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Desenvolvimento de testes para triagem de amostras de sémen bovino para Bovine
viral diarrhea virus e Bluetongue virus utilizando RT-PCR convencional e em
tempo real (QRT-PCR)

RESUMO

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo, e devido a importancia do sémen
e sua comercializacao, tornou-se necessario o desenvolvimento de testes moleculares sensiveis e
especificos para o diagndstico viral nestas amostras biol6gicas. O Bovine viral diarrhea virus
(BVDV) e o Bluetongue virus (BTV) séo virus de importancia na cadeia reprodutiva bovina e
com o crescimento significativo da inseminacdo artificial e outras técnicas reprodutivas, as
amostras de sémen devem ser testadas para reduzir o risco de infeccdo e transmissao virais. Este
projeto objetivou 0 desenvolvimento e otimizacdo de testes diagnosticos para a deteccdo dos
virus BVDV e BTV em sémen bovino. Para ambos os virus foram desenvolvidos testes
sensiveis e especificos, tanto na RT-PCR quanto na qRT-PCR, podendo ser utilizados no
diagnostico do BVDV e do BTV néo s para amostras de sémen, mas também para outros tipos
de amostras bioldgicas. Apds a otimizacao das técnicas moleculares, amostras clinicas de sémen
in natura provenientes de animais naturalmente infectados do estado de Minas Gerais, foram
utilizadas para avaliar os testes desenvolvidos. Optou-se pela utilizagdo da RT-PCR/gQRT-PCR
one-step (em um Unico passo) tanto para BVDV quanto para BTV, por terem se mostrado
sensiveis e terem apresentado resultados mais precisos, além de possibilitarem o diagnostico de
um namero grande de amostras com mais rapidez e com chance diminuida de contaminagdo
laboratorial. Foram encontradas 21 (39,62%) amostras positivas para BVDV e 24 (45,28%) para
BTV na RT-PCR one-step; e, na gRT-PCR one-step, 27 (50,9%) de amostras de sémen
positivas para BVDV e 32 (60,4%) para BTV. A ocorréncia de coinfecgdo com os dois virus foi
observada em 28,3% (15) do total de amostras analisadas, sendo observada em todas as regifes
amostradas. Os iniciadores utilizados para o diagndstico de BTV nesse trabalho (NS3/seg-10)
ndo fazem a diferenciacdo entre os sorotipos, por essa razdo foi realizada a caracteriza¢do dos
sorotipos circulantes no Brasil em um laboratério no Reino Unido (The Pirbright Institute,
laboratorio de referéncia da OIE em BTV). Utilizando-se o seg-2 (VP2) para testar amostras de
sémen e isolados virais, comprovou-se a circulacdo do BTV-4, e de maneira inédita, mostrou a
circulagdo de BTV-8, BTV-10 e BTV-16 no Brasil. Duas amostras de sémen foram positivas
para diferentes tipos de BTV (BTV-4, BTV-8, BTV-10 e BTV-16 para uma amostra e BTV-4 e
BTV-10 para outra amostra), além de ambas serem positivas também para BVDV-1. Os
resultados obtidos neste trabalho comprovam a alta prevaléncia dos virus BVDV e BTV em
amostras de sémen bovino no Brasil isoladamente ou em coinfeccdo, comprovando a
importancia de se testar cada partida seminal produzida, e, o risco sanitario representado por
uma Unica amostra ndo testada para um rebanho. Apontam ainda a necessidade de revisao das
medidas de controle do sémen bovino em nosso pais.

Palavras-chave: RT-PCR, qRT-PCR, sémen bovino, diagnéstico, BTV, BVDV
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ABSTRACT

Brazil has the largest commercial cattle herd in the world, and due to the importance of the
semen and its trade, it has become necessary to develop sensitive and specific molecular tests
for viral diagnosis in semen. The Bovine viral diarrhea virus (BVDV) and Bluetongue virus
(BTV) are important viruses in bovine reproductive chain and with the significant growth of
artificial insemination and other reproductive technologies, it has become important to test
semen samples to reduce the risk of viral infection. This project aimed the development and
optimization of diagnostic tests for the detection of BVDV and BTV virus in bovine semen. The
results for both viruses were considered satisfactory in both RT- PCR and the gRT-PCR. They
can be used in the diagnosis of BVDV and BTV not only in semen samples but also for other
types of biological samples. After optimization of molecular techniques, clinical samples of
fresh semen from naturally infected animals in the state of Minas Gerais were used to evaluate
the developed tests. We opted for the use of one-step RT-PCR/gRT-PCR assays for BVDV and
BTV, for their considerable sensitivy and to be able to make the diagnosis of a large number of
samples. Twenty-one (39,62%) samples were positive for BVDV and 24 (45,28%) for BTV by
using one-step RT-PCR. The number of positive samples using one-step gRT-PCR was higher
than one-step RT-PCR with 27 (50,9 %) samples positive for BVDV and 32 (60,4 %) for BTV
in semen samples. The occurrence of co-infection was observed in 28,3% (15) of the total
analysed samples, being found in all sampled regions. The primers used for the diagnosis of
BTV in this work (NS3/seg-10) do not differentiate among serotypes and for this reason the
characterization of serotypes circulating in Brazil was held in a lab in the UK (The Pirbright
Institute, OIE reference laboratory). The qRT-PCR (seg-2/\VVP2) was performed to test semen
samples and viral isolates, and it confirmed the circulation of BTV-4 and the first time the
circulation of BTV-8, BTV-10 and BTV-16 in Brazil. Two semen samples were positive for
different BTV (BTV-4, BTV-8, BTV-10 and BTV-16 to a sample, BTV-4 and BTV-10 to
another sample), and both are also positive for BVDV-1. The results of this study confirm the
high prevalence of BVDV and BTV virus in bovine semen samples from Brazil, as a single
infection or co-infection, demonstrating the importance of testing each seminal batch, and the
health risk represented by a single sample not tested for a herd. They also show the need for
revision of control measures of bovine semen in our country.

Keywords: RT-PCR, gRT-PCR, bovine semen, diagnosis, BTV, BVDV
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INTRODUCAO

A importancia do desenvolvimento de testes moleculares rdpidos e especificos para o
diagndstico de rotina de agentes virais bovinos é ressaltada pelos nimeros da pecuéria nacional:
0 Brasil possui 207 milhdes de cabecas (IBGE.gov.br); um quinto de toda carne produzida no
Brasil é exportada para 180 paises; e a estimativa de lucro bruto na producdo leiteira e de carne
é de 67 bilhGes de reais, com participacdo de todos os estados brasileiros (agricultura. gov.br).

A ASBIA (Associacdo Brasileira de Inseminacdo Artificial- http://www.asbia. org.br) relatou o
grande crescimento do setor nos Ultimos anos, préximo dos 30%, ou seja, mais que o dobro do
crescimento do PIB brasileiro. Ainda segundo esta associacdo, somente no ano de 2012
comercializou-se no Brasil 6.575.601 doses de sémen nacional e 5.764.720 doses de sémen
importado, mostrando a evolugdo efetiva da inseminacéo artificial em nosso pais, com destaque
para o produto produzido internamente, que possui um grande potencial de exportacdo, uma vez
gue seja bem certificado.

Segundo a instrugcdo normativa da Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA), somente podera
ser distribuido no Brasil o sémen bovino ou bubalino coletado em Centros de Coleta e
Processamento de Sémen (CCPS) registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). Estes CCPS devem cumprir 0s requisitos sanitarios minimos para a
producéo e comercializagdo de sémen bovino e bubalino no pais, indicando para a avaliagéo das
doencas virais somente a Diarreia Viral Bovina.

Embora a dltima instru¢cdo normativa da SDA preconize a avaliacdo do BVDV (Bovine viral
diarrhea virus) no sémen bovino e bubalino (além das doencas bacterianas), outros agentes de
importantes doencas virais sdo comprovadamente disseminados via sémen. Além dos virus
classicamente descritos como passiveis de serem transmitidos pelo sémen como o BVDV
(Kirkland et al., 1997) e 0 BoHV-1 (Bovine herpesvirus 1), outros virus possuem a transmissao
bem descrita, como o virus da Febre Aftosa (Foot and mouth disease virus - FMDV) e da
Estomatite Vesicular (Vesicular stomatitis virus - VSV). O virus da Lingua Azul (Bluetongue
virus - BTV) pode ser detectado esporadicamente no sémen de touros virémicos, resultando em
transmissdo. Segundo muitos autores o risco de transmissdo do virus da leucose enzodtica
bovina (Bovine leukemia virus - BLV) é baixo, porém, sabe-se que havendo células
leucocitarias no sémen, estas podem transmitir o virus.

O Cadigo Sanitério para os Animais Terrestres (Terrestrial Animal Health Code © OIE — 2013
-22™ edition incorporates modifications to the Terrestrial Code agreed at 81™ OIE General
Session in May 2013 - chapter 4.5 - Collection and processing of bovine and small ruminant
semen - http://www.oie.int/eng/normes/en_ mcode.htm) preconiza o teste de outros agentes
virais de importancia, estes com circulacdo conhecida em nosso pais. Dentre os testes
preconizados para a deteccdo de agentes virais no sémen esta o isolamento viral e a Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), indicadas pela OIE para a deteccdo para alguns agentes, dentre
eles 0 BVDV, BTV e BoHV-1. Relatos tém demonstrado que o sémen in natura apresenta
limitacdo para isolamento viral devido as suas caracteristicas citotoxicas, como a grande
quantidade de lipideos e proteinas no plasma seminal. Portanto, a melhoria da sensibilidade de
detec¢do de agentes virais tem sido baseada na incorporacdo de testes de PCR ao diagnostico de
rotina.
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Devido a importancia do sémen e sua comercializagdo, e da necessidade de a¢des afirmativas de
controle de doencas virais transmitidas pelo mesmo, este projeto objetiva o desenvolvimento e
padronizacdo de testes diagndsticos para a deteccdo dos virus BVDV e BTV em sémen bovino,
bem como avaliar, com os testes desenvolvidos, amostras clinicas de sémen in natura
provenientes de animais naturalmente infectados do estado de Minas Gerais, e caracterizar estas
amostras utilizando o sequenciamento génico seguido de inferéncia filogenética.

18



CAPITULO 1 Bovine viral diarrhea virus

RESUMO

O Bovine viral diarrhea virus (BVDV) é um virus de distribuicdo mundial e é também
considerado um patégeno de importancia na cadeia reprodutiva bovina. Possiveis consequéncias
da infec¢do em vacas incluem morte embrionaria, aborto, ma formacao congénita, nascimento
de cria fraca e de animais persistentemente infectados (PI). Touros Pl e touros com infecgdo por
BVDV eliminam o virus no sémen e podem disseminar a infeccdo viral dentro de uma
populacdo bovina. Com o crescimento significativo da inseminagéo artificial e outras técnicas
reprodutivas, tornou-se importante o teste de amostras de sémen para reduzir o risco da infeccédo
viral causada pelo BVDV. Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e otimizacéo de
técnicas de RT-PCR e gqRT-PCR, one-step e two-step, para o diagnostico rapido, especifico e
sensivel do BVDV em amostras de sémen e virus em cultura de células. O resultado obtido na
analise da sensibilidade analitica utilizando a técnica RT-PCR one-step foi de 1,6.10°
'TCIDsy/50uL tanto para o virus BVDV em cultivo celular quanto em sémen contaminado
experimentalmente. Para o teste RT-PCR two-step a sensibilidade foi 1,6.10*TCIDsy/50uL ¢
1,6.10'3TCID50/50uL, para virus em cultura celular ¢ amostra de sémen contaminado,
respectivamente. Utilizando a gqRT-PCR one-step e two-step, os resultados foram semelhantes
aos encontrados na RT-PCR, tanto one-step quanto two-step, sendo a Unica diferenga observada
na sensibilidade analitica, 1,6.1OOTCID50/50pL obtida com amostras de sémen contaminado
experimentalmente na qRT-PCR one-step. A especificidade do teste de RT-PCR foi confirmada
utilizando o virus da peste suina classica (Classical swine fever virus - Pestivirus), o virus da
febre amarela (Yellow fever virus), Dengue virus 2 e Dengue virus 3, todos do género
Flavivirus, amplificando tanto o BVDV quanto o CSFV. O coeficiente de variagdo (CV) foi
realizado utilizando o valor do threshold (Ct.) da gqRT-PCR one-step, houve variacdo de 0,11 a
0,23% no valor de CV nas analises intra-ensaios e nas analises inter-ensaios o valor de CV
variou de 0,36 a 0,82% entre as amostras.

Palavras-chave: RT-PCR, gRT-PCR, BVDV, sémen, bovino.
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ABSTRACT

The Bovine viral diarrhea virus (BVDV) is a virus, which has spread worldwide and is also an
important pathogen in bovine reproductive chain. Possible consequences of infection in cows
include repetition of estrus, abortion, congenital malformation, birth of weak calves and birth of
animals persistently infected (PI). PI bulls and bulls with BVDV infection, shed the virus in
semen and can spread infection within a cattle population. Due to the significant increase of
artificial insemination procedures and other reproductive technologies, semen sample testing
became very important in order to reduce the risk of BVDV infection. This study aimed to
optimize RT-PCR and gRT-PCR techniques using both one-step procedure and two-step
procedure, for the rapid and sensitive diagnosis of BVDV in cell culture and semen sample. The
analytical sensitivity of the one-step RT-PCR technique for detection of BVDV in cell culture
and experimentally contaminated semen was 1,6.10'TCIDsy/50uL. The two-step RT-PCR
sensitivity for detection of BVDV in cell culture and semen sample was 1,6.10“TCIDsy/50pL
and 1,6.10°TCIDsy/50uL, respectively. The only difference was the analytical sensitivity
obtained with experimentally contaminated semen samples. Using one-step qRT-PCR the result
was 1,6.10°TCIDsy/50uL. The specificity of RT-PCR assay was confirmed using virus Classical
swine fever (CSFV), Yellow fever virus, Dengue virus 2 and 3 and BVDV, amplifying both
BVDV and CSFV. The CV of intra-assay analysis ranged from 0,11 to 0,23 % and the inter-
assay CV ranged from 0,36 to 0,82 %. These results demonstrate that, the two-step test was
more sensitive among the tested techniques. All results were considered satisfactory, both RT-
PCR and gRT-PCR can be used for the diagnosis of BVDV, not only in semen samples but also
in other types of biological samples.

Keyword: RT-PCR, qRT-PCR, BVDV, semen, bovine.



CAPITULO 1 Bovine viral diarrhea virus

1 Revisao

1.1 Introducéo

O virus da diarreia bovina a virus (Bovine viral diarrhea virus - BVDV) é um dos patdgenos de
bovinos mais importantes e ubiquos em todo o mundo. Esta associado as mdltiplas
manifestacBes clinicas incluindo enfermidade gastroentérica, doenca respiratdria, sindrome
hemorragica com trombocitopenia, problema reprodutivo, e imunossupressao, além da doenca
das mucosas em animais cronicamente infectados. Um dos principais problemas causados pelo
BVDV refere-se aos animais infectados in utero no primeiro terco de gestagdo que nascem
persistentemente infectados (PI) e sdo disseminadores do virus por toda a vida. A prevaléncia da
doenca esta diretamente relacionada a presenca destes animais Pl nos rebanhos, além da
transmissdo viral via sémen, fomites e transferéncia de embrides (Gibbs et al., 1979).

1.2 Etiologia

O BVDV é um virus RNA de fita simples e polaridade positiva, envelopado, com 25nm de
diametro. Assim como o virus da peste suina classica (CSFV — Classical swine fever virus) e o
virus da doenga das fronteiras (BDV — Border disease virus), pertence a familia Flaviviridae,
género Pestivirus (Lindenbach & Rice, 2001). O genoma de 12,5Kb compreende uma Unica
fase aberta de leitura (ORF), flanqueada por regides ndo codificantes (UTR), nos finais 5’ ¢ 3’
(Warrilow et al., 2000). A regido 5’UTR ¢é a mais conservada entre 0S pestivirus, e portanto,
importante ferramenta para o uso em diagndéstico (Ridpath, 2005). Trés glicoproteinas virais
(EO, E1 e E2) estdo presentes no envelope, e a presenca do envelope torna esses virus sensiveis
a solventes organicos e detergentes.

Em comparagdo com os virus DNA, os virus RNA sdo altamente mutaveis. Os virus RNA senso
positivo, como o0 BVDV, estdo sujeitos a modificacbes gendmicas que envolvem mutacdes
pontuais ou recombinacdo do RNA viral (Bolin & Grooms, 2004). As mutacBes pontuais sao
extremamente comuns, uma vez que as polimerases virais sdo incapazes de detectar ou reparar
0s erros ocorridos durante a replicagdo, como acontece nos virus DNA. Assim, a cada ciclo de
replicacdo geram-se mutantes. O conjunto destes mutantes denomina-se quasiespécie (Bolin &
Grooms, 2004).

Apesar do potencial para criar novos virus ser elevado, a menos que se verifique uma vantagem
seletiva para um dos mutantes, a populagdo mutante tende a manter uma “sequéncia-mestre” de
bases, que reflete a sequéncia de bases do virus original. Isto deve-se ao fato de a maioria das
mutacBGes pontuais ser deletéria para a sobrevivéncia do virus, ou ndo proporcionar uma
vantagem competitiva, que permita que um dos mutantes domine a quasiespécie. No entanto, a
capacidade de gerar constantemente novos mutantes permite uma répida adaptagdo do virus a
resposta imunitaria do hospedeiro, prolongando a infeccdo e aumentando o periodo de excregdo
de particulas virais (Bolin & Grooms, 2004). No caso do BVDV, a recombinacdo ndo tende a
criar novos genotipos, mas pode alterar o biétipo viral (Bolin & Grooms, 2004).

O BVDV possui dois bidtipos que sdo as amostras citopatogénicas (CP) e as ndo
citopatogénicas (NCP) de acordo com o efeito da multiplicacdo em cultivo celular (Gillespie et
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al., 1960; Chen et al., 2007; Tscherne et al., 2008). Um passo decisivo no entendimento dos
biotipos existentes foi a descoberta de que a proteina precursora pl25 estd presente tanto em
amostras NCP quanto nas CP; porém, somente nas CP a pl125 é clivada em p54 e p80. A
proteina p80 é imunodominante, induzindo forte resposta imunoldgica em todos 0s animais
infectados com amostras CP. A proteina p54 € uma das menos conservadas e a p80 uma das
mais conservadas entre as amostras conhecidas de pestivirus. Em amostras CP a regido
codificante de p54 possui insercdo de sequéncias das células hospedeiras, sugerindo que esta
regido apresenta recombinacdo genética (Collett et al., 1992).

Os dois bittipos podem infectar o Gtero levando ao abortamento, mumificacdo fetal, natimortos,
anomalias congénitas e ao nascimento de crias fracas. Porém, somente a infecgdo com amostras
NCP durante o estagio inicial do desenvolvimento fetal (de 40 a 120 dias), anterior a maturacdo
do sistema imune fetal, pode resultar no estabelecimento da imunotolerdncia e de animais
persistentemente infectados (Kameyama et al., 2008).

Independente do bidtipo, os isolados do virus da diarreia viral bovina foram inicialmente
segregado em dois gendtipos: 1 e 2 (Bolin & Grooms, 2004; Potgieter, 2004; Vilcek et al.,
2005), de acordo com a analise filogenética da regido 5’UTR do genoma e também pela analise
fenotipica utilizando anticorpos monoclonais (Mabs) contra a glicoproteina E2 (Pellerin et al.,
1994; Ridpath et al., 1994). As amostras mais prevalentes sdo designadas como BVDV- 1, ja as
amostras do tipo 2 foram detectadas originalmente em surtos na América do Norte associados a
uma grave sindrome hemorrégica (Ridpath et al., 1994). A imunidade cruzada entre 0 BVDV-1
e BVDV-2 é relativamente baixa, implicando em dificuldades no seu diagnéstico e diminuindo
a eficécia de vacinas.

Além destas espécies ja reconhecidas, ainda existem alguns pestivirus de origem bovina
isolados na Gltima década que ainda nédo estdo classificados e sdo conhecidos como pestivirus
“atipicos”, sugerindo uma possivel nova espécie: BVDV-3 (Stahl et al., 2007; Liu et al., 2009),
e que consiste em uma subpopulacdo de amostras NCP que sdo capazes de causar efeito
citopatico em linfocitos em cultura de célula e estdo associadas com doenga muito grave
(Ridpath et al., 2006).

1.3 Histoérico

A doenga induzida pelo BVDV foi descrita pela primeira vez nas décadas de 1940-1960. Em
1946 foi descrita pela primeira vez por Olafson e seus colaboradores, em um rebanho bovino no
Estado de Nova lorque (EUA), como uma doenca infecciosa e aguda de bovinos.
Posteriormente, outra forma de doenca causada pelo BVDV foi identificada e denominada
doenca das mucosas (DM). No Brasil, em 1972 foi descrito o primeiro isolamento do BVDV
(Vidor, 1974). Estudos posteriores confirmaram a presenca do agente na populacdo bovina
brasileira.

1.4 Multiplicacdo viral

A multiplicacdo viral ocorre no citoplasma da célula, e a penetragdo dos virions nas células
ocorre por endocitose (Grummer et al., 2004). A glicoproteina E2 do envelope viral é a
principal ligante a superficie celular e responsavel pelo tropismo viral (Thiel et al., 1996), e as
glicoproteinas E1-E2 séo essenciais para a penetracdo do BVDV (Ronecker et al., 2008). Apds
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a acidificacdo dos endossomos ocorre a fusdo do envelope com a membrana endossomal entéo o
acido nucléico é liberado no citoplasma na forma de um complexo de ribonucleoproteina dentro
do citosol da célula. A traducdo do genoma viral requer a liberacdo parcial da proteina p14 do
RNA para iniciar a primeira biossintese macromolecular virus-direcionada. Polipeptidios virais
podem ser detectados em células infectadas tdo cedo quanto trés horas ap6s a infeccdo,
atingindo um pico com 12 a 14 horas p6s-infecgdo (Donis 1995; Gong et al., 1996).

O ciclo de multiplicag&o viral entra em sua fase de replicacdo gendmica. Primeiro, uma fita
negativa € copiada para servir como molde; segundo, a nova progénie de RNA é sintetizada
usando este molde de polaridade negativa criado (Rodriguez et al,1993). Inicia-se o
empacotamento da progénie e liberagdo dos virions, e o ciclo entra em seu estdgio final. Estudos
com microscopia eletrbnica evidenciam que o envelopamento do BVDV ocorre no reticulo
endoplasmatico ou complexo de Golgi. Durante esse processo, 0s virions adquirem um
envelope protéico, atingindo o compartimento extracelular por transporte vesicular (exocitose),
t&o cedo quanto 10 horas pos-infeccdo (Donis, 1995; Gong et al., 1996).

1.5 Epidemiologia

As infecgbes por BVDV sdo endémicas no rebanho bovino na maioria dos paises com
bovinocultura significante. Os hospedeiros sdo restringidos aos animais biungulados (ordem
Artiodactyla, e.g. ruminantes e suinos) (Maurer et al., 2004; Krey et al., 2006; Passler et al.,
2009), infectando naturalmente uma variedade de ruminantes domésticos e silvestres; os
bovinos séo considerados os seus hospedeiros naturais. In vitro, o BVDV é capaz de multiplicar
em uma variedade de células de cultivo de vérias espécies, inclusive de origem humana (Flores
et al., 2005). Estudos realizados em alguns paises mostraram que a prevaléncia de BVDV no
rebanho bovino pode variar amplamente de 14,6% para 95% na Suécia, Inglaterra e Pais de
Gales, Nova Zeléandia e Peru (Niskanen et al., 1995; Paton et al., 1998; Thobokwe et al., 2004;
Stahl et al., 2008)

No Brasil, a doenca esta presente desde a década de 70, distribuida por varios estados. Os
indices de positividade sorol6gica variam de 18 a 84% e os dois genoétipos ja foram
identificados. A prevaléncia foi estimada nos animais e nos rebanhos bovinos podendo variar de
22%-70% e 58-90%, respectivamente (Canal et al., 1998; Poletto et al., 2004; Thompson et al.,
2006; Quincozes et al., 2007; Frandoloso et al., 2008; Brito et al., 2010). Estes resultados
sugerem que a infecgdo pelo BVDV ¢ difundido no Brasil, mas os estudos observacionais que
estimam a prevaléncia e fatores de risco associados para 0 BVDV no pais ainda estdo faltando
(Almeida et al., 2013). No Uruguai e na Argentina, paises que fazem fronteira com o sul do
Brasil, tém a prevaléncia no rebanho de 100% e 93,1%, respectivamente (Guarino et al., 2008;
Carbonero et al., 2011).

1.6 Transmissao

O BVDV pode ser transmitido dos animais infectados para os susceptiveis através de contato
direto ou indireto, nas quais se incluem a ingestdo e a inalagcdo de matéria contaminada com
secregdes oculares e nasais, saliva, urina ou fezes de animais infectados (Harkness & Van Der
Lugt, 1994; Houe, 1999; Lindberg & Houe, 2005; Potgieter, 2004). A transmissdo iatrogénica
(agulhas ou material cirdrgico contaminado, luvas de palpacdo, tatuadores, aplicadores de
brinco) é ainda descrita, bem como por sémen contaminado, levando a sua transmissdo atraves
da monta natural e da inseminacéo artificial (Carter, 2004).
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A infeccdo transplacentaria é frequente, podendo levar ao nascimento de animais
imunotolerantes, persistentemente infectados (PI), que excretam continuamente o virus para o
ambiente.

1.7 Patogenia

Numa primeira fase, 0 BVDV multiplica-se na mucosa nasal e nas tonsilas (Potgieter, 2004).
Posteriormente, o virus multiplica-se nos linfonodos regionais, utilizando os leucdcitos para a
sua disseminacdo aos restantes dos Orgdos e tecidos, através do sistema linfatico (Lee et al.,
2009; Potgieter, 2004). Ambos os biotipos do virus exercem efeito imunossupressor, ao
modularem tanto a imunidade inata como a imunidade adquirida do hospedeiro (Peterhans et
al., 2003; Pinchuk et al., 2008). As consequéncias e a gravidade da infec¢do aguda pelo BVDV
dependem de uma série de fatores que incluem o bi6tipo viral, o status imunolégico do animal,
se a fémea esta gestando ou ndo, e periodo da gestacdo. O biétipo NCP do BVDV é o principal
responsavel pelas manifestacbes clinicas causadas pela infeccdo viral que se apresentam de
diversas formas (Baker, 1995; Bolin & Grooms, 2004).

Apesar de receber a denominagdo de virus da diarreia viral bovina, o BVDV afeta
especialmente o aparelho reprodutor (Carter, 2004). Nos machos, a infec¢do aguda pelo BVDV
da origem a orquites cronicas, que podem durar, pelo menos 2,75 anos, periodo durante o qual o
virus é eliminado no sémen, podendo ser transmitido a fémeas por monta natural ou por
inseminacéo artificial (Grooms, 2004; Givens et al., 2009; Marley et al., 2009). Os machos PI
eliminam, igualmente, o virus no sémen (Houe, 1999). Nas vacas PI, os ovarios encontram-se,
frequentemente, hipoplasicos e o nimero de foliculos reduzido, quando em comparacdo com
vacas saudaveis (Grooms, 2004). Nas fémeas ndo-Pl, a infec¢do aguda pelo virus pode resultar
em disfuncéo reprodutiva (McGowan et al., 2003).

1.8 Animais persistentemente infectados

Em fémeas prenhes a doenga aguda leva ao abortamento, mumificacdo fetal, natimortos,
anomalias congénitas e ao nascimento de crias fracas. A infeccdo com amostras do bi6tipo NCP
durante o estagio inicial do desenvolvimento fetal (40 a 120 dias), anterior & maturagdo do
sistema imune fetal, pode resultar no estabelecimento da imunotolerancia e de animais
persistentemente infectados (PI) (McClurkin et al., 1984) e todos os filhos de vacas Pl séo PI.
Estes animais excretam o virus durante toda a vida, constituindo-se no principal reservatorio e
fonte de disseminacdo viral entre os animais (Houe, 1995). A maioria destes animais vivem
entre 6 meses a dois anos, em média, e podem desenvolver uma forma fatal da infeccao
conhecida como doenga das mucosas, além do seu potencial imunossupressor, que tem um
papel decisivo no estabelecimento de infecgdes oportunistas por outros patdgenos,
principalmente respiratdrios e entéricos.

