_Gj4wbtbL-4nQxRqeVw6ZA&sig2=fvZE-fPTVEELIRuT06mrGg
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do fabricante. As condições de clonagem foram semelhantes as do tópico anterior, diferindo 

apenas na utilização de linhagens DH5α e/ou JM109 (Promega, EUA), ambas de Escherichia 

coli. 

 

3.11  Sequenciamento nucleotídico das amostras (pol - BIV) de campo clonadas em 

plasmídeo pGEM 

Para confirmar a especificidade da PCR e PCR-SN para amplificação do BIV, foi realizada uma 

reação de sequenciamento através de uma solução mix contendo 100 ng de DNA purificado 

juntamente com 10 pmol de cada iniciador (BIV F ou BIV R; BIV F ou BIVSNested) e água 

ultrapura livre de DNase e RNase para o volume final de 7,5µL. Este mix foi encaminhado ao 

Laboratório de Genética Animal da EV-UFMG, e o sequenciamento dos amplicons foi realizado 

de forma automatizada através do sequenciador ABI310 Genetic Analyser com a utilização do 

reagente BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, EUA) segundo os procedimentos 

operacionais padrão do laboratório. 

 

3.12  Análise Molecular 

A montagem dos contigs e definição das sequências consenso de cada amostra foram realizadas 

utilizando o programa SeqScape Versão 2.7  (Applied Biosystems, EUA), utilizando como 

referência a sequência do genoma completo do BIV depositada no GenBank sob o número de 

acesso M32690.1. A edição, o alinhamento e a análise das sequências consenso geradas foram 

feitas utilizando o programa MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011) utilizando os valores padrão para 

alinhamento. As sequências da região pol do BIV para comparação com as obtidas neste 

trabalho foram selecionadas a partir de busca no programa BLAST (NCBI, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). As sequências selecionadas foram: R-29 (L04972.1), 

FL112 (L06524.1) e FL491 (L06525.1).  

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1  PCR GAPDH 

A fim de avaliar a eficácia da extração de DNA, o material genético extraído da camada 

leucocitária do sangue de bovinos foi submetido a uma PCR convencional para detecção do 

gene GAPDH. O produto da amplificação deste gene resultou em uma única banda em gel de 

agarose, correspondente a um fragmento de 709 pb, como o esperado de acordo com os 

iniciadores descritos por Pinheiro de Oliveira et al., (2013). Através da análise dos resultados 

obtidos, a detecção do gene GAPDH foi possível em 379 (96,93%) das 391 amostras testadas 

(Figura 3). Como o GAPDH é um gene constitutivo e estável, expresso em altos níveis em 

quase todos os tecidos e células (Senegaglia et al., 2008), este resultado com alta porcentagem 

de amplificação sugere que a extração de DNA obteve sucesso, aumentando assim a 

confiabilidade dos testes e diminuindo a possibilidade de resultados falsos negativos por 

ausência ou degradação de DNA. 
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Tradicionalmente, os genes constitutivos mais utilizados como normalizadores em testes de 

PCR tem sido o GAPDH e β-actina (Watson et al., 2007). Neste trabalho foi utilizado o 

GAPDH com alta taxa de detecção de DNA bovino, gerando apenas a banda específica e 

reduzindo a possibilidade de resultados falsos negativos na PCR-SN. Gonzalez e colaboradores 

(2000) utilizaram uma PCR que amplifica os genes β-lactoglobulina e κ-caseína para o controle 

do DNA genômico extraído, a partir de amostras de DNA bovino da camada leucocitária e do 

leite. Mesmo aplicando este controle, as mesmas amostras foram testadas para detecção do BIV, 

e não foi observada a presença de nenhum amplicon. Já Moody e colaboradores (2002) 

utilizaram a ubiquitina como gene normalizador e, embora os resultados não tenham sido 

apresentados, estes autores afirmaram que os iniciadores resultaram na amplificação do 

fragmento alvo, indicando que o DNA foi adequado para a análise da PCR realizada para o BIV.  

Embora em estudos anteriores a confirmação da eficácia da extração de DNA tenha sido 

empregada utilizando outros genes normalizadores, o gene GAPDH se mostrou muito eficiente 

na amplificação de DNAs no presente trabalho, confirmando a especificidade dos iniciadores 

delineados por Pinheiro de Oliveira et al., (2013) que obtiveram bons resultados através da 

combinação dos genes normalizadores β-actina e GAPDH. 

 

 

Figura 3: Amplificação do gene GAPDH do DNA das amostras extraídas da camada leucocitária de 

bovinos em eletroforese em gel de agarose 1,5%. Canaleta 1: Padrão de tamanho molecular de 100pb. 

Canaleta 2: Controle negativo. Canaletas 3-22: Produto de PCR para amplificação do gene GAPDH. Este 

padrão de amplificação esteve presente em 96,93% das amostras. 

 

4.2  Otimização da temperatura de anelamento 

As temperaturas de anelamento ótimas para ambas as reações (PCR e PCR-SN) foram 

determinadas aplicando um gradiente de temperatura, usando como template as duas sequências 

clonadas em pGEM (MG079 e MG613) obtidas a partir de dois bovinos infectados, e 

amplificadas utilizando os iniciadores específicos para a região pol do BIV. As temperaturas 

ideais para a primeira e segunda reação foram definidas 54ºC e 58º C, respectivamente. As 

temperaturas foram escolhidas visualmente através da análise das bandas de gel de agarose 

amplificadas. A figura 4 mostra o gradiente de temperaturas aplicado na segunda reação da 

PCR-SN, onde se observa que embora não tenha sido evidenciada a presença de bandas 

inespecíficas nos controles negativos em nenhuma das temperaturas de anelamento analisadas, 

optou-se por escolher a temperatura de 58ºC devido a obtenção de bandas de intensidade mais 

uniforme dos produtos amplificados.  
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Meas e colaboradores (2002) a fim de amplificar DNA proviral de parte da região pol do 

genoma do BIV, utilizaram através da PCR nested, temperaturas de anelamento semelhantes em 

amostras brasileiras. Embora nenhum teste de otimização de temperatura de anelamento tenha 

sido executado, a amplificação dos fragmentos de tamanho esperado proporcionaram um estudo 

da evidência molecular do vírus no Brasil. Dois anos depois, os mesmos autores também 

realizaram detecção molecular do vírus, através das mesmas condições, em rebanhos na 

Zâmbia. 

Oliver (2007) afirmou que a temperatura de anelamento é um dos fatores mais críticos para o 

teste da PCR, auxiliando na determinação da sensibilidade e especificidade da reação. Diante 

disto, a PCR-SN desenvolvida neste trabalho oferece uma vantagem sobre alguns testes de PCR 

descritos anteriormente (Moody et al., 2002; González et al., 2008), pois buscou por meio da 

otimização, inferir a melhor temperatura para a amplificação dos fragmentos, diminuindo assim 

a possibilidade de subprodutos e, garantindo maior precisão e eficiência da reação. 

 

 

Figura 4: Gradiente de temperatura de anelamento ótima utilizando como 

template duas sequências clonadas (MG079 e MG613). Temperaturas 

utilizadas no gradiente: 54, 56, 58, 60, 62 e 64°C resolvidas em gel de 

agarose 1,5%, corado com brometo de etídio (1,0 mg/µL), em tampão 

TAE (Tris Acetato EDTA) pH 8,3. 

 

4.3  Especificidade analítica da PCR-SN 

A especificidade dos iniciadores BIV F, BIV R e BIV SNested foram avaliadas através da 

técnica de PCR-SN, frente a DNA de diferentes vírus que infectam bovinos e que são 

frequentemente pesquisados na rotina do DMVP. Após análise em gel de agarose, estes 

resultados demonstraram que somente o controle positivo (clone MG079) amplificou o 

fragmento de tamanho 154pb, e não foram observados outros amplicons com fragmentos de 

tamanhos 385pb na primeira reação e nem de 154pb na segunda (figura 5), confirmando a 

especificidade dos iniciadores na reação. 

Nadin-Davis e colaboradores (1993) determinaram alta especificidade da PCR utilizando 

plasmídeos e células infectadas que continham sequências clonadas de alguns lentivírus (virus 
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da anemia infecciosa equina (EIAV), vírus da artrite encefalite caprina (CAEV) e maed-visna 

vírus (MVV) e do vírus da leucose enzóotica bovina (BLV), testando as regiões gag e pol do 

BIV. Nenhum amplicom inespecífico foi observado.  

Embora neste trabalho a especificidade da PCR-SN foi avaliada apenas em DNAs bovinos 

atualmente pesquisados na rotina do DMVP, uma observação teórica também foi realizada a fim 

de assegurar através da análise de homologia, utilizando a ferramenta Primer-BLAST (NCBI, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) se os iniciadores delineados neste trabalho 

apresentariam regiões homólogas com o JVD. Após a consulta, foi verificado que iniciadores 

não anelaram com nenhuma região do JVD, obtendo assim a especificidade dos iniciadores 

frente a este vírus. Existem poucos estudos analisando a especificidade do BIV através da PCR, 

e este estudo através da PCR-SN, clonagem e sequenciamento, apresentou alta especificidade, 

proporcionando uma confiabilidade extra na utilização desta técnica para a detecção do BIV em 

amostras brasileiras.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4  Sensibilidade analítica da PCR-SN 

Para determinação da sensibilidade da reação, ou seja, a menor quantidade de DNA que pode 

ser detectada por esta técnica, uma PCR-SN foi realizada utilizando uma alíquota de um clone 

de amostra de campo positiva como template (MG079), em diluições seriadas decimais, cujo 

número inicial de DNA foi de 7,42x10
13

cópias de DNA. Como observada na figura 6, a 

presença de fragmentos amplificados de tamanho 154pb foi visível até a canaleta 8, permitindo 

inferir que a sensibilidade de amplificação da região pol do BIV através da PCR-SN, ocorreu até 

a diluição 10
-9

, correspondendo a um número de 7,42x10
2
 cópias de DNA, demonstrando assim 

uma boa sensibilidade da reação. 