1.9 Doenca das mucosas

A doenca das mucosas (DM) se apresenta na forma de lesBes ulcerativas gastrointestinais,
hemorragia e diarreia, e acontece devido a mutagdes do virus persistente (NCP — CP) ou
superinfeccdo com virus CP vacinal ou de campo em animais Pl (Baker, 1995; Bolin, 1995) A
DM é uma sequela tardia da infeccdo persistente estabelecida pelo BVDV (Baker, 1995; Tautz
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et al., 1998). A DM também pode se apresentar na forma crbnica, em que 0s sinais clinicos séo
inespecificos, em um quadro de definhamento progressivo prolongado, podendo apresentar
lesBes orais e na pele (Ferreira et al., 2008).

1.10 Diagnostico

Deve-se suspeitar de infeccdo pelo BVDV sempre que houver uma ocorréncia de perdas
relacionadas a reproducdo; além disso, casos de doenca entérica e/ou respiratéria com
componentes hemorragicos (melena, petéquias em mucosas, serosas, etc.), erosdes e ulceracdes
no trato digestivo também sdo sugestivos dessa infeccdo. Essas manifestacbes ocorrem
principalmente, mas ndo exclusivamente, em animais jovens. Bezerros fracos, com crescimento
retardado e predisposicdo a outras enfermidades devem ser considerados potencialmente
suspeitos de serem Pl. Exames laboratoriais sdo essenciais para confirmagdo do diagnostico.
Existem vérias técnicas padronizadas para esse fim como o isolamento do agente em cultivos
celulares, considerado o padrdo, além de imuno-histoquimica (IHC), RT-PCR, virus
neutralizacdo e ELISA. Cada teste possui seus pontos fortes e fracos, assim como sua
sensibilidade, especificidade, custo e o trabalho laboratorial. Entretanto, o isolamento viral é
muito trabalhoso e consome muito tempo para o diagnéstico. ELISA indireto pode ser realizado
com um namero grande de amostras, mas nao é eficaz para a deteccéo de animais PI, e 0 ensaio
de IHC consome muito tempo para ser realizado. Portanto, a PCR é o método mais rapido e
eficaz para a detec¢do do BVDV em sémen e em outras amostras clinicas (Yan et al., 2011).

1.11 Controle

As vacinas devem proteger os animais da doenga clinica e, principalmente, impedir a
transmisséo transplacentaria e a infeccéo fetal (Van Oirschot et al., 1999). Atualmente existem
dois tipos principais de vacinas contra o BVDV: as vacinas inativadas e as vacinas vivas
modificadas (Van Qirschot et al., 1999; Fulton et al., 2003). Entretanto, a principal medida de
controle da infeccdo pelo BVDV baseia-se na identificacdo e eliminacdo dos animais PlI,
associado ou ndo ao uso de vacinas (Bolin, 1995).

Em um trabalho conduzido por Rikula e colaboradores (2008), investigacGes epidemioldgicas
apontaram o sémen utilizado em inseminacao artificial como a tnica fonte plausivel de infecgédo
de BVDV em 10 rebanhos leiteiros avaliados. Rastrearam a infeccdo com base em uma
modificacdo rara na sequéncia viral 5° UTR encontrada em todas as sequéncias analisadas,
comprovando a importancia do sémen como fonte de contaminag&o e disseminag&o viral.

Diante da importancia deste agente viral bovino, esse trabalho teve como objetivo a
padronizacdo de um teste de RT-PCR e gRT-PCR para o diagnostico do BVDV em amostras de
sémen podendo, desse modo, servir como ferramenta para uso em programas de controle,
visando diminuir a ocorréncia da transmissdao do virus nos rebanhos bem como perdas
relacionadas & infec¢éo viral.
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2 Material e Métodos

Fluxograma de atividade
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sensibilidade Gel Teste amostras

Agarose de sémen

Teste amostras
de sémen

. Deteccdo sensibilidade analitica

Sequenciamento

2.1 Multiplicacao e titulacdo viral

A amostra padréo utilizada foi a BVDV-1 NADL (ATCC 1422-CP). O virus foi multiplicado
em células Mardin-Darby bovine kidney (MDBK/ATCC CCL-22) mantidas em meio minimo
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
suplementado com 10% de soro fetal equino (SFE) (GIBCO, Carlsbad, CA, EUA) e 2 U/ml de
Penicilina, 2 pg/ml de Estreptomicina e 10 ug/ml de Anfotericina B.

A multiplicagdo viral foi realizada em frasco de T-75 cm? (TPP-Techno Plastic Products AG,
Trasadingen, Suica) com 90% de confluéncia da monocamada celular. O meio de cultura
contendo SFE (GIBCO) contido no frasco para manutencdo da célula foi retirado e a
monocamada lavada trés vezes com tampdo fosfato salina 1X (PBS- sigla inglés).
Posteriormente, 3 mL do in6culo viral BVDV-1 NADL diluido 1:10 em meio D-MEM foi
adicionado as células e feita a adsorcao viral por uma hora em incubadora (Thermo Scientific,
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Waltham, MA, EUA), a 37°C e 5% de CO,. Transcorrido o periodo de adsor¢do viral foi
adicionado DMEM com SFE (GIBCO) na concentracdo final de 5% e as culturas foram
mantidas em incubadora (Thermo Scientific) a 37°C e 5% CO, até o aparecimento do efeito
citopatico (ECP).

A titulacdo viral foi realizada utilizando a célula MDBK, em placas de 96 pogos (Corning,
Tewksbury, MA, EUA), adicionando-se 100 uL de meio DMEM (Sigma-Aldrich) com 50.000
células por cm? e 5% SFE (GIBCO), seguido de incubacio (Thermo Scientific) por 24 horas a
temperatura de 37°C e 5% de CO,. Apés a monocamada celular apresentar confluéncia de
aproximadamente 90%, foi feita a diluicdo do virus BVDV-1 NADL em escala logaritmica
seriada de base 10 (107 a 10®), e adicdo de 50 pL/poco. Foram realizadas oito replicatas por
cada diluicdo. A adsorcdo viral foi realizada por uma hora em incubadora (Thermo Scientific) a
temperatura de 37°C e 5% CO,. Apds, foi adicionado 100 pL de meio DMEM (Sigma-Aldrich)
suplementado com SFE (GIBCO) na concentracdo final de 2,5%. A placa foi novamente
incubada (Thermo Scientific) a temperatura de 37°C e 5% de CO,. O aparecimento do efeito
citopético foi observado diariamente e a leitura final realizada com 96 horas. O calculo da
titulacdo do virus foi realizado através do método de Reed & Muench (1938).

2.2 Extracido de RNA

Apos o cultivo celular para multiplicagdo viral, os frascos contendo os virus foram congelados e
descongelados por trés ciclos consecutivos e processados para a obtencdo de RNA viral. O
conteudo da lise celular causada pelo congelamento/ descongelamento foi centrifugado a 584 x
g (Jouan BR4i, Thermo Scientific) por 5 minutos a 18°C, para remocdo de debris celulares.
Apobs a centrifugacdo, o sobrenadante contendo o virus foi aliquotado e armazenado em
nitrogénio liquido. Foi realizada a dilui¢do do virus BVDV-1 NADL em PBS no volume total
de 500 pL e adicionado 1 mL de Tri-reagente (Sigma-Aldrich). Apds a homogeneizacéo e
incubagdo a temperatura ambiente por 5 minutos foram adicionados 200 pL de cloroférmio
100% (Merck, Whitehouse Station, NJ, EUA), seguida da agitacdo vigorosa por 15 segundos e
incubacédo a temperatura ambiente por 3 minutos. As amostras foram centrifugadas a 12000 x g
(MicroCL 17R, Thermo Scientific) por 15 minutos a 4°C, sendo obtida uma mistura trifasica:
uma fase aquosa transparente superior, uma interfase branco-leitosa e uma fase vermelha clara
inferior (fenol-cloroférmio). A fase aquosa, onde o0 RNA permanece, foi transferida para um
microtubo 1,5 mL e o RNA foi precipitado adicionando-se 500 ul de alcool isopropilico
(Merck). As amostras foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente, seguindo-se
uma etapa de centrifugacdo a 12000 x g por 10 minutos a 4° C. Apés a lavagem do RNA com 1
mL de alcool etilico 75% (Merck) e centrifugacdo a 7500 x g por 5 minutos a 4°C, o0 RNA foi
seco ao ar brevemente, e, apds, eluido em 20uL de &gua livre de nuclease e adicionado de 0,93
pL de RNasin (Promega, Madison, WI, EUA). Apos incubacdo das amostras a 56°C por 10
minutos, as mesmas foram armazenadas a -80°C (Thermo Scientific) até 0 momento do uso.

2.3 Iniciadores e otimizacdo RT-PCR

Os iniciadores para BVDV foram desenhados através do programa primer 3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) e o programa Oligo Calc: Oligonucleotide Properties
Calculator (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) utilizando a regido nédo
codificadora 5°(5"-UTR) de amostras previamente depositadas no Genbank (M31182/BVD-1
NADL, AY149216/BVD-2 e FJ387232/BVD-1NY-1). Esta regido oferece a vantagem de ser
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conservada, mas, por possuir regifes intervaladas com variacdes, favorece a tipagem de
amostras circulantes.

Iniciadores para controle interno foram feitos para confirmar a acessibilidade do RNA nas
amostras a serem testadas. Desenhou-se iniciadores para o gene glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) bovino (Genbank NM_001034034.1 - Tabela 1).

Tabelal.l Iniciadores, orientacdo e tamanho esperado do amplicon do gene 5’UTR do BVDYV e do
normalizador GAPDH.

Iniciadores Virus — Acesso no GenBank e posi¢éo Amplicon
Antisenso BVDV-1 NADL (M31182) (2-292) 290pb
5’ catgtgccatgtacagcagag 3’ BVDV-1 NY-1 (FJ387232)(2-291)

BVDV-2 (AY149216) (2-292)
Senso BVDV-1 NADL (M31182) (2-292)
5’aggctagccatgeccttagt 3’ BVDV-1 NY-1 (FJ387232) (2-291)

BVDV-2 (AY149216) (2-292)
Antisenso GAPDH RNA (NM_001034034.1) 99pb
5’ caccacccetgttgctgtagecaaat 3 (908-1007)
Senso GAPDH RNA (NM_001034034.1)
5’ ttgtctectgegacttcaacageg 3’ (908-1007)

Para a otimizacdo da RT-PCR one-step para BVDV e GAPDH, foram testadas quantidades
variaveis de RNA, temperatura de anelamento e a concentracdo dos iniciadores. Foi utilizado o
Kit Access Quick RT-PCR System (Promega), reacdo total de 25 uL: 12,5 uL Access Quick
Master Mix 2x, 6 uL agua livre de nuclease e 0,5 pL da enzima AMV reverse transcriptase (2,5
U), etapa realizada em fluxo laminar (Pachane, Piracicaba, SP, Brasil). O RNA (4 pL) foi
adicionado em microtubo de PCR junto com o iniciador, | pL de cada na concentragdo 10
pM/uL, e foi realizada uma etapa de desnaturacdo inicial a 70°C por 10 minutos € 5 minutos a
4°C. Apos essa etapa, 19 uL do mix de reagente, previamente preparado, foram adicionados ao
RNA desnaturado, utilizando uma capela (DNA/RNA workstation Loccus Biotecnologia, Cotia,
SP, Brasil). O ciclo da PCR foi de 45°C por 45 minutos, 95°C por 3 minutos, seguidos de 35
ciclos 94°C desnaturagdo, 60°C anelamento e 72°C extensdo por 45 segundos cada etapa e
extensdo final de 72°C por 7 minutos. Apds a PCR, ao volume total de 25 pL foi adicionado 2
uL do corante 6X Blue/Orange Loading Dye (Promega) e realizada a eletroforese (Loccus
Biotecnologia) em gel de agarose 1,5% (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) em tampéo TBE 0,5X
(89 mM Tris-Borato, 2 mM EDTA, pH 8,2), acrescido de brometo de etidio (0,5 pug/mL)
(Invitrogen), visualizado e fotografado em transiluminador UV (UVP, Upland, CA, EUA).
Todos os experimentos realizados com RT-PCR e gRT-PCR one-step e two-step foram
conduzidos utilizando fluxo laminar para preparacdo do mix de reagentes (Pachane) e a capela
(Loccus Biotecnologia) para a introducdo do RNA teste aos tubos contendo 0 mix de reagentes.

Foi realizado um experimento em paralelo para comparar a sensibilidade analitica da RT-PCR
one-step com a RT-PCR two-step onde se realizou um passo de transcricdo reversa a partir de
um molde de RNA, utilizando o kit Improm Il (Promega), seguida de PCR utilizando a enzima
Go taq (Promega) e o cDNA como molde. Em um microtubo foram adicionados 4 pL do RNA
extraido, 1 puL de cada iniciador (10 pMol/uL), aquecimento a 70°C por 10 minutos, seguido de
incubacdo no gelo por 5 minutos. ApoGs a etapa de desnaturacdo, foi adicionado o mix de
reagentes da reacdo de transcriptase reversa (RT), previamente preparado: 4 puL de MgCl, 25
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mM, 2 pL de tampdo RT 10X, 2 pL de desoxirribonucleotideo trifosfato (ANTP mix-200 mM)
(Promega), 0,5 uL. de RNasin (Promega), 1 pL da enzima RT e 4,5 pL de agua livre de
nuclease. O ciclo da RT foi de 25°C por 15 minutos, 42°C por 1 hora e 72°C por 15 minutos.
Apos a etapa de producdo do cDNA, para otimizacdo da PCR, foi utilizado o volume final da
reacdo de 20 pL: 4 uL do buffer 5X da enzima (MgCl, 1,5 mM, contido no tampéo), 1 uL de
cada iniciador (concentragdes 10 pMol/uL), 0,4 pL ANTP mix (200mM) (Promega), 9,5 pL
agua livre de nuclease, 0,1uL da enzima tag DNA polimerase (0,5U) e 4ul. do cDNA. O ciclo
da PCR consistiu de desnaturacdo inicial: 95°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos: 95°C por
45 segundos, 60°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto, finalizando com extenséo de 72°C por
7 minutos.

Foi realizada a eletroforese (Loccus Biotecnologia) em gel de agarose 1,5% (Invitrogen) em
tampdo TBE 0,5X (89 mM Tris-Borato, 2mM EDTA, pH 8,2) acrescido de brometo de etidio
(0,5 pg/mL) (Invitrogen), visualizacdo e registro fotografico com auxilio do transiluminador
UV (UVP).

2.4 Clonagem plasmidial

Posteriormente & amplificacdo da amostra viral BVDV-1 NADL por RT-PCR one-step, foi
realizada eletroforese (Loccus Biotecnologia) em gel de agarose 1,2% (Invitrogen) corado com
brometo de etidio (Invitrogen) e visualizado em transiluminador UV (UVP). Apds a corrida em
gel de agarose o DNA foi purificado através do método freeze-squeeze (Tautz & Renz, 1983);
brevemente, o DNA foi recortado do gel de agarose com o auxilio de uma lamina de bisturi e o
transiluminador UV (UVP). Posteriormente foi cortado em pequenos pedacos com a lamina de
bisturi e congelado a -80°C por 30 minutos. Apds o periodo, foi centrifugado a 17.000 x g
(MicroCL 17R Thermo Scientific) por 5 minutos. Utilizando uma pipeta, o sobrenadante foi
retirado e estocado a -20°C até o uso em clonagem em vetor plasmidial pGEM-T easy
(Promega).

A ligacdo do inserto ao plasmideo foi realizada utilizando 5 pL do DNA purificado do passo
anterior, 7,5 pL do tampéo 2x Rapid Ligation, 1pL do vetor pPGEM-T easy (Promega) e 1,5 pL
do T4 DNA ligase. A mistura foi incubada por 1 hora a temperatura ambiente e, posteriormente,
overnight a 4°C. Seguiu-se a transformacao bacteriana.

2.5 Transformacao bacteriana

A transformacdo foi realizada em bactéria Escherichia coli gold XL10 (Invitrogen)
guimicamente competente. Brevemente, foi adicionado ao produto da ligacdo do passo anterior
100 pL de E. coli XL10 competente, seguida da incubacdo por 20 minutos no gelo e
posteriormente choque térmico a 42°C por 50 segundos, com nova incubacdo no gelo por 2
minutos. A bactéria transformada foi transferida para um tudo de 15 mL contendo 900 uL de
meio Luria Bertani (LB) (Extrato de levedura 0,5% p/v, Triptona 0,1% p/v, NaCl 0,5% p/v, H,O
g.s.p), incubada por 90 minutos a 37°C, na velocidade de 150 rpm no agitador orbital (Thermo
Scientific) e, posteriormente, plagqueada 100 pL da cultura bacteriana foram semeadas em placa
de petri com meio LB &gar (Agar 1,5% p/v), contendo X-gal (25 pg/mL-Invitrogen) e
ampicilina na concentracdo final 100 pg/mL (Sigma-Aldrich). A incubacdo a 37°C foi realizada
por 24 horas e foram selecionadas as coldnias de coloragdo branca.
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2.6 Extracdo plasmidial em pequena escala

As colonias selecionadas foram crescidas em 10 mL de meio LB com ampicilina na
concentragcdo final de 100 mg/mL (Sigma-Aldrich) por 16 horas. Posteriormente, foram
separados 4 mL da cultura bacteriana em tubo de 15 mL (TPP) para a extracdo do plasmideo
recombinante. Ap6s centrifugacdo a 1000 x g (MicroCL 17R-Thermo Scientific) por 10 minutos
a 25°C, o sedimento foi ressuspendido em 200 pL da solucdo GET/RNase (9 g glicose; 2,5 mL
TRIS-HCI 1M; 5 mL EDTA 0,2 M; RNase 10 mg/mL-Invitrogen) e adicionou-se 400 uL da
solucédo de lise (5 mL de dodecil sulfato de s6dio—SDS 20%; 2 mL NaOH 10M) e 400 pL da
solucdo neutralizante (13 g de acetato de sédio, para 100 mL de solucdo, pH 4,8 ajustado com
acido acético glacial). Apés homogeneizacdo suave, o conteldo foi transferido para um
microtubo de 1,5 mL, incubado no gelo por 30 minutos e em seguida centrifugado a 10000 x g
(MicroCL 17R-Thermo Scientific) por 15 minutos a 8°C. O sobrenadante foi transferido para
um novo microtubo de 1,5 mL e adicionou-se 600 uL de alcool isopropilico, seguido de
homogeneizagdo e centrifugacdo 10000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi retirado por
inversdo e adicionou-se 500 pL de alcool etilico 70% (Merck), sequido de homogeneizacéo e
centrifugacgéo a 10000 x g por 5 minutos; o sobrenadante foi retirado por inversdo novamente e
0 sedimento eluido em 20 pL de agua livre de nuclease. A concentragdo do plasmideo
recombinante foi dosada em aparelho NanoDrop (NanoDrop Technologies, EUA) e o
plasmideo recombinante foi armazenado a -20°C até 0 momento do uso.

2.7 Contaminacdo experimental de amostra de sémen

Como relatado na literatura, amostras de sémen normalmente contém inibidores para PCR
(Rocha et al., 1998). Desta forma, uma amostra de sémen bovino negativa, anteriormente
testada através da RT-PCR para BVDV desenvolvida neste trabalho, foi utilizada para realizar
analises de sensibilidade analitica, comparativa entre virus em cultura de célula e em amostras
de sémen contaminado experimentalmente. O sémen foi descongelado e em seguida
contaminado com BVDV-1 NADL. Foram utilizados 50 uL do estoque de virus e adicionados
450 uL de sémen, na diluicdo de 1:10 do estoque inicial (concentragdo final no sémen
1,6.10°TCID50/50pL). As amostras foram mantidas sob agitacdo de 160 rpm no agitador orbital
(Thermo Scientific), por 90 minutos a 37°C e armazenadas a 4° C para 0 uso subsequente.

2.8 qRT-PCR

A otimizacdo da gRT-PCR foi determinada pela variacdo da quantidade de iniciador e a
temperatura de anelamento, porém a quantidade de reagentes do mix e o ciclo da qRT-PCR foi
utilizado conforme recomendado pelo fabricante. A qRT-PCR one-step foi realizada utilizando
Power SYBR®Green RNA-to-C7T™/-Step Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), em
um volume total de 25 ulL. Brevemente, para uma reagdo foi utilizado 12,5 uL do tampéo
Power SYBR®Green RT-PCR Mix 2X, 0,2 pL RT Enzyme Mix 125X, 0,5 uL de cada iniciador
(concentracdo 10 pM), 6,3 uL de agua livre de nuclease e finalmente, 4 uL. do RNA molde. A
gRT-PCR foi realizada no equipamento Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System ™. O
ciclo da qRT-PCR one-step consiste em 48°C para a realizagdo da transcricdo reversa, 95°C
para desnaturagdo da enzima e 40 ciclos: desnaturacdo 95°C por 15 segundos e anelamento
60°C por 1 minuto, sendo que nesta Ultima fase ocorreu a deteccdo da fluorescéncia. Em cada

30



amplificacdo foi avaliado o ciclo que apresentou o limiar de fluorescéncia (threshold cycle-Ct.)
e 0 numero de ciclos da RT-PCR em que foi detectada fluorescéncia. As amostras consideradas
positivas apresentavam o valor de Ct. inferior ou igual a 35, acima deste valor a mesma foi
considerada inconclusiva. Amostras negativas néo tiveram valor de Ct. detectado.

A gRT-PCR two-step foi realizada utilizando o PowerSYBR® Green Master Mix (Applied
Biosystems), com um volume total de 25 plL. Brevemente, para cada reacdo foi utilizado 12,5
pL do tampdo PowerSYBR® Green Master Mix 2X, 0,5 pL de cada iniciador (concentracdo de
10 pMol/pL), 6,5 pL de agua e finalmente, 4 L do cDNA (a etapa de transcri¢do reversa é a
mesma utilizada da sec¢do 2.3). O ciclo da gRT-PCR two-step consiste em 95°C para
desnaturacdo da enzima e 40 ciclos: desnaturacdo 95°C por 15 segundos e anelamento 60°C por
1 minuto, nesta Gltima fase que ocorreu a deteccdo da fluorescéncia. O valor do Ct. foi
estabelecido de maneira similar a gqRT-PCR anterior.

2.9 Sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica da gRT-PCR, RT-PCR one-step e two-step, foram testadas através de
dilui¢des seriadas na base 10 do plasmideo recombinante contendo o inserto de BVDV-1
NADL, e do RNA extraido do virus BVDV-1 NADL em cultura celular e amostra de sémen
experimentalmente contaminada para estabelecer o limite de deteccdo. O intervalo da diluicdo
foi de 10° e 10°.

2.10 Especificidade analitica

Para conferéncia da especificidade, foram avaliados nos sistemas desenvolvidos outros
membros da familia Flaviviridae. Foram testadas com a RT-PCR desenvolvida para a regido
génica 5-UTR de BVDV os virus: Dengue virus 2 e 3 (Den-2 e Den-3, respectivamente -
género Flavivirus), virus da febre amarela (Yellow fever virus — YFV — género Flavivirus). Para
0 virus da peste suina classica (Classical swine fever virus — CSFV — género Pestivirus), o RNA
foi gentilmente cedido pelo LANAGRO — Pedro Leopoldo, ap6s anuéncia formal do MAPA.

2.11Sequenciamento

O plasmideo contendo o inserto de BVDV-1 NADL foi sequenciado utilizando BigDye®
Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems). Resumidamente, a PCR do
sequenciamento foi realizada utilizando 1,5 pyL do tampédo de sequenciamento 5x, 1 uL do
BigDye, 5,5 pL de agua livre de nuclease, 1 pL de cada iniciador M13 senso e antisenso
(analisados em microtubos separados) na concentracdo de 10 pMol/uL e 1 pL da amostra alvo
(100 ng). A PCR foi conduzida (Termociclador Techne) com o seguinte ciclo: desnaturagéo
inicial de 96°C por 1 minuto, 30 ciclos de desnaturagdo 96°C por 15 segundos, anelamento
50°C por 15 segundos e extensdo 72°C por 4 minutos. Apds a reacdo de PCR seguiu-se a
precipitacdo da amostra, adicionando-se 40 pL de alcool isopropilico 40% (Merck) preparado
no momento do uso e incubacdo a temperatura ambiente por 30 minutos, protegido de luz. A
centrifugacdo foi realizada a 17000 x g (MicroCL 17R Thermo Scientific) por 45 minutos. O
sobrenadante foi descartado, acrescentou-se 500uL de &lcool etilico 60% (Merck) e centrifugou-
se novamente a 17000 x g por 10 minutos. O sedimento foi deixado secar ao ar e ressuspendido
em 15 pL de formamida HIDI (Applied Biosystems). Em seguida, a mistura foi agitada em
aparelho tipo vortex por 10 segundos e armazenada a 4°C até o momento de se colocar no
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sequenciador 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). A sequéncia obtida foi analisada
utilizando-se  os  softwares  tedricos  (http:/multalin.toulouse.inra.fr/multalin/ e
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) para a resolugdo de ambiguidades, com posterior
comparagdo a sequéncias previamente depositadas no banco mundial de dados génicos,
GenBank.

3 Resultados e discussao

3.1 Multiplicacdo e titulacdo virais

Apos incubagdo por 96 horas em incubadora (Thermo Scientific) a temperatura de 37°C e 5%
de CO,, a monocamada celular apresentou efeito citopatico viral caracteristico de infecgdo pelo
BVDV-1 NADL, como morte e lise celular. O titulo viral foi de 1,6.103TCID50/50pL.

3.2 Sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica esta representada nas figuras abaixo. A Figura 1.1 apresenta o
resultado da RT-PCR one-step utilizando como molde a dilui¢do seriada na base 10 do RNA
extraido de cultivo celular ou a partir de amostras de sémen contaminadas experimentalmente
com o virus BVDV-1 NADL. O limite de detec¢do para ambas as amostras foi de 1,6.10°
'TCIDso/50uL. Na figura 1.2 observa-se o resultado da RT-PCR two-step, utilizando como
molde o cDNA preparado e o kit Improm Il (Promega) a partir de RNA extraido de amostra
viral em cultivo celular ou de amostra seminal experimentalmente contaminada, seguido de
PCR utilizando a enzima Go taq (Promega). A sensibilidade foi de 1,6.10“TCIDsy/50uL para
amostra viral em cultivo celular, e, do sémen experimentalmente contaminado foi de 1,6.10°
STCIDso/50uL.