 

Figura 5: Eletroforese em gel de agarose 1,5% apresentando a 

especificidade dos iniciadores utilizados na PCR-SN. Amostras de DNA 

de quatro vírus foram utilizadas como template. Canaleta 1: Padrão de 

tamanho molecular de 100 pb. Canaleta 2: DNA BIV positivo. Canaleta 

3: DNA IBR positivo. Canaleta 4: DNA Pox positivo. Canaleta 5: DNA 

BLV positivo. Canaleta 6: DNA BLHV positivo. Canaleta 7: Controle 

negativo. 



30 
 

1 2 3 11 5 6 7 8 10 4 12 13 9 

 154b

p 

A PCR-SN desenvolvida neste trabalho foi menos sensível do que a PCR nested proposta por 

González e colaboradores (2000), que encontraram um limite de detecção de 10 a 500 cópias/µL 

de DNA, fornecendo evidências que a PCR nested desenvolvida naquele trabalho, tem uma 

sensibilidade maior do que a de outros métodos anteriormente publicados. Estes autores 

testaram 367 amostras de DNA bovino para as regiões gag, env e pol através da PCR nested e 

não obtiveram nenhuma amplificação, porém a PCR-SN desenvolvida aqui, detectou 12,5% de 

animais positivos para o BIV, confirmados por sequenciamento, garantindo que com esta 

sensibilidade foi possível detectar DNA proviral em amostras brasileiras. 

Patil e colaboradores (2003) utilizaram uma PCR-nested para detecção do BIV na Índia, e 

mesmo não testando a especificidade e nem a sensibilidade, este teste se mostrou eficaz na 

detecção do vírus a partir de amostras de campo. Suarez e Whetstone (1997) afirmam que, para 

ser considerado bom, um teste de diagnóstico deve ser específico, sensível, barato e fornecer 

resultados rapidamente. Embora haja poucos trabalhos relatando a padronização e a 

sensibilidade do PCR para a detecção do BIV, este teste ainda parece ser mais sensível que as 

técnicas sorológicas utilizadas (Bhatia et al., 2013). No entanto, a ausência atual de um teste 

padrão ouro para o diagnóstico do BIV (Bhatia et al., 2013), é um fator limitante para a 

determinação real da especificidade e da sensibilidade das diferentes PCRs (Suarez e 

Whetstone, 1997). 

 

 

4.5  PCR Semi Nested 

O estudo do BIV encontra dificuldades pela ausência de um teste simples, rápido e eficaz, 

principalmente quando o número de animais estudados é grande. Nos últimos anos, a técnica de 

PCR se tornou uma ferramenta muito importante na detecção direta de patógenos, e por ser um 

método rápido e altamente sensível, pode detectar uma quantidade muito pequena de DNA em 

um intervalo de tempo relativamente curto (Takiuchi et al,. 2003). 

Não existem estudos anteriores relatando a presença do BIV em Minas Gerais. Este é o primeiro 

relato da infecção no estado e o primeiro estudo promovido originalmente no Brasil. No 

presente trabalho, foi desenvolvida uma PCR SemiNested para o diagnóstico do BIV. Os 

Figura 6: Avaliação da sensibilidade da PCR Semi Nested (PCR-SN) na detecção do gene pol do BIV, 

realizada através do clone MG79. Canaleta 1: Padrão de tamanho molecular de 100 pb. Canaleta 2: 

Clone MG079 puro. Canaletas 3-12: Diluições crescentes do clone correspondentes a 10
-4

; 10
-5

; 10
-6

; 10-
7
; 10

-8
; 10

-9
, 10

-10
, 10

-11
, 10

-12
 e 10

-13
. Canaleta 13: Controle negativo. 
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oligonucleotídeos iniciadores para detecção do vírus foram desenhados com base na região pol 

do genoma do BIV, identificada a partir da informação da sequência viral publicada para a 

estirpe americana R-29. Embora apenas um número relativamente pequeno de sequências 

publicadas esteja disponível até o momento, a previsão era de que, os iniciadores baseados a 

partir desta sequência poderiam ser utilizados com sucesso para a detecção do BIV na PCR-SN 

a partir de amostras brasileiras do vírus, já que esta região tem se mostrado conservada dentre os 

diferentes lentivírus descritos (Meas et al., 1998; Flores, 2007).  

Das 391 amostras testadas na PCR-SN, 49 (12,5%) amplificaram o fragmento alvo de tamanho 

154bp e 342 (87,5%) não amplificaram (figura 7). É interessante constatar que embora não 

tenha sido detectado DNA proviral do BIV em 87,4% das amostras testadas, estas mesmas 

amostras foram anteriormente testadas para o gene constitutivo GAPDH, amplificando o 

fragmento esperado, reduzindo assim a possibilidade de resultados falsos negativos na PCR-SN.  