A sensibilidade analitica foi expressivamente maior utilizando o RT-PCR two-step,
primeiramente transcrevendo o cDNA em relagdo ao teste direto, RT-PCR one-step. Porém, em
contrapartida, a inclusdo de mais uma etapa no diagndstico pode ser desvantajoso para alguns
casos, por exemplo, quando se esta testando um grande nimero de amostras, sendo necessario
fazer uma etapa a mais, 0 que aumenta as chances de ocorrer contaminacgdo entre as amostras,
podendo levar a diagndstico falso positivo. Devido aos resultados encontrados nesse trabalho,
todas as analises de amostras de sémen foram realizadas a partir da RT-PCR one-step. Outro
ponto a ser destacado foi a qualidade do produto amplificado, onde pode ser observado no teste
a partir de cDNA, bandas extras adicionais a banda de tamanho esperado.
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Figura 1.1: Sensibilidade analitica da RT-PCR desenvolvida (regido 5- UTR) utilizando o Kit
Access Quick (Promega), para o virus BVDV 1 — amostra NADL em cultivo celular e amostra de
sémen contaminada experimentalmente. Sensibilidade analitica do BVDV NADL e em sémen
contaminado experimentalmente com BVDV-1 NADL. Extracdo do RNA genémico com Tri-reagente
(Sigma-Aldrich). Figura A: diluicdo seriada na base 10 do virus BVDV NADL (10%107°) canaletas 1-8;
canaleta 9 controle negativo e canaleta 10 padrdo de tamanho molecular 100 pb (Promega). Figura B:
diluicdo seriada na base 10 do sémen 936 comprovadamente negativo para BVDV, contaminado
experimentalmente com o virus BVDV-INADL (10%-107) canaletas 1-8; canaleta 9 controle negativo e
canaleta 10 padrdo de tamanho molecular 100 pb (Promega).
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Figura 1.2: Sensibilidade analitica da RT-PCR desenvolvida (regido 5- UTR), utilizando
transcri¢do reversa com o kit Improm Il (Promega), seguido de PCR utilizando a enzima Go
taq(Promega), para o virus BVDV-1 — amostra NADL em cultivo celular e amostra de sémen
contaminada experimentalmente. Sensibilidade analitica do BVDV-1 NADL em cultivo celular e
sémen contaminado experimental. Extracdo do RNA gendmico com Tri-reagente (Sigma-Aldrich),
seguida de producdo de cDNA e PCR. Figura A: diluicdo seriada na base 10 do virus BVDV NADL (10*
10" canaletas 1-10; canaleta 11 controle negativo e canaleta 12 padrdo de tamanho molecular 100pb
(Promega). Figura B: diluigdo seriada na base 10 do sémen 936 comprovadamente negativo para BVDV
contaminado experimentalmente com o virus BVDV-1 NADL (10%-107)canaletas 1-10; canaleta 11
controle negativo e canaleta 12 padrdo de tamanho molecular 100 pb (Promega).

A sensibilidade analitica do plasmideo recombinante BVDV-1 NADL foi realizada utilizando a
enzima Go taq DNA polimerase (Promega), conforme descrito anteriormente (item 2.3). Na
figura 1.3 observa-se a diluicdo seriada do plasmideo recombinante BVDV-1 NADL na base 10,
com diluico inicial de 440 ng (10°) até 44 zg (10%) e o limite de deteccéo foi de 44 fg (10™).
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Figura 1.3: Sensibilidade analitica da PCR para BVDV (regido 5 - UTR) utilizando plasmideo como
molde. Diluicdo seriada do plasmideo recombinante contendo o inserto BVDV (amostra NADL-1).
Canaletas 1-14: diluicdo seriada na base 10 come¢ando de 440ng até 44zg, canaleta 15: controle negativo
e 16: padrdo de tamanho molecular 100pb (Promega). A sensibilidade detectada foi de 44 fg.

3.3 Sequenciamento

A especificidade do produto amplificado pela PCR foi também avaliada por sequenciamento do
amplicon da regido 5-UTR do BVDV-1 NADL clonado no plasmideo pGEM-T easy (Promega),
utilizando iniciadores universais M13, seguido de alinhamento da sequéncia obtida com outras

amostras previamente depositadas no GenBank (Figura 1.4), utilizando os
http://multalin.toulouse.inra.fr/multaline e  http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi
ferramentas.
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AGGCTAGCCATGCCCTTAGTAGGACTAGCATAATGAGGGEEETAGCARCARTRETEAGTTCRTTRGATGECTTARGCCCTGAGTACAGGGTAGTCGTCAGTGGTTCRACGRCC-—~TTRGARTARAGGTCT

GCCATGCCCTTAGTAGGACTAGCARRATAAGGGEGETAGCARCAGTAGTEAGTTCAT TRGATGRCTRARGCCCTGAGTACAGGGTAGTCGTCAGTGGTTCRACGCT-=-TCAGAGGACARGLCT
AGGCTAGCCATGCCCTTAGTAGGACTAGCARRAGTAGGGEACTAGCGETAGCARTGAGTTCAT TRGATGRECCGAACCCCTGARTACAGGGGAGTCGTCARTGGTTCGACACTCCATTAGTCGAGGAGTCT
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CGAGATGCCACGTGGACGAGGGCATGCCCARRGCACATCTTARCC TGAGCEEEEETCECCCAGETARAAGCAGTTTTAACCGACTGTTACGARTACAGCCTGATAGEGTGCTGCAGAGGCCCACTRTATT
CGAGATGCCACGTGGACGAGGGCATGCCCACRGCACATCTTARCC TGAGCGGEERTCATTCAGETGARARCGGTTT-AACCARCCGCTACGARTACAGCCTGATAGEGTGCTGCAGAGGCCTACTRTATT
CGAGATGCCATGTGGACGAGGGCATGCCCACKGCACATCTTARCCCATGCGGEEGTTGCATRGETGARAGCGC TAR--TCGTRGCGTTATGGACACAGCCTGATAGGGTGTAGCAGAGACCTGCTATTCC
CGAGATGCCATGTGGACGAGGGCATGCCCACGGCACATCTTARCCCACGCAEEEGT TECGTRGETGARABCGCCAT--TCGTRGCATCATGGACACAGCCTGATAGEGTGTAGCAGAGACCTECTACTCE
CGAGATGCCACGTGGACGAGGGCATGCCCACAGCACATCTTARCCL gaGLGEEEGRTeGe , cabBTeARALCytLL , aale, acchttAcGaAt ACAGCCTGATAGEGT Get GCAGAGZCCEACTgtatt.
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GCTAGTARARR-CTCTGCTGTACATGGCACATG
GCTAGTARARR-CTCTGCTGTACATGGCACATG
GCTA:TARARALCTCTGCTGTACATGGCACATG

sites
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Figura 1.4: Alinhamento da sequéncias da regido 5-UTR amplificada a partir do virus BVDV-1
amostra NADL. Alinhamento do amplicon clonado em vetor pGEM-T easy (Clone-5UTR-NADL-
UFMG) realizado com sequéncias de BVDV-1 citopatogénica (NADL) e ndo citopatogénica (NY-1) e
BVDV-2 previamente depositadas no GenBank.
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A confirmagéo da especificidade foi verificada com o alinhamento, onde pode ser verificada a
identidade dos nucleotideos dos amplicons provenientes das PCR desenvolvidas baseada na
regido ndo codificadora 5°(5"-UTR) com amostras padrdo previamente depositadas no
GenBank, incluindo um depdsito da mesma amostra viral representativa do genétipo de BVDV-
1 citopatogénica utilizada neste trabalho (NADL), além de mais uma amostra de BVDV-1 nédo
citopatogénica (NY-1) e duas amostras BVDV-2. Foram destacadas a diferenciacdo dos
genotipos 1 e 2, com destaque para as trocas, delecdes e insercoes.

3.4 qRT-PCR

Os experimentos de gRT-PCR one-step e two-step foram realizados utilizando-se iniciadores da
regido 5’UTR e o método de extracdo escolhido foi através do Tri-reagente (Sigma-Aldrich). O
limite de detecgéo da fluorescéncia foi de 1,6.10"TCIDsy/50uL para o virus BVDV-1 NADL,
houve diferenca de 10 vezes na deteccdo do virus em sémen experimentalmente contaminado,
que foi de 1,6.10°TCID50/50uLutilizando Power SYBR® Green RNA-to-CT™ [-Step Kit
(Applied Biosystems), na qRT-PCR one-step. Na Tabela 1.2 pode-se observar a média do valor
do Ct. na qRT-PCR realizada em triplicata em relacéo a dilui¢do. A sensibilidade foi melhorada
utilizando-se inicialmente a transcricdo reversa com o kit Improm Il (Promega), seguido de
gRT-PCR two-step utilizando PowerSYBR® GreenMaster Mix (Applied Biosystems) e a
mesma concentracdo de iniciador 5 pMol. A sensibilidade para o virus BVDV-1 NADL em
cultivo celular foi de 1,6.10*TCIDsy/50uL e do sémen contaminado experimentalmente foi de
1,6.10°TCIDsy/50uL, mostrando o mesmo fendmeno observado na RT-PCR one-step, ou seja,
reducdo de um log na deteccdo no caso da amostra seminal. Esse resultado pode ser devido a
inibidores de PCR presentes no sémen (Wiedmann et al., 1993; St-Laurent et al., 1994).

Tabela 1.2 Relagdo do valor de Ct. na gRT-PCR com a dilui¢do da amostra para BVDV-1 NADL

Diluicao em escala Ct. qRT-PCR one- | Ct. gRT-PCR one- | Ct. qRT-PCR two- | Ct. gRT-PCR two-
logaritmica seriada step BVDV em step BVDV sémen | step BVDV cultivo | step BVDV sémen
base 10 cultivo celular contaminado exp. celular contaminado exp.
1,6.10°TCIDsy/50uL 24,80 27,95 17,60 18,28
1,6.10"TCIDsy/50uL 28,32 30,51 20,74 21,54
1,6.10°TCIDsy/50uL 31,42 33,63 23,13 24,93
1,6.10"'TCIDsy/50pL 34,42 36,57 27,11 28,01
1,6.10°°TCIDsy/50pL 37,29 Sem Ct. 29,85 31,25
1,6.10°°TCIDsy/50pL Sem Ct. Sem Ct. 32,40 34,30
1,6.10TCIDsy/50pL 35,13 38,13
1,6.10°TCIDso/50uL 37,95 Sem Ct.

Negrito- Valor de Ct. considerado positivo

A especificidade do teste foi confirmada através da presenca de todas as diluicdes na curva de
dissociacdo. A diferenga de sensibilidade pode ser devido a inibidores de PCR presente no




sémen. Na figura 1.5, observa-se a curva padrdo com o plasmideo recombinante BVDV-1
NADL linearizado diluido na base 10 em triplicata de 1,2 ng a 1,2 ag, obtendo-se o limite de
deteccdo de 1,2 fg (10™) (Figura 5A). Na Figura 5B esta representada a curva padrdo gerada
com slope -3,327, R? 0,997 e eficiéncia de 99,801%; na Figura 5C a curva de dissociacio
mostra a especificidade do teste, mostrando um Unico pico em todas as amostras.

Comparando-se a RT-PCR one-step com a gRT-PCR one-step os resultados foram semelhantes,
diferindo somente na detecgdo de sémen experimentalmente contaminado com BVDYV com um
log a menos. Yan e colaboradores (2011) encontraram resultados de 1,33TCIDs, para BVDV-1
e 2TCIDsy para BVDV-2, para BVDV em cultivo celular, a extracdo foi realizada com TRIzol
(Invitrogen), a mesma regido génica deste trabalho e utilizando o Kit da qRT-PCR One-Step
RT-PCR Master Mix (Qiagen).

No presente trabalho o limite de deteccdo foi de 1,6.10*TCIDsy/50uL para o virus BVDV-1 e
1,6.10°TCIDsy/50uL para sémen experimentalmente contaminado na qRT-PCR one-step. Zhang
e colaboradores (2011) encontraram o limite de deteccdo de 3,2TCIDs, para BVDV em cultivo
celular, utilizando para a extragdo de RNA o Kit QIAamp RNA blood purification kit (Qiagen),
gRT-PCR two-step RotorGene 3000 cycler system (Corbett) Tagman e iniciadores da mesma
regido 5"UTR. Baxi e colaboradores (2006) encontraram o limite de deteccdo de 100TCIDs
para BVDV-1 e 10TCIDs, para BVDV-2 em cultura celular, extracdo realizada com kit QlAamp
viral RNA extraction (Qiagen), a regido génica 5’UTR e a qRT-PCR one-step utilizando
Smartcycler sequence detector (Cephid).

Apesar da significante diferenca no limite de deteccdo entre a gRT-PCR/RT-PCR one-step e
two-step de 3 logs, deve-se ressaltar os beneficios da técnica one-step: i-Evita a contaminagao
da amostra entre os passos RT e a gPCR/PCR; ii-O ndmero de passos diminui e
consequentemente o tempo de preparo e realizacdo da PCR; iii-Possibilidade de triagem de um
grande nimero de amostras ao mesmo tempo; iv-Aumento da sensibilidade, uma vez que todo o
cDNA gerado na transcrigao reversa sera utilizado na g°PCR/PCR. Por outro lado, como todo o
cDNA sera utilizado como molde na PCR, sera necessaria uma nova RT para a realizacdo de
outros testes ou até mesmo a repeticdo da PCR, o que inviabiliza repeticGes, por exemplo, de
amostras mais raras.

Outra vantagem dos testes one-step, é o potencial que a RT pode ter de causar inibi¢cdo ou
multipla amplificagdo na qPCR/PCR. Como pode ser observado neste trabalho, houve presenga
de bandas extras presentes na PCR utilizando o sistema two-step. Na qPCR, esse efeito pode ser
visualizado na curva de melt, com formacdo de mais de um pico e também na curva de
amplificacdo. Esse efeito é devido ao contetdo do tampdo (sais e ions) usado na reacdo de RT
ou mesmo a transcriptase reversa. Na gRT-PCR/RT-PCR one-step esse efeito € minimizado
com a utilizagdo do tamp&o e enzimas proprios para serem realizados em conjunto com a gPCR
ou a PCR. Outros pesquisadores ja observaram esse efeito em qPCR/PCR two-step. Suslov e
Steindler (2005) realizaram experimentos utilizando gRT-PCR two-step, com diferentes
reagentes e realizando ou ndo um passo depois da RT de purificagdo para a retirada de
inibidores (restos de ions e sais do tamp&o utilizado na transcri¢do reversa, bem como tragos da
enzima utilizada, a qual pode permanecer ligada ao seu DNA alvo). Os pesquisadores
concluiram que o processo de produgdo de cDNA, dependendo da quantidade de RNA alvo
inicial, pode levar a inibicdo e a amplificacOes inespecificas quando o cDNA ndo ¢ purificado
antes da gPCR. Esse efeito pode ter ocorrido neste trabalho, devido a diferenca metodolégica
entre as PCR/gPCR one e two-step.
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Figura 1.5: Analise da sensibilidade da qRT-PCR para BVDV (5"- UTR). A gRT-PCR foi realizada
utilizando Master Mix Syber Green One-step (Applied Biosystem), no equipamento Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System ™. Foi utilizado o plasmideo recombinante BVDV-1 NADL, linearizado,
diluido na base 10 de 1,2 ng a 1,2 ag. Os ensaios foram realizados em triplicata e foram consideradas
positivas as diluicbes que apresentavam Ct. inferior ou igual a 35. Figura 5A mostra a curva de
amplificacdo, sendo o limite de deteccdo de 1,2 fg. Figura 5B: Curva padréo gerada com slope -3,327, R
0,997 e eficiéncia de 99,801%. Figura 5C: Curva de dissociacdo mostrando a especificidade da reagéo,
todas as diluicdes estéo presentes dentro da curva e a temperatura de dissociacdo foi de 82.8°C.
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3.5 Repetibilidade e Reprodutibilidade

A repetibilidade do teste de PCR foi realizada utilizando 10 amostras de sémen bovino, sendo 2
amostras negativas e 8 positivas, utilizando a qRT-PCR one-step. Foram realizadas 3 extracGes
de cada amostra de sémen e feitas em triplicata em tubos separados, somando um total de 90
reacGes, sendo realizada por pessoas diferentes em dias diferentes, para determinar a
variabilidade intra e entre os ensaios (Tabela 1.3).

Para todas as amostras negativas ndo foi detectada a fluorescéncia. Os controles negativos ndo
apresentaram valor de Ct. O coeficiente de variacdo (CV), formula CV%=média Ct./SDx100,
foi determinado pelo valor do Ct de cada amostra, e, foi avaliado intra-ensaios, onde a analise é
feita para verificar a variacdo dentro do mesmo experimento e inter-ensaios, utilizado para
verificar a variacdo entre experimentos diferentes. O CV das andlises intra-ensaios variou de
0,11 a 0,23%, e o CV inter-ensaios variou de 0,36 a 0,82%, podendo-se observar que a variacdo
foi pequena entre os experimentos. Para experimentacdo animal de comparacdo de técnicas
utilizando o CV, a variacdo oscila de 20-30% (Barbosa & Sampaio, 2010). Podemos observar
que a variacdo do CV é pequena entre os testes e dentro dos testes, sendo assim a gRT-PCR
desenvolvida é considerada sensivel e com alta repetibilidade.

39



Tabela 1.3 O coeficiente de variacdo (CV) de cada amostra para analises intra e inter-ensaios.

Nur_nero 1°Triplicata 2°Triplicata 3°Triplicata cv lnter-

Animal ensaio

4 2520207024 | 26.80585289 | 25.21722031
26.16350746 | 27.22911263 | 26.19878769
25.93236923 | 27.46531296 | 25.61956215

C;’n;r;tiga' 0.019477248 | 0.012298945 | 0.019215779 | 0.003606414

901 23.77093506 | 243151207 | 23.17806816
2371743393 | 24.46878242 | 23.22816467
23.98835373 | 25.19257736 | 22.72792244

C;’n'sr;tiga' 0.006022386 | 0.019002655 | 0.011954776 | 0.006857421

930 29.38221169 | 24.73600388 | 25.77467728
28.46397591 | 24.77439308 | 25.59498787
29.08943558 | 24.26228714 | 25.56927109

C;’n'sr;tiga' 0.016186282 | 0.011598971 | 0.00436354 | 0.006763762

444 2520640007 | 26.44848061 | 254114418
252442379 | 26.19482231 | 25.23374367
2523235703 | 26.61246109 | 24.94869995

C;’n'sr;tiga' 0.001348798 | 0.007964769 | 0.009264116 | 0.004256431

966 25.00460052 | 26.26957893 | 26.24455261
24.61383629 | 26.79536057 | 26.16012383
25.1809063 | 26.80681419 | 26.17781448

C:}’n'sr;tiga' 0.011639745 | 0.011527979 | 0.001699828 | 0.005668421

92 26.66784096 | 26.6661911 | 28.16103363
26.68412971 | 26.46531296 | 28.07254791
2674077797 | 27.0088562 | 28.42581558

C:}’n'sr;tiga' 0.001434001 | 0.010288318 | 0.006513842 | 0.004385054

23 2651420784 | 2553457069 | 24.89866447
26.8406353 | 2544882011 | 23.87893486
26.67259407 | 26.17099953 | 24.88570404

C:}’n'sr;tiga' 0.006119309 | 0.015340658 | 0.023826071 | 0.008235168

HVB/O1 | 26.74002838 | 2583826065 | 25.95158958
26.68101311 | 2534022141 | 25.60510826
2671090889 | 2577467728 | 25.7858696

C;/n'sr;tiga' 0.001104746 | 0.010567168 | 0.006721851 | 0.004664697
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3.6 Especificidade

A RT-PCR foi realizada com iniciadores da regido 5’UTR, utilizando o Kit Access Quick
(Promega), conforme padronizagdo descrita anteriormente. Na figura 1.6 pode-se observar
amplicon do tamanho esperado de 290 pb para o virus BVDV-1 NADL.

Houve ainda amplificagdo no mesmo tamanho de 290 pb para o outro Pestivirus de biungulados
testado, o virus da Peste Suina Classica. N&do houve amplificacdo para os virus da febre amarela
e Dengue virus 2 e 3 (estes trés pertencentes ao género Flavivirus).

Figura 1.6: Teste de especificidade da RT-PCR para BVDV utilizando a regido ndo codificadora
5(5"- UTR). Canaleta: 1 BVDV-1; canaleta 2 CSFV; canaleta 3 YFV; canaleta 4 Dengue virus 2;
canaleta 5 Dengue virus 3 canaleta 6 controle negativo e canaleta 7 padrdo de tamanho molecular 100pb
(Promega).

Como pode ser observado na figura acima, os iniciadores desenhados para a amplificacdo do
BVDYV também amplificam o virus da peste suina classica, porque a regido 5’UTR ¢é uma regido
muito conservada entre os Pestivirus. Pesquisadores tém mostrado que ndo somente no nivel
gendmico, mas, também em relagdo aos antigenos, hd uma grande similaridade entre os
pestivirus, porém a amplificacdo desse virus ndo é significante para o diagndstico do sémen
bovino. Os testes realizados neste trabalho apresentaram alta sensibilidade, repetibilidade e
especificidade para a deteccdo do BVDV em sémen, podendo o mesmo ter o seu uso ampliado
para outros fluidos bioldgicos, como sangue e amostras de tecido.
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CAPITULO 2 Bluetongue virus

RESUMO

Bluetongue virus (virus da lingua azul- BTV) é um agente viral ndo contagioso, de notificagdo
obrigatdria, transmitido por insetos hemat6fagos. Geralmente a infeccdo em bovinos €
subclinica, porém devido & associacdo do virus a hemacias, a viremia é prolongada podendo
durar meses. Dependendo do sorotipo do BTV envolvido na infec¢do, podem ocorrer graves
disturbios reprodutivos incluindo morte embrionéria precoce, abortos, ma formagdo congénita,
infertilidade temporaria em touros e a eliminacdo do BTV no sémen. Amostras de sémen
congeladas estdo sendo usadas com frequéncia na inseminagdo artificial no rebanho para
melhoramento genético, e consequentemente tornou-se necessario o controle sanitario para
evitar a disseminacdo de patdgenos transmitidos via sémen, como o BTV. O objetivo desse
trabalho foi a otimizagdo da técnica de RT-PCR e qRT-PCR, one-step e two-step, utilizando
iniciadores que amplificam parte do gene do seg-10 que codifica a proteina ndo estrutural 3-
NS3 que é altamente conservada. A sensibilidade analitica da RT-PCR one-step para o virus
BTV-4 em cultivo celular foi de 6,3.10°TCIDsy/50uL ¢ para o sémen experimentalmente
contaminado foi de 6,3.10‘1TCID50/50pL. A sensibilidade analitica da RT-PCR two-step, foi
6,3.10"TCIDsy/50uL para BTV-4 em cultivo celular e 6,3.102TCIDsy/50puL para sémen
experimentalmente contaminado com BTV-4. A qRT-PCR foi realizada utilizando os mesmos
iniciadores. O limite de deteccdo da fluorescéncia na qRT-PCR foi de 6,3.10"TCIDsy/50pL
tanto para 0 BTV-4 em cultivo de célula, quanto em sémen experimentalmente contaminado,
utilizando RNA como molde para a qRT-PCR one-step. A sensibilidade analitica da gRT-PCR
two-step, foi de 6,3.10“TCIDsy/50uL para BTV-4 tanto em cultivo celular quanto para sémen
experimentalmente contaminado, utilizando cDNA produzido como molde. A regido génica
trabalhada no desenvolvimento do teste diagndstico é conservada para o BTV, ndo permitindo a
caracterizacao dentre os diferentes sorotipos. O coeficiente de variacdo (CV) foi determinado
pelo valor do Ct de cada amostra. O CV das analises intra-ensaios variou de 0,21 a 3,4% e 0 CV
inter-ensaios variou de 0,29 a 1,8% entre as amostras. A existéncia de restricdo a exportacao de
sémen positivo para BTV ressalta a importancia dos testes aqui descritos.

Palavra-chave: RT-PCR, gRT-PCR, BTV, sémen, bovino
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ABSTRACT

Bluetongue virus (BTV) is a non-contagious viral agent, with mandatory notification,
transmitted by haematophagous insects. Usually the infection is subclinical in cattle, however
due to virus-cell association of BTV, the viraemia is prolonged and may last for several months.
Depending on the type involved in the infection, severe reproductive disorders can occur
including early embryonic death, abortion, congenital malformation, temporary infertility in
bulls and shedding of BTV by semen. Frozen semen samples are being frequently used in
artificial insemination for herd genetic improvement. Consequently, herd health control
measurements became essential in order to prevent the spread of pathogens, such as BTV, via
semen. The aim of this study was to optimize the RT-PCR technique and qRT-PCR, one-step
and two-step, using primers that amplify part of the seg-10 gene that encodes the high
conserved nonstructural protein 3- NS3 protein. The analytical sensitivity of RT-PCR one-step
to BTV-4 virus in cell culture was 6,3.10°TCIDsy/SOuL and 6,3.10"TCIDsy/50pL for semen
experimentally contaminated. The analytical sensitivity of RT-PCR two-step was 6,3.10°
*TCIDso/50pL for BTV-4 in cell culture and 6,3.10°TCIDsy/50uL for semen experimentally
contaminated with BTV-4. The gRT-PCR was performed using the same primers. The limit
detection of the fluorescence of the qRT-PCR was 6,3.10"TCIDsy/50uL for both BTV-4 cell
culture and experimentally contaminated semen using RNA as template for gRT-PCR one-step.
The analytical sensitivity of the gqRT-PCR two-step was 6,3.10*TCIDsy/50uL of BTV-4 for
both studied cell culture and semen experimentally contaminated, using cDNA as template. The
gene region as a diagnostic test did not allow the differentiation among serotypes. The
coefficient of variation (CV) was determined by the Ct value for each sample. The CV intra-
assay analysis ranged from 0,21 to 3,4 % and the inter-assay CV ranged from 0,29 to 1,8%
among samples. The existence of restriction on exporting semen positive for BTV highlights the
importance of the tests described here.

Keyword: RT-PCR, qRT-PCR, BTV, semen, bovine
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CAPITULO 2 Bluetongue virus

1 Revisao

1.1 Introducéo

O Bluetongue virus (BTV) é capaz de infectar naturalmente uma variedade de ruminantes
domésticos e selvagens, incluindo ovinos, caprinos, bovinos, bubalinos, camelideos, cervideos e
outros herbivoros, como os elefantes. A incidéncia da doenca clinica é altamente variavel. A
doenga clinica é mais comum nos ovinos e cervideos. O BTV pode causar doenca grave em
ovinos e em alguns cervideos, mas raramente causa doenca em bovinos, caprinos e na maioria
dos ruminantes selvagens. Embora a infeccdo nos bovinos seja de grande importancia
epidemioldgica, a infeccdo nesta espécie é geralmente subclinica. A taxa de mortalidade e a
gravidade dos sinais clinicos sdo influenciadas pela espécie, raga e idade do animal infectado,
pelo status imunoldgico do animal, pelo sorotipo e amostra do BTV e por interagdes com o
meio ambiente. Em bovinos os surtos sao esporadicos, a morbidade variavel (geralmente em
torno de 5%) e a mortalidade muito baixa ou nula (Lobato, 1999). Um fato a ser destacado,
entretanto, foi a emergéncia do BTV-8 na Europa em 2006, especialmente na Bélgica,
Alemanha, Franca, Luxemburgo e Holanda. O virus rapidamente se espalhou para o restante da
Europa nos anos subsequentes (Zientara & Sanchéz-Viscaino, 2013). Este surto foi marcado
pela ocorréncia de teratogenia nos fetos, além de alta frequéncia de sinais clinicos na espécie
bovina, mostrando a necessidade de se estender os programas de controle de pequenos
ruminantes para os bovinos (Anderson et al., 2013).

As principais consequéncias da infec¢do pelo BTV, tanto para bovinos quanto para ovinos, sao
as perdas indiretas devido ao aborto, a queda do desempenho reprodutivo, a perda de condicao
corporal e a queda na producdo de leite (para bovinos). A restricdo ao mercado animal
internacional e seus germoplasmas, entretanto, € uma das causas mais importantes de perda
econdmica relacionada ao BTV (Aradaib et al., 2005).

1.2 Etiologia

A Lingua Azul é uma doenca viral, ndo contagiosa, transmitida por dipteros do género
Culicoides, que afeta ruminantes domésticos e selvagens. O virus da lingua azul é um Orbivirus
pertencente a familia Reoviridae, similar morfologicamente a outros orbivirus como o African
horse sickness virus, Epizootic hemorrhagic disease virus e Equine encephalosis virus. O
genoma do BTV é constituido por 10 segmentos de RNA de fita dupla, sete codificantes de
proteinas estruturais (VP1-VP7) e trés de proteinas ndo estruturais (NS1-NS3a e NS3b)
(Belhouchet et al., 2011; Ratinier et al., 2011).