Das 49 amostras positivas, quatro animais originários de dois rebanhos diferentes, apresentaram 

resultados onde duas mães e dois bezerros foram positivos para o vírus, sugerindo uma possível 

transmissão vertical. Embora o mecanismo de transmissão natural do BIV seja em grande parte 

desconhecido, estes resultados corroborram com estudos de Moody e colaboradores (2002), que 

comprovaram que o vírus pode ser transmitido por via uterina ou transplacentária, sugerindo 

ainda que possa haver transmissão por via lactogênica. Considerando que as mães foram 

positivas no teste de PCR-SN antes do parto, e que amostras de sangue de um destes bezerros 

foram coletadas logo após o nascimento, antes mesmo da primeira amamentação, uma 

transmissão por via uterina ou transplacentária pode ser sugerida, visto que este animal foi 

positivo em três testes consecutivos de PCR-SN e que não houve possibilidade de outro 

mecanismo de transmissão. Já as amostras de sangue do outro animal foram coletadas 

aproximadamente 12 horas após o nascimento, e considerando que durante este período este 

bezerro pode ter ingerido colostro, a infecção pode ter ocorrido por via lactogênica.  

 

 

 

 

Ao analisar as fazendas e os percentuais de infecção entre elas, observou-se que a fazenda II 

teve maior ocorrência da doença (21,4%) que pode ser justificada através das práticas de criação 

do gado, que é realizada de maneira semiextensiva, promovendo uma maior aglomeração dos 

animais. A aglomeração constante observada na fazenda II pode permitir através da troca de 

secreções e fluídos corporais, um mecanismo de transmissão horizontal, assim como outros 

fatores ambientais, como relatados no estudo de St Cyr Coats e colaboradores (1994) tais como 

a presença de insetos hematófagos, que podem proporcionar mecanicamente a transmissão do 

vírus. Snider e colaboradores (1997) afirmaram que o tempo no qual o gado permanece no pasto 

Figura 7: Gel de agorose 1,5% mostrando a amplificação do gene pol através da PCR-SN. 

Canaleta 1: Padrão de tamanho molecular de 100 pb. Canaleta 2: Controle positivo. 

Canaleta 3: Controle negativo. Canaletas 4-8: Amostras de DNA de bovinos. 
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e a proximidade entre eles, devido ao confinamento, tem sido o principal meio para elevar o 

mecanismo de transmissão do vírus no rebanho leiteiro, o qual pode ter auxiliado nas maiores 

porcentagens de animais infectados na fazenda II. Estudos experimentais que são realizados nos 

animais desta fazenda também podem ter contribuído para a transmissão por via iatrogênica, 

uma vez que podem ter sido compartilhadas agulhas e outros materiais utilizados em exames 

médicos, clínicos e reprodutivos. A fazenda III apresentou a menor porcentagem, apenas 1,05% 

de ocorrência da infecção por BIV. O sistema de criação nesta fazenda, realizado de maneira 

extensiva, permite que os animais fiquem livres no pasto natural, o que dificulta um pouco a 

disseminação do vírus no rebanho, justificando assim, a baixa ocorrência no local. Porém estas 

análises não são suficientes para permitir maiores inferências sobre a ocorrência do BIV em 

MG. A porcentagem e o total de animais positivos por fazenda testados através da PCR-SN 

estão demonstrados na tabela 3. 

A indústria bovina na região da Zona da Mata e Central de Minas Gerais, é predominantemente 

composta de gado leiteiro, com um grande número de rebanhos dessas áreas. A proximidade ao 

RetroLab, a facilidade de acesso e o auxilio de profissionais experientes também foram fatores 

determinantes na escolha das regiões.  

 

Tabela 3: Porcentagem e total de animais positivos por fazenda testados através PCR-SN.  Fazendas I a 

IV (gado de leite) localizadas em duas regiões - Zona da Mata e Central - de Minas Gerais. 

Fazenda nº Nº animais testados BIV Total (%) 

I 163 21 12,9% 

II 112 24 21,4% 

III 95 1 1,05% 

IV 21 3 14,3% 

Total  391 49 12,5% 

 

Estes resultados demostraram que as regiões testadas no estado de Minas Gerais tiveram uma 

ocorrência média da doença de 12,5% muito similar à média encontrada por sorologia (11,7%), 

no trabalho de Meas e colaboradores (2002), que realizaram um estudo de soroprevalência e 

evidência molecular em duas regiões dos estados de Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul.  

No entanto, estas amostras mesmo sendo brasileiras, foram processadas no Japão, e deste então 

nenhum outro estudo foi realizado com amostras obtidas no país.  