A proteina externa do capsideo é formada pela proteina VP5 (Nason et al., 2004) que é o
principal determinante da especificidade do sorotipo (Inumaru et al., 1987; Oldfield et al., 1990;
Anthony et al., 2007; Maan et al., 2010), junto com a VP5. Até 0 momento 26 sorotipos foram
identificados no mundo (Roy & Noad, 2006; Schwartz-Cornil et al., 2008; Maan et al., 2012).
Além dos sorotipos ja mencionados foram descritos 0 BTV 25 e 26, isolados na Suica e Kuwait,
respectivamente (Hofmann et al., 2008; Chaignat et al., 2009; Maan et al., 2011). N&o se sabe
exatamente como os diferentes sorotipos se manifestam clinicamente.
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1.3 Historico

O BTV foi descrito pela primeira vez na Africa do Sul (Spreull, 1905; Henning, 1956). O nome
lingua azul refere-se a descricdo da lingua cianética de alguns animais afetados. Esta doenca foi
reconhecida posteriormente nos Estados Unidos, Peninsula Ibérica e Oriente Médio, Asia e sul
da Europa (Verwoerd & Erasmus, 2004). Atualmente, é evidente que a infeccdo pelo BTV
ocorre no mundo todo e em todos os climas: tropical, subtropical e algumas regies temperadas.
A primeira referéncia de Lingua Azul no Brasil data de 1978 (Silva, 1978), quando foi relatada
a Organizacdo Mundial de Salde Animal a primeira evidéncia soroldgica da ocorréncia dessa
doenca no pais. Esse relato representou também a primeira evidéncia do BTV na América do
Sul (Lager, 2004). Em 1980, oito de um total de 60 bovinos exportados do Brasil para os
Estados Unidos desenvolveram anticorpos contra 0 BTV (sorotipos 4 e 20) durante o periodo de
quarentena e, a partir de um dos animais, o virus foi isolado (sorotipo 4) (Groocock &
Campbell, 1982). A partir dessa data, varios levantamentos soroldgicos, incluindo diferentes
espécies de ruminantes domésticos e selvagens, tém evidenciado a presenca de reacdo positiva
para o BTV em varios estados brasileiros, incluindo Paraiba (Melo et al., 2000), Minas Gerais
(Castro et al., 1992; Lage et al., 1996; Konrad et al., 2004), Rio de Janeiro, Sergipe, S&o Paulo,
Parana, Santa Catarina (Lager, 2004), Rio Grande do Sul (Costa et al., 2006) e Mato Grosso do
Sul (Tomich et al., 2009), sem, contudo serem detectadas manifestac@es clinicas. Em 2001, foi
confirmado um foco da doenca no estado do Parand, envolvendo 130 ovinos, quatro caprinos e
70 bovinos soropositivos. Desses animais, 0ito ovinos e um caprino apresentaram sinais clinicos
da doenca (Laender, 2002; Lager, 2004), sendo a primeira confirmacdo da ocorréncia de sinais
clinicos da doenga no pais e na América do Sul.

1.4 Transmissao

O BTV ¢é quase sempre transmitido por mosquitos do género Culicoides (Diptera:
Ceratopogonidae) e, portanto, surtos dependem da presenca desses vetores e ruminantes
susceptiveis. Os Culicoides incluem até a presente data 1300 a 1400 espécies (Mellor et al.,
2000; Borkent, 2005), mas apenas cerca de 30 deles sdo considerados vetores (Meiswinkel,
2004). Sdo mais facilmente encontrados em areas quentes, Umidas e lamacentas que sdo ricas
em matéria organica. Ao sugar o sangue de ruminantes infectados, 0os mosquitos adquirem o
BTV, que replica em seu trato digestivo. Além dos mosquitos, o0 BTV foi isolado a partir de
algumas espécies de carrapatos (Stott et al., 1985; Bouwknegt et al., 2010). Sémen de touro
também pode transmitir o virus, mas somente durante o periodo de viremia (Bowen & Howard,
1984; Howard et al., 1985; Osburn, 1994; Kirkland et al., 2004). E importante ressaltar a
importancia da transmissdo via sémen, pois a viremia do BTV no touro € muito prolongada,
sendo importante fonte de contaminacdo para fémeas através da monta natural e inseminacéo
artificial.

A passagem do BTV através da placenta j& havia sido mostrada como modo de transmissao em
bovinos (Gibbs et al., 1979; Thomas et al., 1986; De Clercq et al., 2008; Desmecht et al., 2008;
Menzies et al., 2008; Backx et al., 2009; Darpel et al., 2009; Lewerin et al., 2010; Santman-
Berends et al., 2010). Em um estudo experimental foi ainda possivel infectar um bezerro recém-
nascido com colostro contaminado com BTV (Backx et al., 2009). A transmissdo com colostro
também foi relatada por Mayo et al. (2010).
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Durante a recente introducdo do BTV-8 na Europa ocorreu grande nimero de abortos em
ruminantes. Em estudos de infecgdo experimental com esta amostra de BTV-8 foi demonstrada
a habilidade deste subtipo em cruzar a barreira placentaria no inicio do segundo terco da
gestacdo. Comprovou-se a transmissdo transplacentaria em 33% das cabras infectadas
experimentalmente até o dia 61 da gestagdo (Belbis et al., 2013). Em outro estudo também com
0 BTV-8 isolado na Bélgica, onde a soroprevaléncia aumentou de 1,3 a 88% somente no ano de
2007, calculou-se o impacto reprodutivo em rebanhos ovinos primariamente infectados, e, sem
protecdo vacinal, onde se observou a ocorréncia de abortos em 25% dos animais nos rebanhos
avaliados, e, queda da fertilidade em 50% (Saergeman et al., 2011).

Para melhorar o conhecimento sobre a capacidade de cruzar a barreira transplacentaria e
verificar o impacto da vacinagdo com virus vivo modificado na Italia, Savini e colaboradores
(2014) avaliaram em um estudo retrospectivo, bago e cérebro de fetos de 663 ovinos, 429
bovinos, 155 caprinos e 17 bufalos. Os autores isolaram 0 BTV-2 e BTV-9 vacinais em 2,4%
das amostras de ovinos, 1,4% das provenientes de bovinos e 0,6% das de caprinos. Foi ainda
verificado que o BTV-9 (n=28) foi mais frequentemente isolado que o BTV-2 (n=3), e, que
ambos foram hdabeis ndo somente em cruzar a barreira transplacentaria nestas espécies
destacadas, bem como causar aborto e ma formacao fetal.

1.5 Patogenia

Apos a inoculacdo do virus através de picada de um vetor infectado com BTV o virus migra
para o linfonodo regional (Mac-Lachlan, 2004). O virus é levado através dos vasos linfaticos
para todo o corpo do animal. Células mononucleares de sangue periférico (PBMC) representam
a populagdo de células alvo capaz de transportar o virus aos locais secundarios de replicacéo
(Whetter et al., 1989; Barratt-Boyes et al., 1992). A multiplicacgio do BTV ocorre
principalmente em fagdcitos mononucleares e células endoteliais e este evento é seguido por
uma liberagdo abundante de virus para a corrente sanguinea (MacLachlan et al., 1990; Barratt-
Boyes & MacLachlan, 1994).

A deteccdo de RNA do BTV nas células do sangue dura até 140-160 dias apos a infec¢do, um
intervalo correspondente ao tempo de vida dos eritrécitos bovinos (Katz et al., 1994;
MacLachlan et al., 1994). Varios estudos em bovinos naturalmente ou experimentalmente
infectados com BTV confirmaram que as particulas virais infecciosas no sangue podem ser
isoladas por um periodo consideravelmente mais curto em comparagdo com a detecgdo de RNA
viral (MacLachlan et al., 1994; Singer et al., 2001; Bonneau et al., 2002).

Em bovinos a doenga clinica é rara (Tweedle & Mellor, 2002) com excec¢do da infec¢do pelo
BTV-8 em que os sinais clinicos se manifestam em um grande nimero de animais (Elbers et al.,
2008). Os estagios iniciais sdo caracterizados por apatia, febre e depressao seguida de erosdo e
necrose da mucosa oral e nasal, corrimento nasal, salivacdo excessiva, claudicagéo, conjuntivite,
dermatite ulcerativa, diarreia ocasional sanguinolenta, edema e hiperemia. A pele dos tetos
muitas vezes esta inflamada e pode rachar e descascar (Tweedle & Mellor, 2002; Thiry et al.,
2006; Williamson et al., 2008; Elbers et al., 2008, 2009). Ordenhar vacas com essas lesfes pode
acarretar em perda da producéo leiteira (Thiry et al., 2006; Mehlhorn et al., 2008; Elbers et al.,
2009). A infeccdo da vaca em estagios iniciais de gestacdo pode resultar em morte prematura e
reabsor¢do do embrido; outras consequéncias envolvem aborto ou o nascimento de bezerros
fracos e com mé formacéo (MacLachlan et al., 2000; Desmecht et al., 2008; Savini et al, 2014).
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1.6 Diagndstico

Deve-se suspeitar de lingua azul quando os sinais clinicos caracteristicos da doenca forem
observados em ovinos e bovinos, principalmente nas estacfes de maior atividade dos vetores. O
diagndstico é baseado em sinais clinicos, dados epidemioldgicos e confirmado por exame
laboratorial. As amostras a serem analisadas no laboratério devem incluir sangue total e
amostras post-mortem de tecido de baco, nédulos linfaticos, figado, pulmdes, medula 6ssea, e,
além disso, o tecido cerebral e do bago de fetos (Stott et al., 1983; Tweedle & Mellor, 2002;
Savini et al., 2014). O diagnostico soroldgico da infeccdo pelo BTV € baseado principalmente
nas técnicas de IDGA e ELISA, e, também pode ser realizado o isolamento viral para a detec¢do
do virus. O teste in vitro considerado mais sensivel é a inoculagdo intravenosa em 0vos
embrionados, seguida do cultivo em células BHK (Baby hamster kidney cell), outra célula
utilizada para o isolamento do virus é a célula de inseto KC. A RT-PCR é um método que
permite a diferenciacdo entre os sorotipos (Katz et al ., 1994; MacLachlan et al., 1994; Mertens
et al., 2007, Maan et al., 2011.), além da deteccdo do BTV de modo mais eficiente, comparado
ao isolamento viral, que é uma técnica particularmente laboriosa e de baixa sensibilidade. Outra
maneira de se realizar a sorotipagem é através da imunofluorescéncia direta (IFD) e a SN,
utilizando-se uma bateria de soros dos 26 sorotipos existentes. Porém, além de ser um teste caro
e demorado (Reddington et al., 1991; Hamblin, 2004), poucos laboratérios mundiais tém acesso
a este painel de antissoros.

1.7 Controle

Imunizacéo profilatica através de vacinas e o controle de vetores séo fatores importantes para o
controle de BTV no rebanho. A vacinacdo interrompe o ciclo de BTV no ambiente, que,
portanto, reduz as perdas econdmicas. E importante destacar, entretanto, que a vacinacio deve
ser sorotipo-especifica (Bhanuprakash et al., 2009) e, portanto, antes da utilizacdo deve-se saber
0 sorotipo circulante na regido. Dois tipos de vacinas, atenuada e inativada, estdo atualmente
disponiveis. Uma dose de vacina atenuada € suficiente para proporcionar uma boa protecéo por
pelo menos um ano e pode fornecer protegdo contra infecgdo com outro sorotipo de BTV,
porém, com a eficiéncia diminuida (Tweedle & Mellor, 2002). Vacinas inativadas podem
induzir imunidade com protecdo duradoura, mas, exigem revacinagdo (Savini et al., 2008,
2009). E importante destacar que a vacinagdo com vacina viva modificada de BTV-2 e BTV-9
mostrou que estes subtipos foram habeis em cruzar a barreira transplacentaria e induzir aborto e
ma formagdo em bovinos, ovinos e caprinos (Savini et al, 2014). Essas vacinas podem prevenir
o desenvolvimento da doenca clinica em hospedeiros susceptiveis, reduzir as perdas econdémicas
diretas devido a infeccdo, facilitar o comércio seguro de animais e prevenir o desenvolvimento
de viremia (Bhanuprakash et al., 2009). A associacéo de vacinas com o controle dos vetores sdo
as principais medidas para controle da doenca nos rebanhos. No Brasil ainda ndo temos vacina
comercial disponivel e o controle de BTV no rebanho fica dificultado, especialmente porque em
nosso pais os dados de prevaléncia do BTV sdo incipientes, além da auséncia do conhecimento
sobre o(s) sorotipo(s) circulante e 0 impacto econdémico da infec¢do, tornando o diagnostico e a
sorotipagem do BTV cruciais para a instalacdo de bons programas de controle.

Devido a grande circulagdo do BTV no Brasil e da importancia da disseminagdo deste virus via
sémen, este trabalho objetivou o desenvolvimento de testes diagnosticos utilizando RT-PCR e
gRT-PCR para esta triagem, além da caracterizagdo dos subtipos circulantes no estado de Minas
Gerais, a partir de sémen de animais assintomaticos.
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2 Material e Métodos
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2.1 Virus referéncia e Titulacéo viral

O virus de referéncia usado foi 0 BTV sorotipo 4 (BTV-4), gentilmente cedido pelo Panaftosa,
multiplicado em linhagem celular BHK-21 (Baby Hamster Kidney ATCC CCL-10). A titulacdo
viral foi realizada utilizando-se a célula BHK-21, em placas de 96 pog¢os (Corning), adicionando
50.000 células por cm? com meio DMEM (Sigma-Aldrich) e 5% de SFB (GIBCO), incubagio
por 24 horas a temperatura de 37°C e 5% de CO, (Thermo Scientific). Ap6s a monocamada
celular apresentar confluéncia de aproximadamente 90%, foi feita a diluicdo seriada na base 10
do virus BTV-4 e adicionou-se 50 pL de cada diluicdo nas oito replicatas de cada coluna da
placa. Apds a adsorcdo viral por uma hora & temperatura de 37°C e 5% de CO, (Thermo
Scientific), foi adicionado 100 pL de meio DMEM (Sigma-Aldrich) com SFB (GIBCO) na
concentracdo final de 2,5%, e retornou-se as condigdes iniciais de incubacdo. Observou-se
diariamente o efeito citopatico na monocamada celular até o tempo final de 96 horas. O célculo
final da titulacéo viral foi realizado através do método de Reed & Muench (1938).
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2.2 Extracdo do RNA viral

O RNA da amostra de referéncia BTV-4 foi extraido utilizando o Tri-reagente (Sigma-Aldrich),
em aliquotas de BTV-4 diluido em PBS com volume total de 500 pL, adicionando-se 1 mL do
reagente acima citado. Ap6s a homogeneizagdo e incubacdo a temperatura ambiente por 5
minutos, foi adicionado 200 uL de cloroférmio 100% (Merck). Apds agitacdo vigorosa por 15
segundos com as médos, 0s microtubos foram incubados a temperatura ambiente por 3 minutos.
As amostras foram centrifugadas a 12000 x g (MicroCL 17R Thermo Scientific) por 15 minutos
a 4°C, sendo obtida uma mistura trifasica, uma fase aquosa transparente superior, uma interfase
branco-leitosa e uma fase vermelho claro inferior (fenol-cloroférmio). Transferiu-se a fase
aquosa para um microtubo de 1,5 mL e o RNA foi precipitado adicionando-se 500 pl de alcool
isopropilico (Merck). Incubaram-se as amostras por 10 minutos a temperatura ambiente,
seguindo-se uma etapa de centrifugacdo a 12000 x g por 10 minutos a 4°C. Lavou-se 0
sedimento contendo o RNA com 1mL de &lcool etilico 75% (Merck) e centrifugou-se a 7500 x
g por 5 minutos a 4°C. O RNA foi secado ao ar brevemente, e, eluido em 20 pL de agua livre de
nuclease, com posterior adi¢cdo de 0,93 pL de RNasin (Promega), seguido da incubagdo das
amostras a 56°C por 10 minutos e armazenamento a -80°C.

2.3 Iniciadores e otimizacdo da RT-PCR

Foram utilizados iniciadores que amplificam parte do gene que codifica a proteina ndo estrutural
NS3 que € altamente conservada entre 0s 26 sorotipos, ja anteriormente desenhados e testados
pelos Laboratérios de Pesquisa em Virologia Animal da Escola de Veterinaria e o Laboratério
de Virologia Basica e Aplicada do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG. Como para 0s
outros ensaios desenvolvidos, foram realizadas analises in silico das sequéncias completas e
parciais depositadas no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) e provenientes de diferentes regides
do mundo. Iniciadores e localizagdo na sequencia utilizada para conferéncia dos mesmos estéo
apontados na Tabela 2.1. Os iniciadores utilizados como normalizadores foram 0s mesmos
descritos para 0 BVDV (seccéo 2.3 do capitulol)

Tabela 2.1 Iniciadores, orientacéo, localizacdo e tamanho esperado do amplicon de parte do gene
que codifica a proteina ndo estrutural NS3 do BTV-4.

Virus — Acesso no GenBank e

Iniciadores - Amplicon
posicdo
Antisenso BTV-4 (AY426602) 2560b
5° gegtacgatgegaatgeage 3° (8-264) P
Senso BTV-4 (AY426602) 2560b
5’ agtgtcgCtgecatgCtate 3° (8-264) P

Para a otimizacdo da RT-PCR one-step foram testadas quantidades variaveis de RNA, a
temperatura de anelamento e a concentracdo de iniciadores, sendo utilizado o Kit Access Quick
RT-PCR System (Promega), reagdo total de 25 ulL: 12,5 uL. Access Quick Master Mix 2x, 6 uL
agua livre de nuclease e 0,5 puL da enzima AMV reverse transcriptase (2,5 U), etapa realizada
em fluxo laminar (Pachane). O RNA (4uL) foi adicionado em microtubo de PCR junto com o
iniciador, 1 pL de cada, na concentragdo 10 pM/uL, e, posteriormente foi realizada uma etapa de
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desnaturagéo inicial 70°C por 10 minutos e 5 minutos a 4°C. Apds essa etapa, 19 puL. do mix de
reagente, previamente preparado, foram adicionados ao RNA desnaturado, utilizando
workstation (Loccus Biotecnologia). O ciclo da RT-PCR consistiu de um ciclo de 45°C por 45
minutos, 95°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos 94°C, 60°C e 72°C por 45 segundos cada
etapa e extensdo final de 72°C por 7 minutos. Apés a PCR, ao volume total de 25 pL. foram
adicionados 2 pL do corante 6X Blue/Orange Loading Dye (Promega) e realizada a eletroforese
(Loccus Biotecnologia) em gel de agarose 1,5% (Invitrogen) em tampdo TBE 0,5X (89 mM
Tris-Borato, 2 mM EDTA, pH 8,2), acrescido de brometo de etidio (0,5 png/mL) (Invitrogen),
visualizado e fotografado em transiluminador UV (UVP). Todos os experimentos realizados
com RT-PCR e qRT-PCR one-step e two-step foram conduzidos utilizando fluxo laminar para
preparacdo do mix de reagentes (Pachane) e a capela DNA workstation (Loccus Biotecnologia)
para a introducdo do RNA teste aos tubos contendo 0 mix de reagentes.

Foi realizado um experimento em paralelo para comparar a sensibilidade analitica da RT-PCR
one-step com a RT-PCR two-step. Nos ensaios de RT-PCR e gRT-PCR two-step € necessario
realizar um passo adicional de transcri¢do reversa do RNA extraido, utilizando kit Impromil
(Promega), seguida de PCR utilizando a enzima Go taq (Promega), ou para gRT-PCR, o
PowerSYBR® GreenMaster Mix (Applied Biosystems). Resumidamente, foram adicionados 4
L do RNA extraido, em 1 pL de cada iniciador (10 pMol), aquecimento a 70°C por 10
minutos, seguido de incubacdo no gelo por 5 minutos. A reacdo de transcriptase reversa foi
realizada utilizando 4 pL de MgCl, 25 mM, 2 pL tampdo RT 10X, 2 yuL dNTP 200 mM
(Promega), 0,5 uL RNasin (Promega), 1 pL da enzima RT e 4,5 uL de agua livre de nuclease. O
ciclo 25°C por 15 minutos, 42°C por 1 hora e 72°C por 15 minutos. Seguida da etapa de
producdo do cDNA, para otimizacdo da RT-PCR foi utilizando o volume final da rea¢do de 20
pL: 4 pL do buffer 5X da enzima (concentragdo final 1,5 MgCl, contido no tampdo), 1 pL de
cada iniciador (10 pMol/uL), 0,4 puL de ANTP 200mM (Promega), 9,1 uL agua livre de
nucleasse, 0,5 U de enzima taqg DNA polimerase e 4 uL do cDNA previamente preparado. O
ciclo utilizado foi desnaturacéo inicial: 95°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos: 95°C por 45
segundos, 60°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto, finalizando com extensao de 72°C por 7
minutos.

Foi realizada a eletroforese (Loccus Biotecnologia) em gel de agarose 1,5% (Invitrogen) em
tampdo TBE 0,5X (89 mM Tris-Borato, 2 mM EDTA, pH 8,2) acrescido de brometo de etidio
(0,5 ng/mL) (Invitrogen), visualizado e fotografado em transiluminador UV (UVP).

2.4 Clonagem plasmidial

Posteriormente & amplificagdo da amostra viral BTV-4 por RT-PCR, foi realizada eletroforese
(Loccus Biotecnologia) em gel de agarose 1,2% (Invitrogen) corado com brometo de etidio
(Invitrogen) e visualizado em transiluminador UV (UVP). Apds a corrida em gel de agarose o
DNA foi purificado através do método freeze-squeeze (Tautz & Renz, 1983). O DNA foi
recortado do gel de agarose com o auxilio de uma ldmina de bisturi e o transiluminador UV
(UVP), posteriormente cortado em pequenos pedacos com a lamina de bisturi e congelado a -
80°C por 30 minutos, e rapidamente centrifugado a 17.000 x g (MicroCL 17R Thermo
Scientific) por 5 minutos. Utilizando uma pipeta o sobrenadante foi retirado e estocado a -20°C
até o uso em clonagem em vetor plasmidial pPGEM-T easy (Promega).

56



A ligacdo do inserto ao plasmideo foi realizada utilizando 5 pL do DNA purificado do passo
anterior, 7,5 pL do tampdo 2x Rapid Ligation, 1 uL do vetor pGEM-T easy e 1,5 uL do T4 DNA
ligase. Apds a incubacdo por 1 hora a temperatura ambiente e a incubacdo overnight a 4°C,
seguiu-se com a transformacdo bacteriana.

2.5 Transformacdo bacteriana

A transformacdo em bactéria Escherichia coli gold XL10 (Invitrogen) quimicamente
competente foi realizada adicionando-se ao produto da ligacdo do passo anterior, 100 pL de E.
coli XL10 competente. Ap6s a incubacdo por 20 minutos no gelo e posterior chogque térmico a
42°C por 50 segundos, seguiu-se com uma nova incubagdo no gelo por 2 minutos. A bactéria
transformada foi transferida para um tudo de 15 mL (TPP) contendo 900 pL de meio Luria
Bertani (LB) (Extrato de levedura 0,5% p/v, Triptona 0,1% p/v, NaCl 0,5% p/v, H,O g.s.p.),
incubada por 90 minutos a 37°C, na velocidade de 150 rpm no agitador orbital (Thermo
Scientific) e, posteriormente, plaqueada 100 pL da cultura bacteriana foram semeadas em placa
de petri com meio LB &gar (Agar 1,5% p/v), contendo X-gal (25 pg/mL-Invitrogen) e
ampicilina na concentragdo final de 100 pg/mL (Sigma). A incubacéo a 37°C foi realizada por
24 horas e foram selecionadas as col6nias de coloragdo branca.

2.6 Extracdo plasmidial em pequena escala

As colbnias selecionadas foram crescidas em 10mL de meio LB com ampicilina na
concentracgdo final de 100 mg/mL (Sigma) por 16 horas. Posteriormente, foram separados 4mL
da cultura bacteriana em tubo de 15mL (TPP) para a extracdo do plasmideo recombinante. Apds
centrifugacéo a 1000 x g (MicroCL 17R Thermo Scientific) por 10 minutos a 25°C, o sedimento
foi ressuspendido em 200 L da solugdo GET/RNase (9 g de glicose; 2,5 mL TRIS-HCI 1M; 5
mL EDTA 0,2 M; RNase 10 mg/mL (Invitrogen) e adicionou-se 400 pL de solucdo de lise
(5mL de dodecil sulfato de s6dio—SDS 20%; 2 mL de NaOH 10M) e 400 pL de solucédo
neutralizante (13 g de acetato de sodio, para 100 mL de solugdo, (pH 4,8 ajustado com &cido
aceético glacial). Ap6s homogeneizacédo suave, o contetdo foi transferido para um microtubo de
1,5 mL, incubado no gelo por 30 minutos e em seguida centrifugado a 10.000 x g (MicroCL
17R Thermo Scientific) por 15 minutos a 8°C. O contetdo foi transferido para um novo
microtubo de 1,5 mL e adicionou-se 600 pL de alcool isopropilico, seguido de homogeneizacéo
e centrifugacdo 10000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi retirado por inverséo e adicionou-
se 500 pL de alcool etilico 70% (Merck), seguido de homogeneizacao e centrifugacdo a 10000 x
g por 5 minutos; o sobrenadante foi retirado novamente por inversdo e o sedimento eluido em
20 pL de &gua livre de nuclease. A concentracdo do plasmideo recombinante foi dosada em
aparelho NanoDrop (NanoDrop Technologies) e armazenou-se a -20°C até 0 momento do uso.

2.7 Contaminacdo experimental de amostras de sémen

Uma amostra de sémen bovino negativo, anteriormente testada através da RT-PCR para BTV
desenvolvida neste trabalho, foi utilizada para realizar as analises de sensibilidade analitica,
para fonte de comparagdo entre a sensibilidade dos virus em cultura de célula, com as amostras
de sémen contaminado experimentalmente. O sémen foi descongelado e em seguida
contaminado com o BTV. Foram utilizados 50 uL do estoque de virus e adicionados 450 uL de
sémen, na diluicdo 1:10 do estoque inicial (concentracéo final no sémen 6,3.10*TCIDso/50puL).
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As amostras foram mantidas sob agitacdo de 160 rpm no agitador orbital (Thermo Scientific),
por 90 minutos a 37°C e armazenadas a 4°C para 0 uso subsequente.

2.8 QRT-PCR

A gRT-PCR foi desenvolvida utilizando Power SYBR® Green RNA-to-C7T™ [-Step Kit
(Applied Biosystems), em um volume total de 25uL. Brevemente, para uma reagéo foi utilizado
12,5 uL do tampdo Power SYBR® Green RT-PCR Mix 2X, 0,2 uL RT Enzyme Mix 125X, 0,5
uL de cada iniciador (10 pMol/uL), 7,3 uL de agua livre de nuclease e finalmente, 4 uL do
RNA molde. A gRT-PCR foi realizada no equipamento Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR System ™., O ciclo da gRT-PCR one-step consiste em 48°C para a realizacdo da
transcriptase reversa, 95°C para desnaturacdo da enzima e 40 ciclos: desnaturacdo 95°C por 15
segundos e anelamento 60°C por 1 minuto, nesta fase que ocorreu a deteccdo da fluorescéncia.
Em cada amplificacdo foi avaliado o threshold cycle (Ct.) e 0 nimero de ciclos da RT-PCR em
que foi detectada fluorescéncia. As amostras consideradas positivas apresentavam o valor de Ct.
inferior ou igual a 35, acima deste valor foi considerada inconclusiva. Amostras negativas ndo
tiveram valor de Ct. detectado.

A gRT-PCR two-step foi realizada utilizando o PowerSYBR® GreenMaster Mix (Applied
Biosystems), com um volume total de 25 uL. Brevemente, para cada reacdo foi utilizado 12,5
pL do tampdo PowerSYBR® GreenMaster Mix 2X, 0,5 uL de cada iniciador (concentragdo 10
pMol/uL), 7,5 uL de &gua e finalmente, 4 uL do cDNA. O ciclo da gRT-PCR two-step consiste
em 95°C para desnaturacdo da enzima e 40 ciclos: desnaturacdo 95°C por 15 segundos e
anelamento 60°C por 1 minuto, nesta fase que ocorreu a deteccdo da fluorescéncia. O valor do
Ct. foi estabelecido de maneira similar a gRT-PCR anterior.