Na utilização da PCR, as regiões gênicas mais comumente utilizadas para detecção do BIV são 

a env e a pol (Nadin-Davis et al., 1993; Zhang et al., 1997; Meas et al., 1998; Gradil et al., 

1999; Meas et al., 2000a; Meas et al., 2000b; Orr et al., 2003; Momtaz et al., 2010), porém 

neste trabalho foi utilizada apenas a região pol devido ao fato de ser uma região altamente 

conservada entre os lentivírus (Meas et al., 1998) e ser a mais utilizada na bibliografia 

consultada. Inicialmente neste trabalho, foram feitas tentativas utilizando os mesmos 

oligonucleotídeos iniciadores descritos no trabalho de Meas e colaboradores (1998), que 

utilizaram a PCR nested para detectar parte do gene pol do BIV em amostras de sangue e leite a 

partir animais soropositivos no Western Blot. 
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Mesmo com todas as condições descritas, testando as 391 amostras, não foi obtido sucesso na 

amplificação específica, gerando bandas inespecíficas. Porém, por acreditar em uma baixa 

sensibilidade desta PCR e que Minas Gerais poderia ser uma região com ocorrência da doença, 

foi feita a construção de novos oligonucleotídeos para a PCR-SN.  

Ao analisar a ocorrência e distribuição mundial apresentadas na tabela 4 percebe-se que esse 

percentual também foi maior do que os valores observados por detecção direta através da PCR 

na Índia (8,8%), em inquéritos sorológicos na Holanda (1,4%), Itália (2,5%), França (4%), 

Polônia (4,9%), Reino Unido (5,5%), Canadá (5,5%) e Alemanha (6,6%) (Patil et al., 2003; 

Horzinek et al., 1991; Cavirani et al., 1998; Polack et al., 1996; Rola-Luszczak et al., 2011; 

Scobie et al., 2001; McNab et al., 1994; Muluneh, 1994). Moderadamente semelhante aos 

estudos de sorologia realizados na Zâmbia (11,4%), Japão (11,7%), Argentina (12%), Turquia 

(12,3%) e Nova Zelândia (13,5%) (Meas et al., 2004;  Meas et al., 1998; González et al., 2008; 

Meas et al., 2003; Horner, 1991). Inferior ao percentual do Paquistão (15,8% em bovinos e 

10,3% em búfalos), Indonésia (18%), Estados Unidos (20%), Camboja (26,3% em bovinos e 

16,7% em bubalinos) e Coréia (34%) (Meas et al., 2000a; Barboni et al., 2001; Cockerell et al., 

1992; Meas et al., 2000b; Cho et al., 1999.). Países como os Estados Unidos apresentam um 

percentual significativamente maior que o deste estudo, com 50% de infecção através de testes 

sorológicos (Amborski et al., 1989). Na comparação, o Irã também apresenta um elevado 

percentual (60% e 64% de detecção através da PCR) (Brujeni et al., 2010; Tajbakhsh et al., 

2010) e foi observado em um estudo na Venezuela o maior índice de infecção pelo BIV, com 

cerca de 66%  de animais infectados (Walder et al., 1995). 

Ao observar a tabela 4, percebe-se que a doença ocorre com maior frequência na Europa e na 

Ásia. O gado brasileiro é originado da Europa e da Índia, e, uma vez que os bovinos importados 

já poderiam estar infectados com o BIV, pode haver evidências de que o vírus da 

imunodeficiência bovina já esteja presente no rebanho brasileiro há muito tempo, porém, só 

agora foram realizados estudos de detecção.  

A maioria dos estudos envolvendo a ocorrência do BIV foi realizada através de detecções 

sorológicas, mas a implementação de testes de detecção direta, devidamente padronizados, 

garantem uma maior acurácia nos resultados para detecção de BIV nos rebanhos (Tajbakhsh et 

al., 2010). Estudos de Jacobs e colaboradores (1998) indicaram discordância entre a detecção 

sorológica e a molecular do BIV, onde a detecção por PCR apresentou maior sensibilidade, 

fornecendo evidências de que a PCR tem uma sensibilidade maior do que outros métodos 

publicados (Gonzalez et al., 2000). Diante disto, uma técnica de detecção direta é necessária ao 

diagnóstico da infecção, uma vez que o DNA proviral do BIV pode ser detectado mesmo em 

animais soronegativos, indicando que os falsos negativos podem ser potenciais disseminadores 

da doença se somente testes sorológicos forem utilizados. Anteriormente, lâminas estavam 

comercialmente disponíveis para o teste de IFA (Veterinary Medical Research & Development - 

VMRD, Inc., Pulman, WA, USA), porém, só foram utilizados no trabalho de González e 

colaboradores (2008) antes de serem retirados do mercado.  
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Tabela 4: Ocorrência e distribuição mundial do BIV 