2.9 Sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica da gRT-PCR, RT-PCR one-step e two-step, foram testadas através de
diluicBes seriadas na base 10 do plasmideo recombinante contendo o inserto de BTV-4, e do
RNA extraido do virus BTV-4 em cultura celular e amostra de sémen experimentalmente
contaminada para estabelecer o limite de deteccdo. O intervalo da diluigdo foi 10" a 10™.

2.10 Seguenciamento

O plasmideo contendo o inserto de BTV-4 foi sequenciado utilizando BigDye® Terminator v1.1
Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems). Resumidamente, a PCR foi realizada utilizando
1,5 pL do tampéo de sequenciamento 5x, 1 pL do BigDye, 5,5 pL agua livre de nuclease, 1,0
pL de cada iniciador M13 senso e antisenso (analisados em microtubos separados) na
concentracdo de 10 pMol/uL e 1 pL da amostra alvo (100 ng). A PCR foi conduzida
(Termociclador techne) com o seguinte ciclo: desnaturacdo inicial de 96°C por 1 minuto, 30
ciclos de desnaturagdo 96°C por 15 segundos, anelamento 50°C por 15 segundos e extenséo
72°C por 4 minutos. Apo6s a reacdo de PCR seguiu-se a precipitagdo da amostra, adicionando-se
40 uL de alcool isopropilico 40% (Merck) preparado no momento do uso e incubacdo a
temperatura ambiente por 30 minutos, protegido de luz. A centrifugagdo foi realizada a 17000 x
g (MicroCL 17R Thermo Scientific) por 45 minutos, o sobrenadante foi descartado e
acrescentou-se 500 pL de alcool etilico 60% (Merck), centrifugou-se novamente a 17000 x ¢
por 10 minutos. O sobrenadante foi deixado secar ao ar e eluido em 15 pL de formamida HIDI
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(Applied Biosystems). Em seguida, a mistura foi agitada em aparelho tipo vortex por 10
segundos e armazenada a 4°C até o momento de se colocar no sequenciador 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). A sequencia obtida foi analisada utilizando-se softwares
tedricos (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/ e http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para
a resolucéo de ambiguidades, com posterior comparagdo a sequéncias previamente depositadas
no banco mundial de dados génicos- GenBank.

3 Resultados e discussao

3.1 Titulacdo viral

Apos incubacdo por 96 horas a monocamada celular inoculada com o BTV-4 apresentou efeito
citopético (ECP) viral caracteristico, como arredondamento celular, formagdo de sincicios,
agrupamento de células, morte e lise celular (Meenambigai et al., 2006). O titulo de
6,3.10°TCIDsy/50pL foi calculado segundo Reed & Muench (1938).

3.2 Sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica da RT-PCR one-step e da RT-PCR two-step foi realizada como
descrito anteriormente (sec¢Bes 2.3 e 2.8). Na figura 2.1 podemos observar o resultado da RT-
PCR one-step, onde foram realizadas diluiges seriadas na base 10 do virus BTV-4 em cultura
celular e do sémen experimentalmente contaminado. A sensibilidade na deteccao foi de 6,3.107
TCIDsy/50uL e 6,3.10'1TCID50/50uL, respectivamente.

Utilizando a RT-PCR one-step foi observado um log de diferenga no limite de detecgdo entre o
BTV-4 em cultivo celular e sémen experimentalmente contaminado. Essa diferenca é
provavelmente devido a inibidores presentes no sémen, tendo sido ainda sido observada nos
testes desenvolvidos para o BVDV, conforme descrito no capitulo anterior.

Figura 2.1: Sensibilidade analitica da RT-PCR one-step para BTV (regido codificadora da NS3)
para virus em cultivo celular e amostras de sémen contaminado experimentalmente utilizando o Kit
Access Quick (Promega). Extracdo do RNA com Tri-reagente (Sigma-Aldrich). Dilui¢do seriada na base
10 do sémen 936, comprovadamente negativo para BTV, contaminado experimentalmente com o virus
BTV-4 canaletas 1-5; Canaleta 6 controle negativo da reacdo da RT-PCR; Canaleta 7 padrdo de tamanho

59


http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/

molecular 100 pb (Promega); Canaletas 8-13 dilui¢do seriada na base 10 do virus BTV-4 em cultura
celular; Canaleta 14 controle negativo. A sensibilidade analitica da RT-PCR para BTV-4 em cultura
celular foi de 6,3.10'2TCID50/50uL e 6,3.10'1TCID50/50uL para sémen experimentalmente
contaminado com BTV-4.

A etapa da extracdo é de extrema importancia, pois o sémen possui inibidores de PCR
(Wiedmann et al., 1993; St-Laurent et al., 1994; Wang et al., 2007;) que podem afetar o
resultado da sensibilidade analitica e da sua acuracia. Trabalho realizado por Vanbinst e
colaboradores (2010) comparou a sensibilidade analitica de amostras de RNA extraidas de
sémen bovino com o uso do Kit NucleoSpin®RNA virus (Macherey-Nagel, Alemanha) e o
método de extracdo utilizando o TRIzol (Invitrogen), produto similar ao utilizado nesse
trabalho, tendo o TRIzol apresentado o melhor resultado. Os autores pontuaram que durante a
extracdo por este método, inibidores de PCR sdo mais eficientemente retirados das amostras.

Na figura 2.2 observa-se o resultado da RT-PCR two-step, utilizando como molde o cDNA
preparado utilizando o kit Improm Il (Promega) a partir de RNA extraido de amostra viral em
cultivo celular ou de amostra seminal experimentalmente contaminada, seguido de PCR
utilizando a enzima Go taq (Promega). A sensibilidade foi de 6,3.10“TCIDsy/50uLpara BTV-4
em cultivo celular e 6,3.10°TCIDsy/50uL para sémen contaminado experimentalmente com
BTV-4. Trabalho realizado por Akita (1993) utilizando como método de extracdo o fenol, a RT-
PCR two-step e sendo a regido trabalhada o seg-10, obteve como resultado de limite de detec¢éo
na PCR em amostras de sémen de 2,3TCIDss. Wilson (1999) detectou 1TCIDs, utilizando
também RT-PCR two-step, ambos em amostras de sémen de carneiro. O teste desenvolvido no
presente trabalho mostrou uma maior sensibilidade que os dos autores citados.

6.3,10 TCIDsy/50uL ; 6.3,10% TCIDsy/50uL
-

=~ “REs
S B F R ‘

Figura 2.2: Sensibilidade analitica da RT-PCR two-step para BTV (regido codificadora da NS3)
para virus em cultivo celular e amostras de sémen contaminadas experimentalmente utilizando kit
Improm Il (Promega), seguido de PCR utilizando go taq (Promega). Extracdo do RNA foi através do
Tri-reagente (Sigma-Aldrich). Diluicdo seriada na base 10 do virus BTV-4 em cultura celular, canaletas
1-7; canaleta 8 controle negativo da reacdo; canaleta 9 padrdo de tamanho molecular 100pb (Promega).
Canaletas 10-15 dilui¢Ges seriadas na base 10 do sémen 936 comprovadamente negativo para BTV
contaminado experimentalmente com o virus BTV-4; Canaleta 16 controle negativo da reagdo. A
sensibilidade analitica da RT-PCR para BTV-4 em cultura celular foi de 6,3.10*TCIDsy/50uL ¢ 6,3.10°
TCIDsy/50pL para sémen experimentalmente contaminado com BTV-4.

A sensibilidade analitica foi maior utilizando o ensaio em two-step, primeiramente
transcrevendo o cDNA em relagdo a RT-PCR one-step para o virus BTV-4 em cultura celular.
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Podemos observar que a partir do cDNA a sensibilidade analitica foi maior, porém a
desvantagem é uma etapa adicional na metodologia aumentando o tempo laboratorial para o
diagndstico, além de aumentar a chance de contaminacdo laboratorial. A sensibilidade da RT-
PCR one-step foi considerada o melhor método para o diagndstico satisfatério de amostras de
sémen de touros naturalmente infectados e todas as analises de amostras de sémen foram
analisadas a partir desse método. Outro ponto a ser destacado foi a qualidade do produto
amplificado, onde pode ser observado no teste a partir de ¢cDNA, bandas extras adicionais
dificultando o diagnostico, da mesma forma que o observado para o diagnostico do virus
BVDV, nos dados mostrados no capitulo anterior. Estes dados provenientes dos testes com dois
distintos virus e, a rapidez e menor chance de contaminagéo reforcam a indicacéo do uso da RT-
PCR one-step.

Na figura 2.3 ¢é apresentada a amplificacéo a partir da diluicdo seriada na base 10 do plasmideo
recombinante BTV-4 utilizando a PCR para determinar a sensibilidade analitica. O limite de
deteccéo foi de 932 zp (102, diluicdo inicial 9,21 ng (10°°) até 93,2 zg (10%).
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—
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Figura 2.3: Sensibilidade analitica da PCR para BTV (regido NS3). Dilui¢do seriada do plasmideo
recombinante linearizado contendo o inserto BTV-4. Canaletas 1-14 diluicdo seriada na base 10, canaleta
15 controle negativo e 16 padrdo de tamanho molecular 100pb (Promega). A sensibilidade detectada foi
de 932 zg (10%), diluicéo inicial 9,21 ng (10°) até 93,2 zg (10%).

3.3 Sequenciamento

A especificidade do produto amplificado pela PCR foi também avaliada apds sequenciamento
do amplicon da regido NS3 do BTV-4 clonado no plasmideo pGEM-T easy (Promega),
utilizando iniciadores universais M13, seguido de alinhamento da sequéncia obtida com outras
amostras previamente depositadas no GenBank (Figura 2.4). Podemos observar uma troca de
base na posicédo 51.
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1 10 20 30 40 20 60 70 80 90 100

| |

BT¥-4 AGTGTCGCTGCCATGCTATCCGGGCTGATCCARRGGTTCGAGGARGARARARTGARACATARTCAGGAGCGGGTTGARGAGCTGAGTTTAGTCCGTGTGE
BT¥cloneAcontig AGTGTCGCTGCCATGCTATCCGGGCTGATCCARAGGT TCGAGGARGARARGATGARRCATARTCAGGAGCGGGTTGARGAGC TRAGTTTAGTCCGTGTGE
Consensus  AGTGTCRCTGCCATGCTATCCGGGCTGATCCARAGGT TCGAGGARGARARAATGARRCATARTCAGGAGCGGGTTGARGAGE TRAGTTTAGTCCGTGTGE

01 110 120 130 140 150 160 170 180 130 200

| |

BT¥=-4 ATGATACGATTTCCCARCCGCCARGGTATGCTCCGAGCGCGCCARTGCCATCATCGATGCCCACTRTTGCACTTGRARATCTTGGATARAGCGATGTCARA
BT¥clonefcontig ATGATACGATTTCCCARCCGCCARGGTATGCTCCGAGCGCGCCARTGCCATCATCGATGCCCACTGRTTGCACTTGARATCTTGGATARAGCGATGTCARRA
Consensus  ATGATACGATTTCCCARCCGCCARGGTATGCTCCGAGCGCGCCARTGCCATCATCGATGCCCACTGTTGCACTTGAARTCTTGGATARAGCGATGTCARR

201 20 220 230 240 250 257

| |

BT¥=-4 TACARCGGGTGCTACGCARRCACARARAGCGGAGARGGCTGCATTCGCATCGTACGT
BT¥cloneficontig TACARCGGGTGCTACGCARACACARARAGCGGAGARGGCTGCATTCGCATCGTACGC
Consensus  TACRACGGGTGCTACGCAAACACAAARAGCGGAGARGGC TRCATTCGCATCGTACGC

Figura 2.4: Especificidade do amplicon BTV verificada por sequenciamento. Anélise do
sequenciamento do plasmideo recombinantes para a regido NS3 do BTV-4 - clonagem em vetor
plasmidial pGEM-T easy (Promega). O alinhamento foi realizado com amostra previamente depositada
no GenBank (Acesso:AY426602).

3.4 qRT-PCR

Os experimentos de gRT-PCR foram realizados utilizando iniciadores da regido NS3 e a
extragdo de RNA com o Tri-reagente (Sigma-Aldrich). A quantidade de iniciador padronizada
foi de 5pMol por reacdo. O limite de deteccdo da fluorescéncia na gRT-PCR one-step foi de
6,3.10'1TCID50/50uL tanto para o BTV-4 em cultivo de células, quanto para BTV-4 em amostra
de sémen experimentalmente contaminado utilizando o Power SYBR® Green RNA-to-CT™ |-
Step Kit (Applied Biosystems). A especificidade do teste foi confirmada através da presenca de
um Unico pico na curva de dissociagao.

A sensibilidade analitica foi de 6,3.10“TCIDsy/50uL para BTV-4 em cultivo celular e para
sémen experimentalmente contaminado, com o cDNA previamente produzido com o kit
Improm Il (Promega) e a gPCR utilizando PowerSYBR® GreenMaster Mix (Applied
Biosystems). A RT-PCR two-step utilizando cDNA como molde foi mais sensivel comparando
ao qRT-PCR one-step. Na Tabela 2.2 pode-se observar a média do valor do Ct. na gRT-PCR
realizada em triplicata em relacéo a diluic&o.

Tabela 2.2 Relagdo do valor de Ct. na gRT-PCR com a dilui¢do da amostra para BTV-4

Diluicio em escala Ct. qRT-PCR one- | Ct. qRT-PCR one- | Ct. qRT-PCR two- | Ct. gRT-PCR two-
logaritmica seriada step BTV cultivo step BTV sémen step BTV cultivo step BTV sémen
base 10 celular contaminado exp. celular contaminado exp.
6,3.101TCID50/50;,LL 28.32 29.24 18.58 19.89
6,3.10°TCIDsy/50uL 31.28 32.87 21.25 22.54
6,3.10 TCIDsy/50uL 34.34 35.52 24.69 25.53
6,3.10'2TCID50/50pL 37.92 39.31 27.91 28.62
6,3.10'3TCID50/50pL Sem Ct. Sem Ct. 31.46 32.10
6,3.10*TCIDsy/50uL 34.66 34.86
6,3.10'5TCID50/50pL 38.09 38.35

Negrito- Valor de Ct. da amostra considerado positivo




Para as amostras de sémen o teste mais sensivel foi a qRT-PCR two-step, porém apresentou
alteracdo na curva de dissociagdo (dimero de primer), tornando o resultado néo confiavel, como
discutido anteriormente no capitulo para BVDV. Para esta amostra bioldgica a sensibilidade do
teste one-step foi a mesma na RT-PCR e na gRT-PCR (6,3.10"TCIDsy/50uL). Trabalho
realizado por pesquisadores belgas mostrou sensibilidade analitica de 0,36 TCIDs, (Vanbinst et

al., 2010) em amostras de sémen utilizando NucleoSpin® RNA Virus kit (Macherey-Nagel). A
™

regido trabalhada foi a Seg-5 e utilizou a gRT-PCR real one-step UltraSense One-Step gRT-
PCR kit (Invitrogen).

Na figura 2.5 esta representada a construgdo da curva padrdo com o plasmideo recombinante
BTV-4 diluido na base 10 em triplicata, onde foram utilizadas 12 diluicdes. Na Figura 5A esta
representada a curva de dissociacdo mostrando a especificidade do teste onde todas as diluicdes
consideradas positivas estdo presentes dentro de um pico Gnico. Em 5B tem-se a curva padrao
gerada com o uso do plasmideo linearizado com slope -3,416, R* 0,998 e eficiéncia de 96,207%
e em 5C é mostrada a amplificacdo da curva padréo, onde o limite de deteccéo foi 6,8 ag (10™®).
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Figura 2.5: Analise da gRT-PCR para BTV one-step (NS3). A gRT-PCR one-step foi realizada no
equipamento Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System™. Foi utilizado o plasmideo
recombinante BTV-4 linearizado e diluido na base 10; as amostras foram analisadas em triplicata e foram
consideradas positivas as diluicBes que apresentavam Ct. inferior ou igual a 35. Figura 5A: Curva de
dissociagdo mostrando a especificidade da reacdo, onde todas as diluicBes estavam presentes dentro da
curva e a temperatura de dissociacao foi de 81,71°C; figura 5B: Curva padrdo gerada com slope -3,416,
R? 0,998 e eficiéncia de 96,207%. Figura 5C: Curva de amplificacio da curva padréo.



3.5 Repetibilidade e Reprodutibilidade

O calculo da repetibilidade e da reprodutibilidade teste de qRT-PCR foi realizada utilizando 10
amostras de sémen bovino, sendo duas amostras negativas e oito positivas para o BTV. Foram
realizadas trés distintas extragOes de cada amostra de sémen e feitas em triplicata em tubos
separados, somando um total de 90 reacOes, sendo realizada por pessoas diferentes em dias
diferentes, para determinar a variabilidade dos ensaios intra e entre os ensaios (Tabela 2.3).

O coeficiente de variacdo (CV) foi determinado pelo valor do Ct. da gRT-PCR one-step de cada
amostra. O CV das analises intra-ensaios variaram de 0,21 a 3,4%, e o CV inter-ensaios foi de
0,29 a 1,8% entre as amostras. Pode-se observar que a variacdo foi pequena entre 0s
experimentos. Para experimentacdo animal com comparagdo de técnicas utilizando o CV a
variagdo oscila de 20-30% (Barbosa & Sampaio, 2010). Podemos observar que a variagdo do
CV é pequena entre os testes e dentro dos testes, sendo assim a qRT-PCR desenvolvida é
considerada sensivel e com alta repetibilidade.

Os testes realizados nesse trabalho foram considerados satisfatorios, com alta sensibilidade,
repetibilidade e especificidade, podendo ser extrapolado para amostras de sémen e outros
fluidos bioldgicos como sangue e amostras de tecido. Devemos ressaltar a importancia do teste
de amostras de sémen, uma vez que o BTV é uma doenca de notificacdo obrigatoria pela OIE e
que pode ocorrer interrupcao no comércio, ndo s6 do sémen mais também de embrido.
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Tabela 2.3 O coeficiente de variagdo (CV) de cada amostra para analises intra e inter-ensaios.

N“’.“e“’ 1°Triplicata | 2°Triplicata 3°Triplicata cv m@er-

Animal ensaio

92 27.01022339 | 28.0708847 | 27.00914574
27.32808495 | 26.82233047 | 26.67992783
28.62331963 | 28.08533859 | 27.77762985

CV intra-

orsaio 0.030898864 | 0.02621382 | 0.020743774 | 0.005306769

23 28.92200851 | 27.78339386 | 28.31298256
27.18351746 | 27.73882866 | 28.99678612
28.71395111 | 27.66402054 | 27.17033005

CZnL’;EEa' 0.033578633 | 0.002175424 | 0.032769286 | 0.018029295

945 25.18422699 | 25.24365997 | 25.07881546
25.60404396 | 24.75628281 | 25.99376106
2557495308 | 25.64296722 | 26.04700661

C\e/n'sgti;a' 0.009210008 | 0.017611852 | 0.021172298 | 0.006210287

4 28.57089996 | 28.71705627 | 28.87559509
29.77289009 | 28.36471176 | 27.15144539
28.33416939 | 28.96499634 | 27.31780815

C\e/n'sgti;a' 0.026700291 | 0.010517015 | 0.034233361 | 0.011785886

444 28.18476868 | 29.08394241 | 28.65051651
28.08521652 | 28.71607399 | 27.0610981
27.63945389 | 29.41981888 | 27.27491951

CV intra-

orsaio 0.010382522 | 0.012107118 | 0.031182552 | 0.01112377

927 29.34661484 | 30.94342422 | 30.94272232
29.72916222 | 30.82899857 | 30.77581024
29.40634537 | 30.64296722 | 30.17627716

C\e/n'sr;tiga' 0.006977669 | 0.004922685 | 0.013158262 | 0.004365557

886 26.28433609 | 26.2704277 | 27.0043869
26.38563728 | 26.46627808 | 26.773386
26.75620651 | 26.33158302 | 26.7640686

CV intra-

oraio 0.009382675 | 0.003801773 | 0.005070825 | 0.002910886

905 27.608181 | 28.85951996 | 26.89435768
28.11160278 | 27.16884804 | 27.07686615
27.69596252 | 27.4919281 | 26.93532372

CV intra-

oo 0.009671423 | 0.032237747 | 0.003550826 | 0.01531984
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CAPITULO 3 Detecgéo de BVDV e BTV EM AMOSTRAS DE SEMEN DE
BOVINOS NATURALMENTE INFECTADOS NO ESTADO DE MINAS
GERAIS

RESUMO

Técnicas de reprodugdo como inseminacgdo artificial e fecundagdo in vitro, dentre outras, estdo
sendo amplamente utilizadas para o melhoramento genético no rebanho bovino em todo o
mundo. Nesse sentido, aumentou-se também a preocupacao sanitaria com doencas transmitidas
via sémen, como a diarreia viral bovina e a lingua azul. Os testes diagndsticos desenvolvidos e
otimizados nesse trabalho foram utilizados para testar 53 amostras de sémen coletados em
quatro diferentes municipios no Estado de Minas Gerais (Carlos Chagas, Pedro Leopoldo,
Coronel Pacheco e ltuiutaba). Amostras de sémen in natura foram coletadas em bovinos
assintomaticos, diluidas e testadas na RT-PCR e gRT-PCR one-step, para BVDV e BTV. Foram
encontradas 21 (39,62%) amostras positivas para BVDV e 24 (45,28%) para BTV na RT-PCR
one-step. O numero de amostras positivas na gRT-PCR one-step foi maior em comparag¢do com
a positividade observada em RT-PCR one-step, sendo 27 (50,9%) amostras de sémen positivas
para BVDV e 32 (60,4%) para BTV. A andlise de concordancia estatistica entre os dois testes
de RT-PCR e gRT-PCR one-step foi realizada e considerada de substancial concordancia. A
ocorréncia de coinfecgdo foi observada em 28,3% (15) do total de amostras analisadas, sendo
encontrado em todas as regifes amostradas. Para o BTV, os estudos foram também realizados
em um laboratério no Reino Unido (The Pirbright Institute, laboratério de referéncia da OIE em
BTV - doutorado sanduiche), onde foi realizado o isolamento viral de BTV em células de inseto
(KC) a partir das amostras de sémen, gRT-PCR para diagndstico (seg-10/NS3) e qRT-PCR para
analise do sorotipo de BTV circulante no Brasil (seg-2/VVP2). Utilizando-se iniciadores para a
mesma regido génica trabalhada no Brasil (NS3), foram encontradas 19 amostras positivas entre
50 testadas. Para a tipagem do BTV, foram inicialmente avaliados BTV-2, 4, 6, 12, 14 e 17,
sendo nove amostras positivas para BTV-4, ndo sendo observada nenhuma amostra positiva
para 0s outros sorotipos testados em amostra de sémen. Em amostras de sémen isoladas em
células KC, foi realizada a qRT-PCR (seg-2/VP2) para diferenciacdo entre os 26 sorotipos de
BTV. A amostra HPB/PS foi positiva para quatro diferentes tipos de BTV: 4, 8, 10 e 16 e foram
inconclusivos para BTV-7 e BTV-12. A amostra HVBO01 foi positiva para BTV: 4 e 10, e
inconclusivo para BTV-7 e BTV-8. Através dos resultados obtidos pode-se observar a alta
prevaléncia dos virus BVDV e BTV em amostras de sémen, e ressaltar a importancia do
diagndstico antes da disponibilizacdo das mesmas para a inseminagdo. Esse trabalho foi
pioneiro no Brasil na tipagem de BTV em amostras de sémen.

Palavras-chave: BTV, BVDV, amostra de campo, diagndstico, RT-PCR, qRT-PCR
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ABSTRACT

Reproductive techniques such as artificial insemination, in vitro fertilization, among others, are
being widely used for genetic improvement in cattle worldwide. The concern about the diseases
transmitted via semen, such as bovine viral diarrhea virus and bluetongue, has also increased.
Diagnostic tests developed and optimized in this study were used to test 53 semen samples
collected in four different municipalities in the State of Minas Gerais (Carlos Chagas, Pedro
Leopoldo, Coronel Pacheco and ltuiutaba). Fresh semen samples were collected from
asymptomatic cattle, diluted and tested in RT-PCR and gRT-PCR one-step, for the presence of
BVDV and BTV. Twenty-one samples (39,62%) were positive for BVDV and 24 (45,28%)
were positive for BTV using RT-PCR one-step. More samples were positive by using one-step
gRT-PCR than one-step RT-PCR, 27 (50,9%) positive samples for BVDV and 32 (60,4 %) for
BTV in semen. The statistical analysis of correlation between RT-PCR and gRT-PCR one-step
tests was performed and it showed substantial agreement. The occurrence of co-infection was
observed in 28,3% (15) of all sampled regions. Some BTV studies were also conducted in a
laboratory in the UK (The Pirbright Institute, OIE Reference Laboratory for BTV- PhD
sandwich), where the BTV virus isolation was performed in insect cells (KC) from the semen
samples, qRT-PCR for diagnosis (seg-10/NS3) and gRT-PCR to analyse the type of BTV
circulating in Brazil (seg-2/\VVP2). Using primers for the same gene region worked in Brazil
(NS3), 19 positive samples were found among 50 tested. For the typing of BTV, were initially
evaluated BTV-2, 4, 6, 12, 14 and 17, with 9 samples positive for BTV-4, and it was not
observed positives samples for others serotypes in semen samples. Virus isolation in KC cells
was performed in two semen samples and serotyping was performed using gRT-PCR (seg-2) for
all 26 serotypes of BTV. The HPB/PS sample was positive for four different types of BTV: 4, 8,
10 and 16 and was inconclusive for BTV-7 and BTV-12. The HVBO01 sample was positive for
BTV-4 and BTV-10 and inconclusive for BTV-7 and BTV-8. Through the results we can
observe the high prevalence of BVDV and BTV virus in semen samples, and to emphasize the
importance of diagnosis before the release of it for insemination. This study was the first in
Brazil in typing BTV in semen samples.

Keyword: BTV, BVDV, field sample, diagnosis, RT-PCR, gRT-PCR
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CAPITULO 3 Detecgio de BVDV e BTV EM AMOSTRAS DE SEMEN DE
BOVINOS NATURALMENTE INFECTADOS NO ESTADO DE MINAS
GERAIS

1. Introducéo

N&o se sabe exatamente quando a inseminacédo artificial (IA) comecou a ser usada, sendo 0
primeiro registro histdrico datado de 1784, quando um monge Italiano coletou sémen de um céo
e aplicou em uma cadela. Porém, ha alguns relatos em que &rabes utilizaram a 1A em equinos no
ano de 1332. Mais tarde, em 1949, pesquisadores ingleses demonstraram que 0 sémen podia ser
congelado por longo tempo a baixas temperaturas. Até entdo, o sémen era mantido a 5°C e
somente utilizado dentro de um periodo de 96 horas. A partir dessa data, a |A comegou a ser
difundida e atualmente muitos paises utilizam esta técnica em quase a totalidade do rebanho
bovino. No Brasil, o primeiro relato data de 1940, mas, somente depois de 1970 a técnica
ganhou um novo impulso com a criacdo de empresas especializadas (ASBIA, 2012).

Foram comercializadas no ano de 2012 mais de 12 milhdes de doses de sémen, entre nacionais e
importadas. Entre as racas de corte, o Nelore ganha destaque com aproximadamente trés
milhGes de doses de sémen nacionais, e em segundo lugar o Angus com 1.739.377 doses de
sémen importadas e 598.720 doses nacionais. No total foram 5.096.402 doses de sémen
nacional comercializadas e 2.346.185 importadas, para racas de corte. Para as racas de leite, 0
total de doses comercializadas foram 4.897.734, sendo 1.479.199 doses nacionais e 3.418.535
importadas. Entre as racas, destacam-se, a Holandesa, seguida da Jersey e Gir Leiteira.

O estado de Minas Gerais obteve 7,89% na participagdo de vendas de doses de sémen entre as
racas de corte, e 26,51% entre as ragas de leite, sendo o estado que mais participou em vendas
de doses de sémen de ragas leiteiras. O Brasil exportou em 2012 um total de 226.020 doses de
sémen, entre racas de corte e leite, principalmente para o Canada, Paraguai, Colémbia e
Argentina. Entre o total de 12.340.321 doses comercializadas entre nacionais e importadas,
46,71% foram importadas de diferentes paises. Destas, 2.346.185 doses de sémen foram
importadas para melhorar geneticamente racgas de corte e 3.418.535 para racas de leite.

A IA tém algumas vantagens em relacdo a outras técnicas reprodutivas, como por exemplo,
ampliar significativamente a capacidade reprodutiva de um Unico animal. Na monta natural, 30
vacas sdo cobertas por um touro durante o periodo de um ano, enquanto que na monta
controlada, 100 vacas sdo cobertas no mesmo periodo. Considerando que um touro possui
quatro anos de vida reprodutiva, durante esse periodo produz de 120 a 400 bezerros, nas
técnicas de monta natural e controlada, respectivamente. Enquanto que com a utilizacéo da IA,
esta producdo sobe para 100.000 bezerros neste mesmo periodo de tempo. Devido ao
crescimento da comercializacdo de doses de sémen tanto nacionais quanto importadas, aumenta
também a preocupagdo com a sanidade animal, uma vez, que segundo 0s numeros acima
apresentados, a chance de transmissdo de agentes infecciosos, hipoteticamente presentes nas
amostras de sémen, cresce também em proporcdo logaritmica. Entre os agentes virais
comprovadamente disseminadas via sémen bovino, destacam-se o Bovine viral diarrhea virus
(BVDV), Bluetongue virus (BTV), Bovine herpesvirus (BoHV), Foot and mouth disease virus
(FMDV), Vesicular stomatitis virus (VSV) e com menor risco, Bovine leukemia virus (BLV).
A deteccdo de agentes virais em amostras de sémen torna-se de extrema importancia, uma vez
que quando um agente viral circula em um rebanho, causa perdas econdmicas significativas
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relativas a problemas reprodutivos ou a diminuicdo de producdo, e, dificultam medidas de
controle, além de causar blogueio de comercializacdo de sémen e outros produtos bioldgicos,
como no caso do BTV.

Segundo a Secretaria de Defesa Agropecuéaria (SDA) do MAPA faz-se necessario cumprir 0s
requisitos sanitarios minimos para a producdo e comercializa¢do de sémen bovino e bubalino no
Brasil. Porém, é indicado para a avaliacdo de agentes causadores das doencas virais somente o
BVDV, contrariamente a OIE, que preconiza a detec¢do de mais agentes virais, dentre eles o
BVDV, BTV e BoHV-1. O meio académico, em consonancia com sua producao cientifica, deve
trazer subsidios aos 6rgdos publicos e privados, para melhorar o direcionamento e
implementacdo de medidas de controle sanitario. Destaca-se aqui, que este projeto foi
subsidiado pelo CNPg-MAPA, em uma demanda induzida, na busca de novas alternativas para
os sistemas de satde do gado bovino.

2. Metodologia desenvolvida no Brasil

2.1 Coleta de sémen

Para avaliacdo dos testes desenvolvidos, foram coletadas 53 amostras de sémen de touros de
quatro fazendas de quatro regides produtoras do estado de Minas Gerais: Carlos Chagas (34),
Coronel Pacheco (4), ltuiutaba (6) e Pedro Leopoldo (9) (Figura 3.1). Os animais foram
considerados sadios pelo exame clinico, e estavam em instala¢fes adequadas para a coleta. Para
a coleta do sémen foi utilizada instalacdo individual para contencdo, garantindo a seguranca do
animal e do veterinario, e auxilio de um eletroejaculador (Eletrogen-BR). Apds a contagem
espermatica, as amostras seminais foram diluidas em PBS 1X para a concentracio final de 10°
células espermaticas, e ap0s, as amostras foram congeladas a -80°C para uso posterior.
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Figura 3.1: Mapa das Mesorregides do Estado de Minas Gerais. Os triangulos vermelhos indicam o
local de coleta de amostras. Numero 1: Carlos Chagas, 2: Pedro Leopoldo; 3: Coronel Pacheco; e 4:
Ituiutaba.
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2.2 Extracdo de RNA

Aliguotas de 500 L de amostra de sémen foram adicionadas a 1 mL de Tri-reagente (Sigma-
Aldrich), para extracdo do RNA. Apo6s a homogeneizacdo, a amostra foi incubada a temperatura
ambiente por 5 minutos, seguida da adi¢do de 200 pL de cloroférmio 100% (Merck), agitacao
vigorosa por 15 segundos e incubacdo a temperatura ambiente por 3 minutos. As amostras
foram centrifugadas a 12000 x g (MicroCL 17R Thermo Scientific) por 15 minutos a 4°C,
sendo obtida uma mistura trifasica, uma fase aquosa transparente superior, uma interfase
branco-leitosa e uma fase vermelho claro inferior (fenol-cloroférmio). Transferiu-se a fase
aquosa cuidadosamente para um microtubo de 1,5 mL; posteriormente, 0 RNA foi precipitado
adicionando 500 pl de alcool isopropilico (Merck). Incubaram-se as amostras por 10 minutos a
temperatura ambiente, seguindo-se uma etapa de centrifugacdo a 12000 x g por 10 minutos a 4°
C. Lavou-se o sedimento contendo o RNA com 1 mL de &lcool etilico 75% (Merck) e
centrifugou-se a 7500 x g por 5 minutos a 4°C. O RNA foi seco ao ar brevemente, e, eluido em
20 pL de agua livre de nuclease, com posterior adicdo de 0,93 pL de RNasin (Promega),
seguido da incubacdo das amostras a 56°C por 10 minutos e armazenamento a -80°C.

2.3 RT-PCR

Os testes de RT-PCR utilizados para testar as amostras de sémen foram descritos nas seccoes
2.3 e 2.3, capitulos BVDV e BTV, respectivamente e todas as amostras foram anteriormente
testadas utilizando-se o gene normalizador GAPDH. A padronizagdo do normalizador foi
realizada utilizando o Kit Access Quick RT-PCR System (Promega), reagao total de 25 pL: 12,5
ML Access Quick Master Mix 2x, 6 pL agua livre de nuclease ¢ 0,5 pL. da enzima AMV reverse
transcriptase (2,5 U), etapa realizada em fluxo laminar (Pachane). O RNA (4 uL) foi
adicionado em microtubo de PCR junto com o iniciador, | pL de cada na concentracdo 10
pM/uL, e, posteriormente foi realizado uma etapa de desnaturagdo inicial a 70°C por 10 minutos
e 5 minutos a 4°C. Apos essa etapa, 19 uL do mix de reagente, previamente preparado, foi
adicionado ao RNA desnaturado, utilizando-se a capela DNA workstation (Loccus
Biotecnologia). O ciclo da RT-PCR foi de 45°C por 45 minutos (RT) e 95°C por 3 minutos,
seguidos de 35 ciclos de 94°C, 60°C e 72°C por 45 segundos cada etapa e extensdo final de
72°C por 7 minutos. Apds a PCR, ao volume total de 25 pL foram adicionados 2 pL do corante
6X Blue/Orange Loading Dye (Promega) e realizada a eletroforese (Loccus Biotecnologia) em
gel de agarose 1,5% (Invitrogen), em tampéao TBE 0,5X (89 mM Tris-Borato, 2 mM EDTA, pH
8,2), acrescido de brometo de etidio (0,5 ng/mL) (Invitrogen), visualizado e fotografado em
transiluminador UV (UVP).

Para todas as amostras positivas na RT-PCR, o amplicon foi purificado utilizando-se 0 método
freeze-squeeze (Tautz & Renz, 1983). Brevemente, o material gendmico foi recortado do gel de
agarose com o auxilio de uma lamina de bisturi e o transiluminador UV (UVP). Posteriormente,
o fragmento de gel foi cortado em pequenos pedacos com a lamina de bisturi e congelado a -
80°C por 30 minutos, e centrifugado a 17.000 x g (MicroCL 17R Thermo Scientific) por 5
minutos. Utilizando uma pipeta o sobrenadante foi retirado, dosado em aparelho NanoDrop
(NanoDrop Technologies) e estocado a -20°C até o uso (para sequenciamento).



2.4 gRT-PCR

A gqRT-PCR para os virus BTV e BVDV foi realizada utilizado-se o Power SYBR® Green RNA-
to-CT™ [-Step Kit (Applied Biosystems), conforme seccdes 2.8 e 2.8 (BVDV e BTV,
respectivamente). Todas as amostras foram testadas anteriormente para o gene normalizador
GAPDH, descrito nesse capitulo. A qRT-PCR foi realizada no equipamento Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System ™. Em cada amplificacdo foi avaliado o limiar de deteccdo da
fluorescéncia (Ct). As amostras consideradas positivas apresentavam o valor de Ct. igual ou
inferior a 35. Acima deste corte, consideraram-se as amostras inconclusivas e as negativas ndo
apresentaram valor de Ct.

2.5 Andlise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada por meio do teste Kappa, para comparar a
A H - L, 2(PPxNN — PNxNP)
concordancia entre a RT-PCR e a gRT-PCR, utilizando-se a formula stws+nzas , que

estabelece o indice de concordancia entre as técnicas (tabela 3.1). A concordancia € classificada
e denominada de acordo com Landis e Koch (1977): valores do indice Kappa< 0 = nenhuma
concordéancia; valores entre 0 — 0,19 = baixa concordancia; valores entre 0,20 — 0,39 = regular
concordéncia; valores entre 0,40 — 0,59 = moderada concordancia; valores entre 0,60 — 0,79 =
substancial concordancia; valores entre 0,80 — 1,00 = alta concordancia.

Tabela 3.1 Tabela para auxilio do célculo do indice Kappa (analise estatistica utilizada para
concordancia entre dois testes diagnosticos).

gRT-PCR
Positivo Negativo
Positivo PP PN N1
NUSHER Negativo NP NN N2
N3 N4 Total
2(PPxNN — PNxNP)
Kappa= N1xN4 + N2xN3

2.6 Sequenciamento

As amostras positivas para BVDV e BTV nos ensaios de RT-PCR desenvolvidos foram
sequenciadas utilizando BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kits(Applied Biosystems).
Resumidamente, a PCR foi realizada utilizando-se 1,5 pL do tampdo de sequenciamento 5x, 1
pL do BigDye, 5,5 pL de agua livre de nuclease, 1 puL de cada iniciador especifico senso e
antisenso (analisados em pogos separados) ha concentragdo de 10 pMol/uL e 1 pL da amostra
alvo (10 ng/100 pb). A etapa inicial da PCR foi conduzida no termociclador (Bio-Rad, Hercules,
CA, EUA) em placa MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate (Applied Biosystems), com o
seguinte ciclo: desnaturacg&o inicial de 96°C por 1 minuto, 30 ciclos de desnaturagdo 96°C por
15 segundos, anelamento 50°C por 15 segundos e extensdo 72°C por 4 minutos. Apés a reacao
de PCR seguiu-se a precipitacdo da amostra, adicionado por po¢o 2,5 uL de EDTA 125 mM
(pH 8) e 30 uL de alcool etilico 100% (Merck). Apds a placa selada e homogeneizada, foi
realizado a incubacédo a temperatura ambiente e no escuro por 15 minutos, centrifugacédo a 873 x
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g por 45 minutos (Jouan BR4i-Thermo Scientific). Posteriormente, foi retirado o excesso de
etanol/EDTA e adicionado 30 pL de etanol 70% (Merck), novamente centrifugado a 617 x g
(JouanBR4i-Thermo Scientific) por 15 minutos. Retirado o sobrenadante, o sedimento foi
secado por 5 minutos a 95°C e eluido em 15 pL de formamida HIDI (Applied Biosystems).

3 Metodologia desenvolvida no Instituto Pirbright (The Pirbright Institute - UK)

Fluxograma de atividades

Multiplicacdo viral Extracdo RNA
BTV 25 tipos amostras de sémen

qRT-PCR seg-10

Extracdo RNA TRIzol (NS3)

Gel agarose gRT-PCR tipagem
confirmacio seg-2

Padrao RT-PCR e Isolamento viral KC

qRT-PCR (3 passagens)

Extracdo Kit
Qiagen

Isolamento Isolamento Isolamento KC
VERO BHK-21 4° passagen

gRT-PCR

Extracdo Robo e

gRT-PCR seg-9

Sequenciamento

Esta parte dos experimentos foi conduzida durante a realizacdo do doutoramento
sanduiche. O laborat6rio localizado no The Pirbright Institute, Pirbright, Reino Unido, é
referéncia no diagnéstico de BTV da Unido Europeia (UE) e da OIE, estando totalmente
equipado para a realizacdo do isolamento e caracterizacdo dos sorotipos do BTV. O Dr.
Peter P. C. Mertens dirige o Pirbright Laboratory of Bluetongue and related viruses,
sendo referencia mundial em BTV e consultor da Organizacdo Mundial de Salde
Animal nesta area.
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3.1 Extracdo de RNA

3.1.1 Uso do TRIzol para extracdo de RNA de amostras virais em cultivo celular

Foi realizado primeiramente a multiplicacdo viral de todos os 25 tipos de Bluetongue virus
conhecidos para serem utilizados como controle positivo da RT-PCR e gRT-PCR one-step.
Foram utilizados 4 frascos T-175cm? Cellstar (Greiner Bio-One, Inc., Monroe, NC, EUA) de
célula Baby Hamster Kidney (BHK-21, ATCC CCL-10) para cada sorotipo de BTV (BTV-1 ao
26), isolados de referéncia pertencentes ao The Pirbright Institute-UK. Apos a infeccdo, os
isolados foram incubados a 37°C até apresentar 100% de ECP, morte e lise celular. Em seguida
a monocamada foi raspada com o auxilio de um rodinho (Greiner Bio-One) e transferida para
tubo Falcon 50mL (BD, Franklin Lakes, NJ, EUA). Esta etapa foi realizada em fluxo laminar
classe Il maxisafe 2020 (Thermo Scientific) e, posteriormente, as amostras foram centrifugadas
a 1600 x g por 10 minutos (Rotanta 460R, Hettich Freiburg, Baden-Wirttemberg, Alemanha). O
sobrenadante foi descartado e a extracdo de RNA foi realizada em seguida, utilizando-se o
precipitado celular.

Para cada frasco T-175cm? Cellstar (Greiner Bio-One) foram adicionados 2 mL de TRIzol
(Invitrogen), homogeneizado até o precipitado ser completamente dissolvido e incubado a
temperatura ambiente por pelo menos 10 minutos para garantir que todas as particulas virais
fossem inativadas e seguindo as etapas subsequentes da extracdo de RNA fora do fluxo laminar.
A mistura foi transferida para microtubos de 1,5 mL (Eppendorf, Hamburg, Alemanha),
adicionadas 200 pL de cloroférmio (Riedel-de-Haén, Seelze, Alemanha) e homogeneizadas
utilizando aparelho do tipo vortex até a mistura apresentar coloracdo rosada. A proxima etapa
consistiu de incubacdo em gelo por 10 minutos e centrifugacdo a 8500 x g por 10 minutos a
temperatura ambiente em centrifuga Eppendorf 5414 D (Eppendorf). A mistura foi separada em
trés camadas, a camada inferior vermelha com fenol-cloroférmio, uma camada intermediéria e
uma superior incolor contendo o RNA. Cuidadosamente, a fase incolor foi removida para um
novo microtubo 1,5 mL (Eppendorf) e foram adicionados 900 pL de isopropanol (VWR
chemicals), seguida de homogeneizacdo e incubacdo por 2h a -20°C. Depois de transcorrido o
tempo seguiu-se para centrifugacdo a 8500 x g por 10 minutos a temperatura ambiente, e o
precipitado foi lavado com etanol 70% (VWR chemicals) e centrifugado nas mesmas condicoes
do passo anterior. Posteriormente, 0 RNA foi deixado secar por 1 hora a temperatura ambiente,
e foram adicionados 100 pL de &gua livre de nuclease (Qiagen, Venlo, Limburg, Holanda) e
100 pL de cloreto de litio 4 M (Sigma-Aldrich), seguido de incubacdo overnight a 4°C. O
cloreto de litio tem a fungdo de separar o0 RNA fita simples do RNA dupla fita.

Posteriormente, centrifugou-se o tubo a 8500 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante contendo RNA dupla fita de BTV foi transferido com o auxilio de uma pipeta
(Thermo Scientific) para um novo tudo de 1,5 mL (Eppendorf). Ap6s a adicdo de 200 uL de
isopropanol (VWR chemicals) e 50 pL de acetato de aménio 7,5 M (Sigma-Aldrich), mais um
passo de incubacdo foi realizado a -20°C por 2 horas. Depois disso as amostras foram
centrifugadas e lavadas com etanol 70% (VWR chemicals) como no passo anterior. Apos secar
por uma hora a temperatura ambiente, o material proveniente originalmente de cada frasco
175cm? (Greiner Bio-One) foi eluido em 40 pL de 4gua livre de nuclease (Qiagen) e
armazenado a -20°C até o uso.
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3.1.2 Uso do TRIzol LS para extragcdo de RNA de amostras virais no sémen

A extracdo do RNA foi realizada utilizando TRIzol®LS (Invitrogen). Brevemente, em 250 pL
de sémen foi adicionado 750 pL de TRIzol®LS (Invitrogen). As cinquenta amostras foram
homogeneizadas por pipetagem, utilizando fluxo laminar classe Il maxisafe 2020 (Thermo
Scientific). Ap6s a fase de incubacdo por 15 minutos a temperatura ambiente, retirada das
amostras do fluxo e adicdo de 200 pL de cloroférmio (Riedel-de-Haén), as amostras foram
vigorosamente homogeneizadas com as maos por 15 segundos. Em seguida foi feita incubacéo
por 15 minutos a temperatura ambiente e centrifugacdo a 8500 x g em centrifuga Eppendorf
5414 D (Eppendorf) por 15 minutos a temperatura ambiente. A mistura foi dividida em trés
distintas fases, com uma pipeta (Thermo Scientific), o sobrenadante foi retirado com cuidado e
transferido para um microtubo de 1,5 mL e adicionados 900 pL de isopropanol (VWR
chemicals, Radnor, PA, EUA). As amostras foram incubadas a -20°C por 2 horas e
centrifugadas a 8500 x g por 10 minutos. Em seguida foi feita a etapa de lavagem do RNA com
etanol 70% (VWR chemicals), e centrifugacdo 8500 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o0 excesso de etanol foi retirado com o auxilio de uma pipeta. O RNA foi deixado
secando por uma hora a temperatura ambiente e posteriormente foi eluido em 25 pL de agua
livre de nuclease (Qiagen) e armazenado a -20°C até o uso.

3.1.3 Extragdo de RNA com o QlAamp Viral RNA Mini Kit

Foi utilizado o Kit QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen) para extragdo de RNA a partir do
sobrenadante de cultivo celular infectado com virus. Resumidamente, foram adicionados
1120uL do tampdo AVL em microtubo de 1,5mL (Eppendorf), previamente preparado como
recomenda o fabricante. Os tampdes de lavagem AW1 e AW2 também foram preparados
previamente com adicdo de etanol 100% (VWR chemicals). O sobrenadante do cultivo celular,
280uL, foi adicionado dentro de fluxo laminar classe 1l maxisafe 2020 (Thermo Scientific),
homogeneizado e incubado por 10 minutos para total inativacdo viral, depois dessa etapa a
extragdo do RNA foi realizada fora do fluxo laminar. Foi adicionado 1120 pL de etanol 100%
(VWR chemicals) a um tubo do tipo Bijou (Sterilin, Newport, Reino Unido), e adicionada a
mistura sobrenadante celular e tampdo AVL. A mistura foi homogeneizada, e 630 pL foram
adicionados a coluna, que foi centrifugada a 5680 x g por 1 minuto a temperatura ambiente em
centrifuga Eppendorf 5414 D (Eppendorf). Essa etapa foi repetidas 4 vezes, até todo conteldo
do tubo bijou passar pela coluna. Na etapa subsequente, foi realizada a lavagem com 500 uL de
tampdo AW1, seguida de centrifugacdo a 5680 x g por 1 minuto e outra etapa de lavagem com
500 pL de tampdo AW2, com centrifugacéo a 8500 x g por 3 minutos. Ap6s, foram adicionados
30 pL de agua livre de nuclease a coluna, incubado a temperatura ambiente por 10 minutos,
seguido de centrifugacdo 5680 x g por 1 minuto. O RNA foi armazenado a -20°C até o uso.

3.1.4 Extragdo robotica de RNA utilizando o KingFisher

Amostras de sobrenadante celular da primeira a quarta passagem em células KC e também as
passagens em células de mamifero tiveram seu RNA extraido utilizando o kit MagVet™
Universal Isolation Kit (Le Bois Dieu, Lissieu, Franga). Primeiramente, os reagentes foram
preparados como recomendado pelo fabricante. Foram basicamente utilizados um reagente de
lise celular, esferas magnéticas, trés tampdes de lavagem e um tampdo de eluicéo.
Resumidamente, 250 pL do reagente de lise NM1 foi adicionado em uma placa
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MagMax™Express Microtiter 96 Deep well Plate (Applied Biosystems), e em outras 3 placas
iguais, foram adicionados 600 puL do tampédo de lavagem NM3, em outra placa 600 pL do
segundo tampdo de lavagem NM4 e na Ultima placa foi adicionado 600 pL de etanol 80%
(VWR chemicals). A uma outra placa MagMax™ Express 96 plate 200 pL (Applied
Biosystems) foram adicionados 80 puL do tampdo NM6 para eluir o RNA. Depois de todos os
reagentes distribuidos nas placas, a placa contendo o tampé&o de lise NM1 foi levada para um
fluxo laminar classe Il maxisafe 2020 (Thermo Scientific) onde foram adicionados 100 pL do
sobrenadante do cultivo celular. O passo seguinte consistiu na adicdo de 620 pL das esferas
magnéticas (beads-20 pL) que foram diluidas em 600 pL do tampdo NM2 binding. As placas
com os reagentes foram mantidas por 10 minutos dentro do fluxo laminar. Transcorrido esse
periodo a placa foi retirada do fluxo e colocada na posicdo um do robd KingFisher Flex
(Thermo Scientific) e as outras placas colocadas nas posigdes 2, 3, 4 e 5, respectivamente. O
ciclo de extracdo robodtica foi de 40 minutos, sendo que nos primeiros 10 minutos utilizou-se
baixa agitacdo para a lise celular e esta foi aumentada para a ligagdo do RNA com as esferas
magnéticas, que posteriormente foram transferidas para as etapas de lavagem. No final das trés
etapas de lavagem, seguiu uma etapa de secagem do RNA por 5 minutos e depois as esferas
magnéticas contendo o RNA foram transferidas para a Gltima etapa de eluigdo por 10 minutos.
O RNA eluido foi retirado do robd, coberto com um selo Adhesive PCR film (Thermo
Scientific) e armazenado a -20°C até 0 momento do uso.

3.2 Diagnéstico de BTV em amostras de sémen utilizando gRT-PCR e 0 segmento 10

(NS3)

As amostras de sémen extraidas no passo anterior (3.1.2) foram testadas através de qRT-PCR
One-Step utilizando iniciadores que flanqueiam a regido codificadora da proteina ndo estrutural
NS3 que sdo codificadas por genes do segmento 10, segundo Orru e colaboradores (2006). Para
a reacdo foi utilizada a enzima SuperScript™ [II Platinum® One-Step Quantitative RT-PCR
System (Invitrogen), volume total de 25 pL: 12,5 puL do tampdo 2X Reaction mix (0,4 mM de
dNTP e 6 mM de MgSO,), 1 pL de sulfato de magnésio (MgSO4-50mM), 0,5 pL de cada
iniciador na concentracéo de 20 pMol, 1 pL de sonda a5 pM, 0,5 pL de ROX a 2,5 uM, 0,5 pL
da enzima SuperScriptlll RT/Platinum Taq Mix, agua livre de nuclease (Qiagen) e 6 pL de
RNA. Primeiramente, o RNA foi colocado na placa de 96 pocgos (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, EUA), coberto com selo (B.1.S., Kirkham, Lancashire, Reino Unido) e realizada uma
desnaturacéo inicial de 99°C por 5 minutos em termociclador TP Professional Thermocycler
(Biometra, Goettingen, Alemanha), seguida da adicdo de 19 pL do mix de reagentes,
homogeneizacdo e centrifugacdo em Sorvall Legend RT (Thermo Scientific) 185 x g por 1
minuto. O equipamento utilizado para a qRT-PCR foi o Stratagene Mx3005p (Agilent
Technologies). A gRT-PCR consiste em um ciclo de 48°C por 30 minutos para a realizacdo da
transcricdo reversa, seguido de um ciclo de 95°C por 2 minutos para a desnaturacdo da enzima
de transcriptase reversa e 50 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15 segundos, anelamento 56°C
por 30 segundos e extensdo de 72°C por 30 segundos. O sinal de fluorescéncia foi detectado na
fase de extensdo e as amostras foram consideradas positivas com Ct. até 35, e acima desse valor
foram consideradas inconclusivas e sem Ct., negativas.
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3.3 Diagnéstico de BTV em amostras cultivadas em células utilizando qRT-PCR e 0
segmento 9 (VP6)

Foram testadas os isolados de sémen em passagens em células KC, BHK-21 e VERO,
utilizando iniciadores (Eurogentec, Liége, Bélgica) do gene do segmento nove que codifica a
proteina estrutural VVP6, que é o teste utilizado no laboratério de referéncia no The Pirbright
Institute para diagnostico de amostras de campo suspeitas de infeccdo pelo BTV. Apés a
extracdo do RNA utilizando o robd KingFisher, as amostras foram submetidas a qRT-PCR
utilizando o Kit SuperScript™]II Platinum®O0One-Step Quantitative RT-PCR System (Invitrogen)
para reagdo total de 25 pL foram utilizados: 12,5 pL do tampéo 2X Reaction mix (0,4 mM de
dNTP e 6 mM de MgSQ,), 1 uL de sulfato de magnésio (MgSO,-50 mM), 1 uL de cada
iniciador na concentracdo de 20pM, 1 puL de probe a 5 pM, 0,5 pL de ROX a 2,5 uM, 0,5 pL da
enzima SuperScriptlll RT/Platinum Taq Mix, agua livre de nuclease (Qiagen) e 6 pL de RNA.
Como descrito anteriormente a desnaturacdo inicial do RNA e adi¢do do mix de reagentes é
semelhante ao realizado no passo 4.2.2. O ciclo da gqRT-PCR consiste em um ciclo inicial a
55°C por 30 minutos para a realizacdo da transcriptase reversa, desnaturacao inicial de 95°C por
10 minutos. Seguido de 50 ciclos de 95°C por 30 segundos e 60°C por 1 minuto. O sinal da
fluorescéncia foi detectado na fase de anelamento a 60°C. As amostras foram consideradas
positivas com Ct. até 35, acima disso foram consideradas inconclusivas e, sem valor de Ct.,
negativas.