CONTINENTES PAÍSES MÉTODO OCORRÊNCIA ANIMAL REFERÊNCIA 

Europa Holanda IFA 1,4% Bovino Horzinek et al., 1991 

Europa Itália IFA 2,5% Bovino Cavirani et al., 1998 

Europa França WB 4,0% Bovino Polack et al., 1996 

Europa Polônia ELISA 4,9% Bovino Rola-Luszczak et al., 2011 

Europa Reino Unido ELISA 5,5% Bovino Scobie et al., 2001 

América do Norte Canadá WB 5,5% Bovino McNab et al., 1994 

Europa Alemanha ELISA 6,6% Bovino Muluneh, 1994 

Ásia Índia PCR 8,8% Bovino Patil et al., 2013 

Ásia Paquistão WB 10,3% Búfalo Meas et al., 2000a 

África Zâmbia WB 11,4% Bovino Meas et al., 2004 

Ásia Japão WB 11,7% Bovino Meas et al., 1998 

América do Sul Brasil WB 11,7% Bovino Meas et al., 2002 

América do Sul Argentina ELISA 12,0% Bovino González et al., 2008 

Ásia Turquia WB 12,3% Bovino Meas et al., 2003 

América do Sul Brasil PCR  12,5% Bovino Rodrigues, 2014 

Oceânia Nova Zelándia WB 13,5% Bovino Horner, 1991 

Ásia Paquistão WB 15,8% Bovino Meas et al., 2000a 

Ásia Cambodja WB 16,7% Búfalo Meas et al., 2000b 

Ásia Indonésia ELISA 18,0% Bovino Barboni et al., 2001 

América do Norte Estados Unidos ELISA 20,0% Bovino Cockerell et al., 1992 

Ásia Cambodja WB 26,3% Bovino Meas et al., 2000b 

Ásia Coréia WB 34,0% Bovino Cho et al., 1999 

América do Norte Estados Unidos IFA 50,0% Bovino Amborski et al., 1989 

Ásia Irã PCR  60,0% Bovino Brujeni et al., 2010 

Ásia Irã PCR  64,0% Bovino Tajbakhsh et al., 2010 

América do Sul Venezuela Sorologia 66,0% Bovino Walder et al., 1995 

WB = Western Blot PCR = Reação em cadeia da polimerase IFA = Imunofluorescência indireta ELISA = 

ensaio imunoenzimático 

 
A fim de evitar erros e controvérsias na padronização da PCR-SN, a concentração da agarose, 

espessura dos géis de eletroforese, concentração da solução-tampão usada na eletroforese, 

quantidade do produto de PCR-SN inserido no gel, tempo, amperagem e voltagem da corrida 

eletroforética, solução de brometo de etídio e o padrão de tamanho molecular foram 

padronizados e mantidos constantes. Também, a visualização e a captura das imagens dos géis 

foram efetuadas utilizando o mesmo equipamento e os mesmos parâmetros. Todos estes passos 

foram importantes e cruciais para a técnica da PCR-SN, apresentando uma metodologia 

confiável e reprodutível para a detecção do BIV em bovinos de Minas Gerais.  
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4.6  Clonagem dos fragmentos de interesse 

Neste trabalho, as sequências nucleotídicas dos DNAs plasmidiais de 6 prováveis clones 

positivos (todos das Fazenda II), extraídos através do kit Wizard
® 

Plus SV Minipreps 

DNA Purification Systems (Promega) foram inicialmente considerados de boa qualidade e 

adequados para análises de sequenciamento. A presença e o tamanho dos insertos confirmaram 

o sucesso das etapas de clonagem e transformação bacteriana (figura 8). As construções nos 

vetores de clonagem foram denominadas de MG046, MG079, MG613, MG617, MGRA e 

MGTO.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.7  Análises moleculares 

Análise da sequência de nucleotídeos 

Cinco dos seis clones obtidos das sequências nucleotídicas de amostras de campo positivas na 

PCR foram sequenciados utilizando os iniciadores (BIV F e BIF R) seguindo os procedimentos 

operacionais padrão do laboratório de Genética da EV-UFMG. As sequências do fragmento pol 

do BIV, foram analisadas utilizando o programa MEGA versão 5.0 (Tamura et al., 2011), e 

submetidas ao processo de buscas por similaridade através do software público BLAST (NCBI, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) onde foram alinhadas com algumas sequências 

disponíveis, como a americana R-29 e as sequências dos isolados da Flórida FL112 e FL491.  

As sequências obtidas neste trabalho confirmam a identidade dos genes de acordo com a alta 

similaridade encontrada com sequências pol BIV já depositadas no GenBank, e mostraram alta 

similaridade (99%) com a sequência nucleotídica da estirpe americana do vírus, a cepa R-29. 

Esse fato permitiu concluir a origem viral do inserto e o sucesso obtido na clonagem. De modo 

geral os clones sequenciados apresentaram pequenas variações entre si, que podem ser 

atribuídas a erros de leitura ou mesmo a erros gerados durante a marcação para o 

sequenciamento ou na amplificação. No entanto, os plasmídeos destes seis clones apresentaram 

2 1 3 4 5 6 7 8 8 9 

 385pb 

Figura 8: Fragmentos pol clonados em plasmideos pGEM a partir de amostras de campo do 

BIV isolada de bovinos em Minas Gerais. Canaleta 1: Padrão de tamanho molecular de 100 

pb. Canaleta 2: Controle positivo. Canaleta 3: Controle negativo. Canaleta 4: Clone MG46. 

Canaleta 5: Clone MG079. Canaleta 6: Clone MG613. Canaleta 7: Clone MG617. Canaleta 

8: Clone MGRA. Canaleta 9: Clone MGTO.  

https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&ved=0CDoQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.promega.com%2Fproducts%2Fdna-and-rna-purification%2Fplasmid-purification%2Fwizard-plus-sv-minipreps-dna-purification-systems%2F&ei=NYhoUpSeJYeq4AOVtoCgBA&usg=AFQjCNGGIXxY_Gj4wbtbL-4nQxRqeVw6ZA&sig2=fvZE-fPTVEELIRuT06mrGg
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&ved=0CDoQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.promega.com%2Fproducts%2Fdna-and-rna-purification%2Fplasmid-purification%2Fwizard-plus-sv-minipreps-dna-purification-systems%2F&ei=NYhoUpSeJYeq4AOVtoCgBA&usg=AFQjCNGGIXxY_Gj4wbtbL-4nQxRqeVw6ZA&sig2=fvZE-fPTVEELIRuT06mrGg
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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os genes de interesse, que tiveram sua presença confirmada através da PCR e subsequentemente 

na eletroforese em gel de agarose. 

A pequena diferença de similaridade entre o produto clonado das amostras de campo e a cepa R-

29, provavelmente, originou-se por erro durante o processo de extensão da cadeia nucleotídica 

na PCR-SN pela enzima Taq DNA polimerase, o que pode ter produzido deleção de algumas 

bases nitrogenadas e/ou mutação de outras. Outra possível explicação se deve a possíveis 

alterações na sequência de nucleotídeos que podem surgir naturalmente como resultado da 

infidelidade das polimerases, que podem incorporar nucleotídeos incorretos durante a replicação 

do genoma viral, gerando assim esta pequena diferença de similaridade (Flores, 2007).  

Meas e colaboradores (2002) comprovaram que as amostras brasileiras amplificadas da região 

pol do BIV também apresentaram alta similaridade com o isolado R-29. Devido à alta 

conservação do gene, estes autores optaram por não incluir no banco de dados do BLAST 

(NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) as sequências de diferentes amostras brasileiras. 

Este fato faz com que as sequências brasileiras sejam as primeiras a serem depositas no banco 

de genomas, proporcionando assim, além do reconhecimento oficial, oportunidade de novas 

comparações, tanto com amostras brasileiras de outros estados como de outros países, 

instigando novas investigações sobre a epidemiologia molecular do vírus e de possíveis cepas 

circulantes no país.  

A figura 9 mostra a comparação das sequências provirais dos fragmentos da região pol 

amplificados a partir da PCR-SN com as sequências obtidas do BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). As amostras MG079 e MG613 apresentaram 

substituições de nucleotídeos em três posições, as quais foram ausentes em todas as outras 

amostras, nacionais e internacionais, assim como na de referência.  

A homologia de sequências obtidas através da PCR convencional, para amplificação da região 

pol do BIV, foi analisada por Suarez e colaboradores (1995). Ao compará-las com um clone 

molecular da cepa R-29, estes autores encontraram alta similaridade entre as sequências, onde 

apenas uma substituição de base foi encontrada, e, ao ser traduzida para proteína, gerou uma 

mutação silenciosa. Meas e colaboradores (1998) encontraram resultados semelhantes ao 

amplificarem a mesma região por PCR nested em amostras japonesas, e a mudança de uma 

única base, em uma das cinco amostras testadas, gerou apenas uma mutação silenciosa, 

confirmando assim, a alta conservação do gene no vírus. 

A fim de avaliar se as mudanças na sequência dos nucleotídeos encontrados neste trabalho 

provocariam alterações de aminoácidos, os fragmentos sequenciados foram traduzidos através 

da ferramenta BLASTx (NCBI, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Os dados demostraram 

que não houve substituições de aminoácidos nas posições da troca de base e que, mesmo com 

esta pequena modificação, o aminoácido não se alterou, ocorrendo uma mutação silenciosa no 

gene, não implicando na alteração da sequência de aminoácidos da proteína, corroborando com 

resultados anteriores. Como a região pol é responsável pela expressão de genes vitais que 

promovem a replicação viral era de se esperar que fossem observadas poucas alterações na 

sequência estudada e que caso ocorressem resultassem em mutações silenciosas. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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MG617. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  [350]

MGTO. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  [350]

BIV_R29_pol_vif_env . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  [350]

FL112 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  [350]

FL491 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  [350]

 Figura 9: Comparação das sequências provirais dos fragmentos da região pol amplificados a partir da PCR-SN. As sequências 

foram derivadas dos clones de amostras de campo MG046, MG079, MG613, MG617 e MGTO. Estas sequências foram alinhadas e  

comparadas com as sequências publicadas do genoma completo proviral do BIV, do isolado R-29 e dos isolados da Flórida FL112 

e Fl491. Os pontos indicam bases idênticas. Letras indicam substituições. 
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5. CONCLUSÕES 

A PCR semi-nested para a detecção de BIV desenvolvida neste trabalho se mostrou eficiente na 

detecção do BIV com boa sensibilidade e especificidade analíticas. 

O BIV está presente em bovinos das regiões Zona da Mata e Central do estado de Minas Gerais 

com uma ocorrência média de 12,5%, porém como poucos rebanhos foram avaliados, um 

estudo com um maior e mais representativo número de amostras do estado deverá ser realizado 

para a determinação da prevalência desta infecção. 