3.4 qRT-PCR para tipagem de BTV

Posterior a gRT-PCR (seg-10), as amostras seguiram para gRT-PCR para determinar o tipo de
BTV circulante no Brasil utilizando iniciadores para o segmento 2 do genoma, que codifica
proteina estrutural do capsideo VP2 (o principal determinante do sorotipo do virus). Amostras
de sémen foram testadas inicialmente para BTV-4 e 12, seguido por 2, 6, 14 e 17, e,
posteriormente, os isolados foram testados para os 26 sorotipos conhecidos de BTV. Os
iniciadores e sondas (Eurogentec) sdo especificos para cada tipo do BTV. Para a reacdo foi
utilizada a enzima SuperScript™ III Platinum® One-Step Quantitative RT-PCR System
(Invitrogen), volume total de 25 pL: 12,5 pL do tampéo 2X Reaction mix (0,4 mM de dNTP e 6
mM de MgSO04), 1 uL de sulfato de magnésio (MgSO4-50mM), 1 pL de cada iniciador na
concentracdo de 10 pM, 0,5 pL de probe a 5 pM, 0,5 uL de ROX 2,5 uM, 0,5 pL da enzima
SuperScriptlll RT/Platinum Tag Mix, agua livre de nuclease (Qiagen) e 6 uL de RNA. Como
descrito anteriormente, a desnaturacdo inicial do RNA e adicdo do mix de reagentes é
semelhante ao realizado no passo 4.2.2. O ciclo da gRT-PCR consiste em um ciclo de 55°C por
30 minutos para a realizacdo da transcriptase reversa, seguido de um ciclo de 95°C por 10
minutos para a desnaturacdo da enzima de transcriptase reversa e 50 ciclos desnaturacdo de
95°C por 30 segundos e anelamento de 60°C por 1 minuto. O sinal de fluorescéncia foi
detectado na fase de anelamento e as amostras foram consideradas positivas com Ct. até 35,
acima disso foram consideradas inconclusivas e, sem Ct., negativas.

3.5 Sequenciamento

3.5.1 PCR

Amostras que foram positivas para a qRT-PCR com Ct. abaixo de 35 foram submetidas a PCR
para sequenciamento. Nessa etapa, foi utilizado o Kit SuperScript®Ill One-Step RT-PCR
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System with Platinum®Taqg DNA Polymerase (Invitrogen). Foram utilizados diferentes pares de
iniciadores (Eurogentec) para amplificar o seg-2 (sorotipo especifico), seg-7, 8, 9 e seg-10. O
volume total da reacdo foi de 50 UL e para cada reacdo: 25 pL de 2X Reaction Mix (0,4 mM de
dNTP e 3,2 mM MgSQO,), 7,5 UL de sulfato de magnésio (MgSO,-5mM), 2 pL de cada iniciador
na concentracdo de 10 pM, 1 pL da enzima SuperScript®Ill RT/Platinum® Tag Mix e 6,5 uL
de agua livre de nuclease (Qiagen). O volume de 6 pl do RNA foi adicionado em microtubos do
tipo snapstrip PCR (SSI-Scientific Specialties Inc., Thurman St. Lodi, CA, EUA) e desnaturado
a 99°C por 5 minutos, transferido imediatamente para o gelo e adicionado 43 pL do mix de
reagentes. A reacdo de PCR foi transferida para o termociclador TP Professional Thermocycler
(Biometra) e o ciclo foi iniciado pela transcriptase reversa a 55°C por 30 minutos, seguido de
desnaturacdo da transcriptase reversa 95°C por 2 minutos. Posteriormente, foram feitos 40
ciclos de desnaturacdo 95°C por 30 segundos, anelamento 55°C por 30 segundos e extenséo
68°C por 2 minutos, seguido de uma extenséo final de 68°C por 5 minutos.

O produto da PCR foi resolvido em agarose a 1%. O produto da PCR (5 L) e o padrdo de
tamanho molecular 1Kb Plus (Invitrogen), foram aplicados no gel e corrido em fonte Power Pac
Basic (Biorad, Hercules, CA, EUA). A visualizacdo e o registro fotografico foram realizados no
equipamento Gel Doc™XR+with Image Lab™ Software (Biorad).

3.5.2 Purificacdo do produto de PCR
3.5.2.1 Purificacdo direta do produto de PCR

O produto da PCR visualizado no gel de agarose apresentou banda especifica do tamanho
esperado e seguiu para purificacdo do DNA utilizando o kit DNA clean & Concentrator™
(Zymo Research, Irvine, CA, EUA). Aos 45 pL do restante do produto da PCR foram
adicionados 250uL do tampdo DNA binding e a mistura foi transferida para uma coluna e
centrifugada por 30 segundos a 5680 x g (Eppendorf). Seguiu-se para a lavagem com 200 pL do
tampdo DNA wash, centrifugagdo por 30 segundos a 5680 x g (Eppendorf), e essa etapa foi
repetida por mais uma vez. Foram adicionados 30 pL de agua livre de nuclease (Qiagen) na
coluna, incubada por 10 minutos a temperatura ambiente e centrifugada por 30 segundos a 5680
x g (Eppendorf) para eluicdo do DNA. A quantidade e a qualidade do DNA purificado foram
analisadas em espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific) e o mesmo foi
mantido a temperatura de -20°C até o0 momento do uso.

3.5.2.2 Gel de agarose

Foram realizadas purificacdes dos amplicons em gel de agarose 1% (Invitrogen), a partir das
amostras que apresentaram o tamanho esperado. Depois de todo o produto de PCR ser corrido
em gel de agarose 1%, a banda foi cortada com lamina de bisturi (Swann-Morton Limited,
Owlerton Green, Sheffield, Inglaterra), com o auxilio de um transiluminador UV (Vilber
Lourmat, Impasse des Coutures, Torcy, Franca) e transferido para microtubos de 1,5mL
(Eppendorf). Utilizando o kit de purificagdo de amplicons Zymoclean™Gel DNA Recovey Kit
(Zymo Research), adicionou-se 300pL do tampé&o ADB e incubou-se a 50°C por 10 minutos em
aquecedor Driblock DB-2A (Techne, Stone, Staffordshire, Reino Unido) ou até todo o gel ser
completamente fundido. Depois dessa etapa, a solucao foi transferida para coluna Zymo-Spin e,
a mesma foi centrifugada a 9370 x g por 1 minuto (Eppendorf), seguido de lavagem com 200
uL de tampdo DNA wash e centrifugacdo por 30 segundos a 9370 x g (Eppendorf). A etapa de
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lavagem foi realizada por duas vezes. Foram adicionados 15 pL de agua livre de nuclease na
coluna, incubada por 10 minutos a temperatura e ambiente e centrifugada a 9370 x g por 1
minuto. O DNA foi quantificado em espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo
Scientific) e mantido & temperatura de -20°C até o momento do uso.

3.5.3 Reacdo de sequenciamento

O sequenciamento foi realizado utilizando-se o kit BigDye®Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystem) e diferentes iniciadores (Eurogentec) ja utilizados para amplificagdo na
PCR. Em cada reagdo foram utilizados 0,5 puL do BigDye®Terminator v3.1 cycle Sequencing
RR-100, 1,75 pL do Tampdo BigDye®Terminator v1.1, v3.1 5X Sequencing, 1 yL de cada
primer na concentracdo de 10 pM e diferentes concentragdes de DNA dependendo do
comprimento do produto (tabela 3.2) e &gua livre de nuclease (Qiagen) para completar um
volume total de 10 pL de reacdo. Para a reagdo de PCR foi utilizada a placa ThermoFast®96
Non-Skirted (Thermo Scientific) e selo Adhesive PCR film (Thermo Scientific). O ciclo da PCR
do sequenciamento consistiu de desnaturacdo inicial a 96°C por 1 minuto e 25 ciclos de
desnaturacdo a 96°C por 10 segundos, anelamento a 50°C por 5 segundos e 60°C para extensao,
por quatro minutos. Ap6s a PCR do sequenciamento, o produto seguiu para a purificagdo, e
foram adicionados 5 UL de EDTA (Sigma-Aldrich) a 125 mM e 60 pL de etanol 100% (VWR
chemicals). A mistura foi homogeneizada e transferida para a placa de sequenciamento 96 well
optical reaction plate with Barcode (CODE 128) ABI PRISM (Applied Biosystems). A placa
foi selada utilizando um adesivo de aluminio Adhesive PCR foil seals (Thermo Scientific) e
mantida a temperatura ambiente por 15 minutos, no escuro. Apés centrifugacdo a 3000 x g por
30 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado por inversdo da placa em papel absorvente. A
placa foi centrifugada a 185 x g por 1 minuto, invertida, para a total retirada do EDTA+etanol.
Uma etapa subsequente de lavagem foi realizada, utilizando-se 30 uL de etanol 70% (VWR
chemicals) e centrifugagdo a 1650 x g por 15 minutos a 4°C. A placa foi mantida por uma hora
a temperatura ambiente para a secagem do DNA, que foi posteriormente eluido em 20 uL de
formamida HI-DI™ (Applied Biosystems). O material foi sequenciado no 3750 DNA Analyser
(Applied Biosystems).

Tabela 3.2 Quantidade de DNA para sequenciamento com relagdo ao comprimento do produto da
PCR

Tamanho do produto da PCR Quantidade
100-200pb 1-3ng
200-500ph 3-10ng
500-1000pb 5-20ng

1000-2000pb 10-40ng
>2000ph 40-100ng

Primeiramente as sequéncias foram analisadas em SegMan Pro (DNAStar, Madison, W1, EUA),
depois, foi realizado o alinhamento com o software ClustalW no programa BioEdit (Hall, 1999)
e andlises filogenéticas e moleculares foram realizadas utilizando-se o programa MEGA versao
5 (Tamura K. et al., 2011). A construcdo da arvore filogenética foi realizada com o teste
Neighbor-Joining (NJ), utilizando Bootstrap como parametro do teste da filogenia com 1000
replicatas. O modelo estatistico foi o p-distance, utilizando transi¢cGes e transversbes para
substituicGes e Pairwise deletion com tratamento de falhas nos resultados.
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O método de Neighbor-Joining, ou agrupamento de vizinhos, foi desenvolvido por Saitou e Nei
em 1987 e é baseado no principio da evolugdo minima. O método ndo examina todas as
topologias possiveis, mas procura encontrar sequencialmente vizinhos que minimizem o
comprimento total da arvore. No método NJ a construcdo da arvore comeca com uma topologia
em forma de estrela. Inicialmente conectam-se os dois taxons mais estreitamente relacionados
(vizinhos), que passam a ser considerados um unico taxon. O processo se repete até que todos
0s taxons estejam conectados (SCHNEIDER, 2003). O bootstrap é um parametro utilizado para
medir o grau de suporte dos nés nas arvores filogenéticas pelo alinhamento das sequéncias,
conferindo confiabilidade as &rvores desenhadas. O valor do bootstrap representa a
porcentagem de vezes em que aquele mesmo agrupamento ocorreu nas diversas replicatas. Um
nimero alto de bootstrap indica um alto nivel de confianga na ocorréncia de determinado
agrupamento. Por ser um modelo matematico, o bootstrap ndo avalia a exatiddo da arvore,
somente indica a consisténcia e estabilidade dos bragos da arvore (SCHNEIDER, 2003).
Trabalhos de subtipagem encontrados na lituratura utilizam como padrdo o teste de bootstrap
com 1000 réplicas, e consideram um bom suporte do agrupamento valores maiores que 80%.

3.6 Isolamento de BTV em cultivo celular

3.6.1 Células KC

Amostras de sémen que apresentaram baixo valor de Ct. (menor que 35) na gRT-PCR seg-10,
foram submetidas ao isolamento viral utilizando células derivadas de Culicoides sonorensis
(KC). O meio de cultura utilizado para manter essas células foi 0 Schneider’s Insect Medium
(Sigma-Aldrich), suplementado com 1% de antibiético contendo penicilina e estreptomicina
10.000U (Sigma- Aldrich), 1% de fungizona (Gibco) e 15% de soro fetal bovino (Gibco).
Primeiramente 0 meio de cultura foi preparado em fluxo laminar classe Il maxisafe 2020
(Thermo Scientific), e no mesmo fluxo laminar foram preparadas as células KC para o
isolamento viral. Resumidamente, 0 meio que estava no frasco foi retirado por inversdo e
adicionado 10mL (diluigdo 1:10) do meio de cultura suplementado. As células foram soltas do
fundo do frasco com leves batidas contra a palma da méo, sem o uso de tripsina. Com o auxilio
de uma pipeta descartavel de 10ml foi retirado 1 mL de célula KC do frasco de origem e
adicionado em um frasco pequeno T-25cm?® (Greiner Bio-One) e adicionado, posteriormente,
6mL do meio de cultura suplementado.

Em outro fluxo laminar classe Il maxisafe 2020 (Thermo Scientific), as amostras foram diluidas
1:5, 1:10 e 1:20 em meio de cultura suplementado. O volume de 1 mL dessa diluicdo foi
adicionado na mistura célula e meio de cultura, preparado no primeiro fluxo laminar (ndo é
necessario fazer adsorcédo viral e ndo é necessario que as células estejam aderidas no fundo do
frasco). Também foram adicionadas nas analises, amostras de sémen ndo diluido (250 pL).
Desse modo, pode-se inferir a toxicidade do sémen in natura para as células KC,
acompanhando-se a morfologia da monocamada e comparando-se o indculo ndo diluido com o
diluido. As células foram mantidas em incubadoras (LEEC, Nottingham, Reino Unido) a 28°C
por 7 dias.

A andlise da “citotoxidade” foi realizada com o auxilio de um microscépio 6ptico Nikon TMS
(Chiyoda, Téquio, Japdo) com 24 e 48 horas. O meio de cultura foi trocado com 24 horas nas
amostras em que as células apresentaram alteracéo de caracteristica, como nao fixacdo no fundo
do frasco e arredondamento celular. As amostras para as quais as células ndo apresentaram
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alteracéo, o meio de cultura foi trocado com 48 horas. Apos sete dias, as células foram coletadas
com o auxilio de um rodinho (Greiner Bio-One) e armazenadas em tubo tipo universal (Sterilin)
a 4°C. As passagens cegas subsequentes em célula KC foram realizadas utilizando-se 1mL do
inoculo anterior e a troca do meio somente foi realizada na primeira passagem.

3.6.2 Células BHK-21

Apobs a 3% passagem em células KC, as amostras foram submetidas & extracdo de RNA como
mostrado no passo 4.2.1.3 e analisadas por gRT-PCR como mostrado no passo 4.2.3, para
verificar se houve multiplicagdo viral, uma vez que o BTV ndo apresenta efeito citopatico
(ECP) nas células KC. Amostras que foram positivas com Ct. abaixo de 35 foram submetidas ao
cultivo celular utilizando BHK-21 e VERO. O meio de cultura utilizado para a manutencéo de
BHK-21 foi o Glasgow Minimum Essential Medium (GMEM-Gibco), com 1% de antibi6tico
contendo penicilina e estreptomicina 10.000 U (Sigma- Aldrich) e 5% de caldo triptose-fosfato
(TPB- Sigma-Aldrich), que foi preparado em fluxo laminar classe Il maxisafe 2020 (Thermo
Scientific). Células BHK-21, em frascos médios T-75cm?® (Greiner Bio-One), com 80% de
confluéncia na monocamada celular foram utilizadas para a multiplicagéo viral e visualizacdo
de ECP induzido pelo BTV. O meio de cultura onde as células estavam sendo mantidas foi
retirado por inversdo e a monocamada foi lavada trés vezes com meio de cultura suplementado.
Ap6s a lavagem foi adicionado 1 mL de indculo da 3% passagem em KC e incubado a 37°C
(LEEC) por uma hora para a adsor¢do. Depois disso foram adicionados 23 mL do meio de
cultura suplementado e mantido na incubadora (LEEC) a 37°C até o aparecimento de ECP. As
amostras foram acompanhadas diariamente com o auxilio de um microscopio Optico invertido
(Nikon). Depois foram coletadas com o auxilio de um rodinho (Greiner Bio-One) e
armazenadas em tudo tipo universal (Sterilin) a 4°C.

3.6.3 Celulas VERO

Foi realizado o cultivo em células VERO (ATCC®CCL81™) apods trés passagens em células
KC e resultado positivo em gRT-PCR, semelhante ao realizado para BHK-21. O meio de
cultura utilizado foi 0 DMEM, high glucose, GlutaMAX™, HEPES (Gibco) suplementado com
1% de antibiético contendo penicilina e estreptomicina 10.000U (Sigma-Aldrich) preparado em
fluxo laminar classe 1l maxisafe 2020 (Thermo Scientific). Frascos T-75cm? (Greiner Bio-One)
contendo células VERO com 80% de confluéncia, tiveram a sua monocamada lavada por trés
vezes utilizando meio de cultura DMEM suplementado, em um diferente fluxo laminar classe Il
maxisafe 2020 (Thermo Scientific), sequida da adicdo de 1mL da 3% passagem do sobrenadante
de células KC, seguido de incubacgdo por uma hora a 37°C em incubadora (LEEC). Transcorrido
0 tempo, 23 mL do meio DMEM suplementado foram adicionados aos frascos e 0s mesmos
mantidos a 37°C até o aparecimento de CPE. As amostras foram acompanhadas diariamente
com o auxilio de um microscopio éptico invertido (Nikon), e as amostras foram coletadas com o
auxilio de um rodinho (Greiner Bio-One) e armazenadas em tubo tipo universal (Sterilin) a 4°C.
Para os experimentos de inoculacdo, trabalhou-se sempre com um controle celular néo
inoculado, para o qual todos os passos de lavagem e troca de meios foram executados.
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4 Resultados e discussao

4.1 RT-PCR one-step

Os resultados para as diferentes amostras e virus sdo apresentados na tabela 3.3, destacando-se
as amostras de sémen por regido geografica. Na regido da Zona da Mata foram coletadas
amostras em Coronel Pacheco; na regido do Vale do Mucuri, na cidade de Carlos Chagas; na
regido metropolitana, na cidade de Pedro Leopoldo; e no Tridngulo Mineiro, na cidade de
ltuiutaba. Das 53 amostras de sémen analisadas, 21 (39,62%) foram positivas para BVDV e 24
(45,28%) foram positivas para BTV.

Tabela 3.3 Amostras de sémen in natura testadas e coinfec¢do para BVDV e BTV.

Virus/ l"fgl_éo NC°. de Pos;t;;as Positivas para Coinfecgéo
genica  amostras P BTV (BVDV +
. testadas BVDV NS3 BTV)
Cidade 5-UTR
15 8
0,
Carlos Chagas 34 8 (23,53%) (44,12%) (23,53%)
9 4 3
Pedro Leopoldo 9 (100%) (44,44%) (33,34%)
3 2 2
Coronel Pacheco 4 (75%) (50%) (50%)
_ 2 3 2
Ituiutaba 6 (33,34%) (50%) (33,34%)
53 21 24 15
= 100%  39,62% 45,28% 28,3%

A coinfecgdo viral presente nas amostras testadas € mostrada na tabela 3.3. Observa-se a
recorréncia deste fendmeno uma vez que foi observada coinfecgdo nas amostras seminais
coletadas nas quatro regides geograficas testadas do Estado de Minas Gerais. A coinfecgdo entre
BTV e 0 BVDV ocorreu em 15 (28,3%) das amostras de sémen coletadas e testadas.

4.2 gRT-PCR one-step

Todas as amostras de sémen testadas foram anteriormente avaliadas para a amplificacdo do
normalizador GAPDH e todas foram positivas. As amostras foram testadas em duplicata e o
resultado foi apresentado como a média do Ct, consideradas positivas amostras com média de
Ct< 35, e acima desse valor foram consideradas inconclusivas. Das 53 amostras de sémen fresco
avaliadas para o virus BVDV, observou-se que mais seis amostras foram positivas
adicionalmente as que ja haviam amplificado na RT-PCR one-step (21— 39,6% RT-PCR e 27—
50,9% qRT-PCR, respectivamente). Na tabela 3.4 podemos observar o valor do Ct. de acordo
com a regido. Para o virus BTV, na qRT-PCR one-step oito amostras foram positivas
adicionalmente as j& anteriormente observadas, as quais ndo haviam amplificado na RT-PCR
one-step (24— 44,28% RT-PCR e 32— 60,4% gRT-PCR), com valor de Ct. menor que 35 (tabela
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3.5). A gRT-PCR mostrou-se mais sensivel, detectando o maior nimero de amostras comparado
com a RT-PCR, ambas, one-step.

Tabela 3.4 Valor do Ct. na gRT-PCR 5°UTR-BVDV em amostras de sémen bovino.

Cidade Nameros de Amostras com Ct. Amostras com Amostras
amostras menor que 35 Ct. maior que 35 sem Ct.
analisadas (Positivas) (inconclusivas) (negativas)
Carlos Chagas 34 12 15 7
Pedro Leopoldo 9 9 0 0
Coronel Pacheco 4 3 1 0
ltuiutaba 6 3 2 1
Total 53 (100%) 27 (50,95%) 18 (33,96%) 8 (15,09%)
Tabela 3.5 Valor do Ct. na gRT-PCR NS3 (seg-10)-BTV em amostras de sémen bovino.
Cidade Ndmeros de Amostras com Ct. Amostras com Amostras
amostras menos que 35 Ct. maior que 35 sem Ct.
analisadas (Positivas) (inconclusivas) (negativas)
Carlos Chagas 34 21 11 2
Pedro Leopoldo 9 8 1 0
Coronel Pacheco 4 2 1 1
ltuiutaba 6 1 2 3
Total 53 (100%) 32 (60,37%) 15 (28,30%) 6 (11,33%)

4.3 RT-PCR x gRT-PCR, anédlise de concordéncia

A analise de concordancia (indice Kappa) entre os dois testes citados para BVDV foi de 0,70 e
para BTV foi de 0,66, considerados de substancial concordancia (de 0,6 a 0,79) (tabelas 3.6 e

3.7).

Tabela 3.6 Analise dos resultados obtidos através das técnicas de RT-PCR e gRT-PCR para BVDV
em amostras de sémen utilizando o indice Kappa.

gRT-PCR
Positivo Negativo
Positivo 21 0 21
RUSHER Negativo 6 26 32
27 26 Total 53
BVDV Kappa 0,70
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Tabela 3.7 Andlise dos resultados obtidos através das técnicas de RT-PCR e qRT-PCR para BTV
em amostras de sémen utilizando o indice Kappa.

gRT-PCR
Positivo Negativo
Positivo 24 1 25
RT-PCR Negativo 8 20 28
32 21 Total 53
BTV Kappa 0,66

Dessa forma, pode se afirmar que os testes sdo concordantes e a sensibilidade analitica foi
semelhante para todos os testes padronizados, pela analise kappa. Assim podem ser utilizados
quaisquer dos testes com confianca e alta sensibilidade.

E importante destacar que ao longo do desenvolvimento deste trabalho pode ser observado que
os resultados da sensibilidade analitica foram comparéveis para os dois testes (RT-PCR e qRT-
PCR one-step) com valores muito proximos, utilizando-se como molde amostras de sémen
contaminadas com virus, em doses infectantes conhecidas. Porém, nos testes de amostras de
campo, as quais contém doses variaveis de virus, observou-se que a qRT-PCR foi mais sensivel
do que a RT-PCR, nas condicGes trabalhadas.

Considerando-se os virus RNA de fita simples linear (BVDV) e RNA fita dupla segmentada
(BTV), a ocorréncia de “falso-negativos” na RT-PCR em relacdo a qRT-PCR foi de 11,3% e
16,12%, respectivamente. Provavelmente, estes dados estdo correlacionados ao tipo de acido
nucleico e acessabilidade aos iniciadores, bem como ao desempenho da extracdo do &cido
nucleico.

Devem, certamente, serem consideradas as seguintes vantagens da gRT-PCR: maior rapidez;
teste de maior niUmero de amostras em mesmo tempo; ndo existéncia da etapa de eletroforese,
que ndo somente reduz o tempo de apresentacdo do resultado como também a chance de
contaminacgdo de amostras e do ambiente laboratorial. Entretanto, os testes aqui desenvolvidos
deverdo ser repassados a rede de laboratérios do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento, e, nem todos os laborat6rios que constituem a rede de apoio tém a infraestrutura
fisica e de recursos humanos para o desenvolvimento da gRT-PCR; assim, o teste RT-PCR one-
step para ambos o0s virus mostraram resultados muito bons, passiveis de serem utilizados em
locais onde falta a infraestrutura mencionada.

4.4 Sequenciamento e Inferéncia filogenética

Foi realizado o sequenciamento de amostras virais provenientes de algumas amostras de sémen
in natura bovino, escolhidas dentre as que apresentaram uma maior amplificacdo, visualmente
observada em corrida eletroforética em gel de agarose, possivelmente significando uma maior
quantidade de virus na amostra seminal escolhida. A purificacdo do material genémico foi
realizada e o cDNA dosado e realizado o sequenciamento como descrito anteriormente (seccao



4.1.6). Apos conferéncia das sequéncias, resolucdo das ambiguidades e alinhamento com
sequéncias virais previamente depositadas no GenBank, a partir do alinhamento no programa
Clustalw  (http://www.genome.jp/tools/clustalw/), foi efetuada a inferéncia filogenética
utilizando o programa MEGA versédo 5 (Tamura K. et al.,2011), como descrito na secgdo 3.5.3.

Pode-se observar na figura 3.2 a aproximacdo das amostras sequenciadas para BVDV. As
sequéncias ficaram mais préximas do BVDV-1. Na figura 3.3, pode-se observar na analise
filogenética do BTV, utilizando a regido NS3, que ndo foi possivel diferenciar os sorotipos. As
amostras agruparam proximas da amostra de BTV-4 da Africa do Sul. As sequéncias das
amostras padrdo foram provenientes de depésitos no Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).
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Figura 3.2: Andlise filogenética de BVDV com sequéncias amplificadas por RT-PCR e sequenciadas
a partir de amostras de sémen de animais naturalmente infectados. Arvore de Neighbor-Joining da
sequéncia nao transcrita 5'(UTR-5"). A arvore foi feita utilizando-se a distancia p com 1000 réplicas de
bootstrap, utilizando o programa MEGA 5. Circulo azul representa amostras de sémen coletadas em
Carlos Chagas, circulo cinza em Pedro Leopoldo, circulo verde Coronel Pacheco e circulo vermelho
Ituiutaba.
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Figura 3.3: Andlise filogenética de BTV com sequéncias amplificadas por RT-PCR e sequenciadas a
partir de amostras de sémen de animais naturalmente infectados. Arvore de Neighbor-Joining das
sequéncias codificadoras da regido NS3. A arvore foi feita utilizando-se a distancia p com 1000 réplicas
de bootstrap, utilizando-se o programa MEGA 5. O circulo azul representa amostras de sémen coletadas
em Carlos Chagas, circulo cinza em Pedro Leopoldo e circulo verde Coronel Pacheco.
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5 Resultados obtidos em Pirbright

5.1 Extracdo de RNA viral das amostras de referéncia

Foram realizadas a multiplicagdo e a extracdo do RNA viral de todos os tipos de BTV para
controle positivo, tanto para a RT-PCR quanto para a qRT-PCR. O método escolhido foi o do
TRIzol com modificacBes, com adicdo de um passo adicionando-se cloreto de litio para a
separacdo de RNA fita simples do RNA fita dupla. Este passo foi importante para a purificacéo
do RNA, que posteriormente além de ser utilizado como controle positivo da PCR, também foi
utilizado para sequenciamento genémico. Na figura 3.4, pode-se visualizar um gel de agarose
1% comprovando a qualidade do RNA extraido. A banda maior é referente ao gene do seg-1
(VP1) com tamanho molecular de 3,954 Kb. Abaixo 0 gene do seg-2 (VP2) e seg-3 (VP3)
juntos, com tamanho molecular de 2,926 Kb e 2,770 Kb, respectivamente. Posteriormente, o
gene do seg-4 (VP4), seg-5 (NS1) e seg-6 (VP5), com tamanho molecular de 1,981Kb, 1,769Kb
e 1,638Kb, respectivamente. Logo abaixo, 0 gene do seg-7 (VP7), seg-8 (NS2) e seg-9 (VP6),
com tamanho molecular de 1,156 Kb, 1,124 Kb e 1,046 Kb, respectivamente. A menor banda
corresponde ao gene do seg-10 que codifica a proteina ndo estrutural NS3 de tamanho
molecular de 0,822 Kb. Todos os RNAs extraidos estdo em quantidade e qualidade adequados
para trabalhos posteriores.
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Figura 3.4: RNA dos 25 tipos de BTV extraidos pelo método TRIzol. Gel de agarose 1% (Invitrogen),
corado com brometo de etidio (Promega), visualizado e fotografado em Gel Doc™ XR+ with Image
Lab™ Software (Biorad). Figura A: Canaleta 1 e 16 padréo de tamanho molecular 1Kb plus (Invitrogen);
Canaletas 2-15 BTV-1, BTV-2, BTV-3, BTV-3 (nova extracdo), BTV-4, BTV-5, BTV-6, BTV-7, BTV-8,
BTV-9, BTV-10, BTV-11, BTV-12 e BTV-13, respectivamente. Figura B: Canaleta 1 e 15 padrdo de
tamanho molecular 1Kb plus (Invitrogen); Canaletas 2-14: BTV-14, BTV-15, BTV-16, BTV-17, BTV-
18, BTV-19, BTV-20, BTV-21, BTV-22, BTV-23, BTV-24, Vaziae BTV-26, respectivamente.