Os lentivírus são em geral transmitidos horizontalmente e verticalmente. Embora a rota e o 

mecanismo de transmissão do BIV ainda sejam amplamente desconhecido, este trabalho 

apresentou evidências de que o BIV pode ser transmitido de mãe para filho através das vias 

uterina ou transplacentária.  

As análises das sequências de nucleotídeos da região gênica pol de amostras brasileiras do BIV 

mostraram alta similaridade com as amostras descritas nos Estados Unidos: R-29, F112 e 

FL491.  

Epidemiologicamente, este estudo fornece dados iniciais informando que a presença do BIV no 

Brasil pode ser considerada como um fator de risco para a saúde das populações de bovinos, e 

um potencial agente causador de doença crônica em bovinos, como relatada em outros países ao 

redor do mundo. O vírus pode estar presente em outras regiões do país, porém, devido à 

escassez de dados, estudos mais detalhados são necessários para confirmar a ocorrência e o 

papel do BIV nos rebanhos bovinos brasileiros. Desta forma, o estudo, a identificação e o 

diagnóstico da infecção do BIV em bovinos tornam-se estritamente necessários para o 

entendimento de doenças ainda não bem esclarecidas e que contribuem de forma negativa para a 

economia pecuária do país. 
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ANEXO 1: Protocolo de extração de DNA de sangue e fluídos corporais. 

 

Purificação de DNA de Sangue ou Fluidos Corporais 

Instruções: 

 - Buffer AW1 = Antes de usar pela primeira vez, adicionar a quantidade necessária de etanol 

(96-100%) – vide frasco 

- Buffer AW2 = idem Buffer AW1 

- QIAamp DNA Blood Mini Kit (250) = Pipetar 5,5ml do solvente de Protease no frasco 

contendo QIAGEN protease liofilizado, conforme o rotulo. 

Procedimentos: 

1) Pipetar 20µl de QIAGEN Protease (ou Proteinase K) em um tubo de microcentrífuga de 

1,5ml; 

2) Adicionar 200µl de amostra no tubo de microcentrífuga. 

-Se o volume da amostra for menor que 200µl, adicionar volume adequado de PBS. 

3) Adicionar 200µl de tampão AL na amostra. Vortetizar por 15 segundos. 

- Se o volume da amostra for superior a 200µl, aumentar a quantidade de QIAGEN 

Protease e tampão AL proporcionalmente. Ex.: 400µl de amostra = 40µl QIAGEN e 

400µ tampão Al. 

- Não adicionar QIAGEN Protease diretamente no tampão AL. 

4) Incubar a 56º por 10 minutos; 

5) Centrifugar o tubo de microcentrífuga de 1,5ml para remover as gotículas da tampa; 

6) Adicionar 200µl de etanol (96-100%) na amostra. Vortetizar por 15 segundos. 

Centrifugar novamente para remover as gotículas da tampa. 

-Se o volume da amostra for maior que 200µl, aumentar a quantidade de etanol 

proporcionalmente. Ex.: 400µl de amostra requer 400µl de etanol. 

7) Aplicar cuidadosamente a mistura da etapa 6 o QIAamp Mini Spin Column (em um 

tubo de coleta 2ml) sem molhar as beiradas. Fechar a capsula e centrifugar a 6000xg 

(8000rpm) por 1,5 minutos. Colocar o QIAamp Mini Spin Column em um tubo limpo 

(2ml) e descartar o tubo contendo o filtrado; 

8) Abrir cuidadosamente o QIAamp Mini Spin Column e adicionar 500µl do tampão AW1 

(se molhar as beiradas). Fechar a capsula e centrifugar em 6000xg (8000rpm) por 1 

minuto.Colocar o QIAamp Mini Spin Column em um tubo limpo (2ml) e descartar o 

tbo contendo o filtrado. 

- Não é necessário aumentar o volume do tampão AW1 se o volume da amostra original for 

maior que 200µl. 

9) Abrir cuidadosamente o QIAamp Mini Spin Column e adicionar 500µl de tampão AW2 

(sem molhar as beiradas). Fechar a capsula e centrifugar na velocidade máxima 

(20000xg; 14000rpm) por 3 minutos. 

10) RECOMENDAÇÃO: Colocar o QIAamp em um novo tubo de coleta de 2ml e descartar 

o tubo de coleta sem o filtrado. Centrifugar em velocidade máxima por 1 minuto. 
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11) Colocar o QIAamp Mini Spin Column em um tubo de microcentrífuga de 1,5ml e 

descartar o tubo contendo o filtrado. Abrir cuidadosamente o QIAamp Mini Spin 

Column e adicionar 150µl de tampão AE ou água destilada. Incubar em temperatura 

ambiente (15-25º) por 5 minutos e então centrifugar a 6000xg (8000rpm) por 1,5 

minutos. 

Traduzido do manual de instruções QIAamp
®
 DNA Blood Mini Kit  (Qiagen

®
, Hilden – 

Alemanha). 