5.2 gRT-PCR

Os resultados da qRT-PCR para seg-10 (NS3) podem ser verificados na tabela 3.8 e na figura
3.5, onde pode-se analisar a curva de amplificagdo da qRT-PCR para as 50 amostras de sémen
testadas. Amostras com Ct. menor que 35 foram observadas nas fazendas de todos os
municipios, menos em ltuiutaba, que apresentaram resultados inconclusivos (2) e sem Ct. (3),
neste teste. O BTV € um virus ndo envelopado, contendo capsideo com tripla camada, ndo
sendo considerado entre 0s virus mais susceptiveis a estocagem. Porém, embora as amostras
tenham saido do Brasil em contéiner apropriado com gelo seco, sofreram uma retengdo
alfandegaria em Campinas, embora a documentacdo legal estivesse anexada (anexo 6) e
chegaram ao Instituto Pirbright no Reino Unido a temperatura ambiente. O transporte pode ter
contribuido para a ndo adequacdo das amostras tanto para os ensaios de PCR, como,
especialmente, para o isolamento viral.

Tabela 3.8 Diagnéstico de BTV em amostras de sémen utilizando qRT-PCR (seg-10).

Cidade NUmeros de Amostras com | Amostras com Ct. | Amostras sem

amostras Ct. menor que 35 maior que 35 Ct.
analisadas (Positivas) (Inconclusivas) (negativas)

Carlos Chagas 33 12 16 5

Pedro Leopoldo 8 5 3 0

Coronel Pacheco 4 2 1 1

Ituiutaba 5 0 2 3

Total 50 (100%) 19 (38%) 22 (44%) 9 (18%)

Se compararmos 0s resultados obtidos, utilizando métodos de extracdo do RNA semelhantes
(BR-Tri-reagente [Sigma] e UK-TRIzol [Invitrogen]) e iniciadores para a mesma regido génica
(seg-10-NS3). Dos experimentos realizados no Brasil (tabela 3.5), das 53 amostras testadas, 32
foram positivas com Ct. menor que 35, 15 com Ct. maior que 35 (inconclusivas) e 6 negativas.
Na tabela 3.8 pode-se observar o resultado produzido no UK, no total de 50 amostras, 19 foram
positivas com Ct. menor que 35, 22 amostras inconclusivas e 9 negativas. E relevante destacar
ainda, que para os animais dos municipios analisados, a deteccdo foi positiva tanto pelo teste
desenvolvido no Laboratério do ICB-UFMG, quanto pelo teste utilizado em Pirbright,
excetuando para as amostras coletadas na regido de Ituiutaba. A maior variagdo se deveu aos
testes inconclusivos. Importante ressaltar que os reagentes utilizados foram diferentes. No Brasil
a qRT-PCR one-step foi utilizado o Sybr Green (Applied Biosystems), enquanto que na
Inglaterra foi utilizado o sistema TagMan (Invitrogen). A especificidade do sistema TagMan é
maior do que o Sybr Green, devido a utilizagdo de sonda. J& no Sybr Green, o corante se liga em
qualquer DNA de fita dupla. A diferenca observada nos resultados obtidos entre dois gqRT-PCR
one-step pode estar relacionada aos diferentes reagentes utilizados para o desenvolvimento do
teste diagndstico e ao uso de sonda em Pirbright.
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Figura 3.5: Curva teste de amplificacdo de BTV (seg-10) por gRT-PCR a partir de amostras de
sémen (Orru et al., 2006). Foram utilizados para a rea¢do a enzima SuperScript™ III Platinum® One-
Step Quantitative RT-PCR System (Invitrogen) e TRIzol LS como método de extracdo. Figura A e B:
Curva de amplificagdo da qRT-PCR nos testes das 50 amostras de sémen em duplicata, onde a curva com
o menor valor de Ct. € o controle positivo, e as outras curvas foram geradas pelas amostras de sémen.

Trabalhos anteriormente publicados apontam que o primeiro tipo de BTV isolado no Brasil foi o
BTV-4, a partir de sangue de animais brasileiros, em quarentena nos Estados Unidos da
América (Groocock & Campbell, 1982). Posteriormente, o BTV-12 foi isolado em um surto no
Parana em 2001 (Clavijo et al., 2002). Trabalhos somente utilizando sorologia indicam outros
tipos de BTV circulantes no Brasil, como o0 4, 6, 14, 17, 19 e 20 (Groocock & Campbell, 1982;
Cunha et al., 1987). Foram utilizados iniciadores especificos utilizando o gene do seg-2 para a
amplificacdo em qRT-PCR. As amostras foram testadas para BTV-4, 12, 2, 6, 14 e 17. A figura
3.6 representa a curva de amplificagdo da qRT-PCR para BTV-4 e BTV-12, figuras A e B,
respectivamente.
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Figura 3.6: Curva de amplificacdo de BTV-4 e BTV-12 (seg-2) por gRT-PCR, a partir de amostras
de sémen. Foram utilizadas a enzima SuperScript™ [II Platinum® One-Step Quantitative RT-PCR
System (Invitrogen) e TRIZOL LS como método de extragdo. As amostras foram testadas para o
segmento 2. Figura A: Curva de amplificacdo da qRT-PCR BTV-4 seg-2 para as 50 amostras de sémen
em duplicata; a amostra com o menor Ct. representa 0 controle positivo, e, as amostras de sémen
mostraram Ct’s variados. Figura B: Curva de amplificacdo da qRT-PCR BTV-12 seg-2 para as 50
amostras de sémen em duplicata. Observou-se amplificagdo somente para o controle positivo.

Houve deteccdo de fluorescéncia para o controle positivo em ambos 0s testes e nove amostras
de sémen apresentaram Ct. menor que 35 na gRT-PCR para BTV-4. Como pode ser observado
na tabela 3.9, somente para a cidade de Ituiutaba ndo houve amostras positivas e nem
inconclusivas, sendo, portando todos os animais negativos. N&o foi observado fluorescéncia nas
amostras de sémen para BTV-12.



Tabela 3.9 Amostras de sémen positivas para BTV-4.

Cidade NUmeros de Amostras com | Amostras com Ct. | Amostras sem

amostras Ct. menos que 35 maior que 35 Ct.

analisadas (Positivas) (Inconclusivas) (Negativas)
Carlos Chagas 33 3 12 18
Pedro Leopoldo 8 4 2 2
Coronel Pacheco 4 2 1 1
ltuiutaba 5 0 0 5

Total 50 (100%) 9 (18%) 15 (30%) 26 (52%)

Na figura 3.7 pode ser observado a curva de amplificacdo na qRT-PCR para BTV-2, BTV-6,
BTV-14 e BTV-17. Pode-se observar que somente houve amplificagdo nos controles positivos.
As amostras de sémen e 0s controles negativos ndo apresentaram valor de Ct.

Figura 3.7: Curva de amplificacdo de BTV-2, BTV-6, BTV-14 e BTV-17 (seg-2) por qRT-PCR, a
partir de amostras de sémen. Foram utilizadas a enzima SuperScript™ [II Platinum® One-Step
Quantitative RT-PCR System (Invitrogen) e TRIZOL LS como método de extracdo. Figura A: Curva de
amplificacdo da gRT-PCR BTV-2 seg-2 nos testes das 50 amostras de sémen em duplicata; Figura B:
Curva de amplificacdo da qRT-PCR BTV-6 seg-2 nos testes das 50 amostras de sémen em duplicata;
Figura C: Curva de amplificacio da qRT-PCR BTV-14 seg-2 nos testes das 50 amostras de sémen em
duplicata; Figura D: Curva de amplificacdo da gqRT-PCR BTV-17 seg-2 nos testes das 50 amostras de
sémen em duplicata; Em todos os testes somente os controles positivo amplificaram e os controles
negativos ndo apresentaram valor de Ct.
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Como apresentado acima, e, segundo os relatos brasileiros, optou-se inicialmente por testar as
amostras para BTV-4 e BTV-12, anteriormente isoladas em amostras brasileiras. Em seguida,
as amostras foram testadas para BTV-6, BTV-14 e BTV-17 (devido aos resultados de sorologia
no Brasil e América do Sul; Legisa et al, 2013; Cunha et al.,1987) e, para 0 BTV-2, devido a
recente surto descrito na América Central (dados ainda ndo relatados, com avaliagdo em
andamento no Instituto Pirbright). Estes testes realizados consumiram a quase totalidade do
material enviado ao Instituto e, novos testes ndo puderam ser realizados. Destaca-se aqui que as
amostras precisam ainda ser testadas em duplicata, reduzindo ainda mais o rendimento do
material enviado.

5.3 Isolamento viral

Amostras de sémen que apresentaram Ct. abaixo de 35 foram submetidas a isolamento viral
utilizando primeiramente células KC. Como ndo ha relato na literatura sobre isolamento viral
nessas células utilizando sémen como material biolégico, foram inicialmente testadas diferentes
dilui¢des do sémen. Na tabela 3.10, podemos analisar o cultivo em células KC de culicoides
utilizando 12 amostras de sémen em diferentes diluicGes. Em algumas amostras ocorreu a morte
celular em 24 horas, enquanto para outras, com a mesma diluicdo, houve adesdo celular,
evidenciando baixa citotoxicidade. A concentragdo espermética foi ajustada para 10°células
espermaticas /500 pL (quantidade de célula espermatica utilizada na inseminacdo artificial).
Consequentemente a quantidade de PBS utilizada para diluir as mesmas foi variavel, fator que
pode ter contribuido para a citotoxidade e morte celular.

Para a amostra de nimero 5, por exemplo, a concentracdo espermatica inicial estava muito
baixa e a quantidade de diluente utilizado foi menor, portanto a concentragdo do plasma seminal
estava maior do que em outras amostras testadas. Foi testado o isolamento viral somente
utilizando o plasma seminal sem dilui¢do e as células tornaram-se invidveis em 24 horas. O
sucesso ou ndo do isolamento viral para amostra de sémen estd diretamente relacionado a
concentragcdo espermética inicial e, consequentemente, ao volume de diluente utilizado,
lembrando que o plasma seminal possui uma grande quantidade de lipideos, proteinas e sais,
que dificulta ainda mais o isolamento viral em célula. Fiore (1997), também observou a
citotoxidade do plasma seminal em cultura de linfdcitos e também relatou que a presenca de
SFB aumenta ainda mais a citotoxidade celular.

Como pode ser observado na tabela 3.10, amostras que foram pouco diluidas com PBS apds a
contagem espermatica apresentaram morte celular em 24h, enquanto amostras com a quantidade
maior de diluente obtiveram maior sucesso no isolamento viral. Nesse sentido, amostras de
sémen foram coletadas de touros de diferentes idades, com comprimento, largura, volume e
circunferéncia escrotal que variam amplamente entre os animais coletados e consequentemente,
a quantidade de material coletado. Argov-Argaman e colaboradores (2013) encontraram uma
diferenca na concentracdo de lipideos de acordo com a idade do touro. Touros maduros
possuem uma menor concentracdao de lipideo no sémen. Amostras bioldgicas com alto teor de
lipideos, quando adicionadas ao cultivo celular, geralmente causam citotoxicidade. Esse fator
pode explicar a diferencga de citotoxidade encontrado nesse trabalho para as diferentes amostras
de sémen.
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Tabela 3.10 Anélise da citotoxicidade celular e valor de Ct. na gRT-PCR seg-9.

Amostra 905 405 78 444
diluicdo  gqgjjyir  1:5 s/iluir 15 s/diluir 15 s/iluir  1:5
24H JAC JAC 1AC 1AC 1AC 1AC 1AC 1AC
48H MC MC AC AC AC AC AC AC
Ct. KC2 SICt. S/Ct. S/Ct. S/Ct. SICt. S/Ct.
Ct. KC3 SICt. S/Ct. 38.51 S/Ct. SICt. S/Ct.
Amostra 886 896

diluicdo  s/diluir 1:5 1:10 1:20 s/diluir 1:5 1:10 1:20
24H MC MC MC JAC MC MC LAC 1AC
48H AC AC AC
Ct. KC2 SICt. SICt. SICt.
Ct. KC3 SICt. SICt. SICt.
Amostra 4 5

diluigéo s/diluir 1:5 1:10 1:20 s/diluir* 1:5 1:10 1:20
24H MC MC JAC lAC MC MC MC LAC
48H MC MC MC
Amostra Holandés S/brinco HPB/PS HVBO01
diluicao 1.5 1:5 1:5 1:5

24H LAC lAC 1AC 1AC

48H MC MC AC AC

Ct. KC2 37.61 36.99

Ct. KC3 34.54 34.22

|AC- Baixa Adeséo Celular; TAC- Alta Adeséo Celular; MC-Morte celular; *Adicionado somente plasma seminal;
KC2: Segunda passagem; KC3: Terceira passagem; Ct.: Valor do Ct. em gRT-PCR seg-9.

Posteriormente a primeira passagem, as amostras que permaneceram viaveis durante sete dias
foram submetidas a uma segunda passagem em célula KC (KC2). Ap6s passado o tempo de
incubacdo de sete dias, as células foram coletas e submetidas a uma terceira passagem em
células KC (KC3). Foi realizado também a extracdo de RNA com rob6 KingFisher e a gRT-
PCR utilizando iniciadores para o seg-9 para acompanhar a multiplicacdo viral. O mesmo
procedimento ocorreu depois de passado o tempo de incubacdo da terceira passagem. Nesta
etapa o seg-9 foi utilizado somente para avaliar a positividade das amostras, ndo tendo o mesmo
potencial para a tipagem. Este segmento é o utilizado normalmente para este fim no Instituto
Pirbright. Diferentemente, para a avaliagdo das amostras de sémen diretamente (item 5.2) foi
utilizado o seg-10 (codificador da NS3), unicamente porque no Brasil o sémen havia sido
testado com o0 mesmo, e facilitaria as analises comparativas.

Somente duas amostras apresentaram Ct. menor que 35 na terceira passagem e elas foram
submetidas a uma quarta passagem em células KC (KC4) e depois, foram iniciadas as
passagens em células de mamifero. A primeira célula utilizada foi a BHK-21. Foram realizadas
trés passagens nessas células utilizando KC3 como indculo inicial e também foi realizada
passagem em células VERO. Todas as passagens em cultivo de células realizadas foram
submetidas a extracdo de RNA utilizando o rob6 KingFisher e, posteriormente, foi realizada a
gRT-PCR utilizando o seg-9. Os resultados podem ser observados na figura 3.8.
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Passagem celular

Figura 3.8: Comparacédo do valor do Ct. na qRT-PCR (seg-9) para amostras que foram cultivadas
em célula de inseto (KC) e células de mamiferos BHK-21 e VERO. As barras azuis representam
amostra do sémen do touro HPB/PS com suas passagens em célula e as barras roxas representam o
amostra do sémen do animal HVBO01, ambos da cidade de Pedro Leopoldo. Houve diminui¢&o do valor de
Ct. nas passagens em células de inseto KC, e em uma amostra (HPB/PS) também houve diminuicdo do
valor de Ct. em célula BHK-21.

Como pode ser observado, o valor de Ct. foi diminuindo com as passagens em células KC para
ambos os isolados, sugerindo multiplicacéo viral em passagens subsequentes. O mesmo néo foi
observado nas passagens em células de mamiferos. Para o isolado HPB/PS pode-se observar
uma diminuicdo no valor de Ct. nas passagens em células de mamifero BHK-21, mas 0 mesmo
ndo foi observado com o isolado HVBO1. Foi realizado somente uma passagem em células
VERO. Nenhuma amostra apresentou ECP na monocamada celular.

5.4 gRT-PCR dos isolados de sémen

A partir de células de inseto KC, onde foram realizadas trés passagens cegas (KC3), o0 RNA foi
extraido com o kit da Qiagen para os isolados HPB/PS e HVBO1. Em seguida foi realizada a
gRT-PCR com iniciadores especificos para cada tipo de BTV utilizando o seg-2. Para estes
isolados foi possivel realizar a qRT-PCR para todos os 26 sorotipos de BTV (tabela 3.11). A
amostra HPB/PS foi positiva com Ct. menor do que 35 para BTV-4, 8, 10 e 16, e inconclusivo
para BTV-7 e 12, com média de Ct. de 37.18 e 37.24, respectivamente. O isolado HVBO1 foi
positivo para BTV-4 e 10 com Ct. menor que 35 e para os BTV-7 e 8 com Ct. inconclusivo
(maior do que 35). Importante ressaltar que a amostra HPB/PS ndo possui células espermaticas,
somente plasma seminal e a amostra HVBO01 possuia 0s dois componentes, células espermaticas
e plasma seminal.
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Tabela 3.11 Valor de Ct. na gRT-PCR para tipagem de BTV utilizando o seg-2.

Tipo HPB/PS (Sémen) HVBO01 (Sémen) HPB/PS (KC3) HVBO01 (KC3)
BTV

BTV-1 Sem Ct. Sem Ct.
BTV-2 Sem Ct. Sem Ct. Sem Ct. Sem Ct.
BTV-3 Sem Ct. Sem Ct.
BTV-4 32.97 21.77 31.12 29.64
BTV-5 Sem Ct. Sem Ct.
BTV-6 Sem Ct. Sem Ct. Sem Ct. Sem Ct.
BTV-7 37.18 36.42
BTV-8 35.09 36.15
BTV-9 Sem Ct. Sem Ct.
BTV-10 34.91 34.77
BTV-11 Sem Ct. Sem Ct.
BTV-12 Sem Ct. Sem Ct. 37.24 Sem Ct.
BTV-13 Sem Ct. Sem Ct.
BTV-14 Sem Ct. Sem Ct. Sem Ct. Sem Ct.
BTV-15 Sem Ct. Sem Ct.
BTV-16 28.13 Sem Ct.
BTV-17 Sem Ct. Sem Ct. Sem Ct. Sem Ct.
BTV-18 Sem Ct. Sem Ct.
BTV-19 Sem Ct. Sem Ct.
BTV-20 Sem Ct. Sem Ct.
BTV-21 Sem Ct. Sem Ct.
BTV-22 Sem Ct. Sem Ct.
BTV-23 Sem Ct. Sem Ct.
BTV-24 Sem Ct. Sem Ct.
BTV-25 Sem Ct. Sem Ct.
BTV-26 Sem Ct. Sem Ct.

5.5 RT-PCR e Analise filogenética

As duas amostras com Ct. menor do que 35 no isolamento viral, utilizando células KC (HPB/PS
e HVBO01), foram submetidas primeiramente a RT-PCR com iniciadores que amplificam todo o
gene dos segmentos 7, 8, 9 e 10, como mostra a figura 3.9. Foi possivel amplificar os segmentos
dos dois isolados com banda Unica. Todos os controles positivos amplificaram no tamanho

esperado.
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Figura 3.9: RT-PCR para amplificacdo dos seg-7, seg-8, seg-9 e seg-10. Gel de agarose 1%
(Invitrogen), corado com brometo de etidio (Promega), visualizado e fotografado em Gel Doc™ XR+
with Image Lab™ Software (Biorad). Figura A: Canaleta 1 padrdo de tamanho molecular 1 Kb plus
(Invitrogen); Canaletas 2-5: controle negativo, KC3HPB/PS, KC3HVBOL1 e controle positivo seg-7
(~1156pb), respectivamente. Figura B: Canaleta 1 padrdo de tamanho molecular 1 Kb plus (Invitrogen),
canaletas 2-5: controle positivo, KC3HPB/PS, KC3HVBO01 e controle negativo seg-8 (~1124 pb),
respectivamente. Figura C: Canaleta 1 padrdo de tamanho molecular 1 Kb plus (Invitrogen), canaletas 2-
5: controle positivo, KC3HPB/PS, KC3HVBOL1 e controle negativo seg-9 (~1046 pb), respectivamente.
Figura D: Canaleta 1 padrdo de tamanho molecular 1 Kb plus (Invitrogen), canaletas 2-5: controle
positivo, KC3HPB/PS, KC3HVBOL1 e controle negativo seg-10 (~822 pb), respectivamente.

Foram feitas tentativas de amplificacdo dos tipos de BTV considerados positivos e
inconclusivos na qRT-PCR para tipagem utilizando iniciadores do seg-2. Foram utilizados
diferentes pares de iniciadores especificos para cada tipo de BTV seg-2, e, na figura 3.10 pode-
se observar o resultado da RT-PCR para BTV-4, BTV-7, BTV-8, BTV-10, BTV-12 ¢ BTV-16.
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Figura 3.10: RT-PCR para amplificacdo do BTV-4, BTV-7, BTV-8, BTV-10, BTV-12, BTV-16 seg-
2. Gel de agarose 1% (Invitrogen), corado com brometo de etidio (Promega), visualizado e fotografado
em Gel Doc™ XR+ with Image Lab™ Software (Biorad). Figura A - canaleta 1: padrdo de tamanho
molecular 1Kb plus (Invitrogen); Canaletas 2-5: controle positivo BTV-7 seg-2, KC3HPB/PS,
KC3HVBO01 e controle negativo (1798pb), respectivamente; Canaletas 6-9: controle negativo,
KC3HPB/PS, KC3HVBO0L1 e controle positivo BTV-8 seg-2 (1232pb), respectivamente; Canaletas 10-13:
controle positivoBTV-10 seg-2, KC3HPB/PS, KC3HVBOl1 e controle negativo (1809 pb),
respectivamente; Canaletas 14-16: controle positivoBTV-12 seg-2, KC3HPB/PS e controle negativo
(1326 ph), respectivamente. Figura B - Canaleta 1: padréo de tamanho molecular 1Kb plus (Invitrogen);
Canaletas 2-5: controle negativo, KC3HPB/PS, KC3HVBO01 e controle positivo BTV-4 seg-2 par de
iniciadores numero 1 (2441 pb), respectivamente; Canaletas 6-9: controle positivoBTV-4 seg-2,
KC3HPB/PS, KC3HVBO01 e controle negativo, utilizando par de iniciadores nimero 2 (2045 pb),
respectivamente; Canaletas 10-13: controle negativo, KC3HPB/PS, KC3HVBO1 e controle positivo BTV-
4 seg-2 par de iniciadores nimero 3 (2324 pb), respectivamente; Canaletas 14-16: controle negativo,
KC3HPB/PS e controle positivo BTV-16 seg-2 (1557 pb), respectivamente.

Nao houve amplificacdo do seg-2 (segmento utilizado para sequenciamento) para o BTV-7
(1798 pb), BTV-8 (1232 pb), BTV-10 (1809 pb), BTV-4 seg-2 (par de iniciadores numero 1
[2441 pb], par de iniciadores nimero 2 [2045 pb] e par de iniciadores nimero 3 [2324 pb]).
Também ndo houve amplificacdo para BTV-12 (1326pb) e BTV-16 (1557 pb), para a amostra
HPB/PS. O resultado negativo nesse teste pode ser devido ao valor do Ct. na gqRT-PCR, que foi
alto para ambas as amostras, mostrando que a quantidade de virus presente na amostras nao foi
suficiente para a amplificacdo na RT-PCR. Das amostras positivas na qRT-PCR para tipagem,
somente as amostras positivas para BTV-16 e BTV-4 mostraram o valor de Ct. suficientemente
baixo para a amplificacdo na RT-PCR para sequenciamento. Na figura 3.11 pode-se observar
outra tentativa de amplificacdo do BTV-4 seg-2 utilizando tanto a partir de amostras de sémen
guanto de isolados virais.
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Figura 3.11: RT-PCR para amplificacdo do BTV-4 seg-2. Gel de agarose 1% (Invitrogen), corado com
brometo de etidio (Promega), visualizado e fotografado em Gel Doc™ XR+ with Image Lab™ Software
(Biorad). Figura A - Canaleta 1: padrdo de tamanho molecular 1Kb plus (Invitrogen); Canaleta 2:
Controle positivo BTV-4 seg-2; Canaletas 3-6: amostra de sémen HVBOL1 e canaletas 8-11: amostra de
sémen 78, com par de iniciadores 1 (837 pb), par de iniciadores 2 (929 pb), par de iniciadores 3 (1071
pb) e par de iniciadores 4 (1105 pb) para cada amostra respectivamente; Canaleta 7: controle negativo da
reacdo. Figura B - Canaleta 1: padrdo de tamanho molecular; Canaletas 2 e 8 controle negativo da reacéo;
Canaletas 3-7: isolado KC3HPB/PS e canaletas 9-13: isolado KC3HVBO01, com par de iniciadores 1
(1105pb), par de iniciadores 2 (1105 pb), par de iniciadores 3 (1071 pb), par de iniciadores 4 (929 pb) e
pares de iniciador 5 (837 pb), para cada amostra respectivamente; Canaleta 14 controle positivo BTV-4
seg-2 utilizando iniciadores de numero 5.

Houve amplificagdo de RNA viral para as amostras de sémen 78 e HVBO1 para BTV-4 seg-2
utilizando o par de iniciadores 1 (837 pb), portanto ndo houve amplificacdo com os outros par
de iniciadores (par de iniciadores 2 [929 pb], par de iniciadores 3 [1071 pb] e par de iniciadores
4 [1105 pb]). Pode-se observar que a quantidade do RNA so foi suficiente para amplificar
utilizando os par de iniciador nimero 1, que possui 0 menor comprimento entre os pares de
iniciadores testados. O mesmo fendmeno ocorreu com os isolados HPB/PS e HVBO01, para 0s
quais foram utilizados cinco pares de iniciadores (par de iniciadores 1 [1105 pb], par de
iniciadores 2 [1105 pb], par de iniciadores 3 [1071 pb], par de iniciadores 4 [929 pb] e par de
iniciadores 5 [837 pb]), e s6 foi possivel amplificar com os par de iniciadores nimero 4 e 5,
para ambos os isolados.

O isolado HPB/PS foi também positivo, na gRT-PCR, para BTV-16 seg-2; foi realizada a RT-
PCR para a amplificacdo utilizando trés pares de iniciadores (par de iniciadores 1 [1557 pb], par
de iniciadores 2 [1498 pb], e par de iniciadores 3 [434 pb]). Como se pode observar na figura
3.12, somente houve amplificacdo utilizando o par de iniciadores nimero 3, que possui 0 menor
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comprimento entre os pares de iniciadores, e também apresentou bandas inespecificas. Foi
realizado a purificagdo do cDNA (3.5.2.2) e o sequenciamento, porém, a qualidade das
sequéncias ndo foi suficiente para realizacdo de analise filogenética.

Figura 3.12: RT-PCR para amplificagdo do BTV-16 seg-2. Gel de agarose 1% (Invitrogen), corado
com brometo de etidio (Promega), visualizado e fotografado em Gel Doc™ XR+ with Image Lab™
Software (Biorad). Canaleta 1: padréo de tamanho molecular 1Kb plus (Invitrogen); Canaleta 2: controle
negativo da reacdo; Canaletas 3-5: isolado KC3HPB/PS com par de iniciadores 1 (1557 pb), par de
iniciadores 2 (1498 pb), par de iniciadores 3 (434 pb), respectivamente; Canaleta 6: controle positivo da
reacdo utilizando par de iniciador de nimero 3.

As figuras 3.13, 3.14 e 3.15 apontam a analise filogenética do seg-7, seg-9 e seg-10,

respectivamente. A Figura 3.16 mostra a inferéncia filogenética do BTV-4 realizada a partir do
seg-2, tanto para amostra de sémen quanto para o seu respectivo isolado.
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78 |1 JN671912 BTV-16 strain BN96/16 segment 7 China
86| JX272465 BTV-16 isolate 7766 segment 7 South Africa
EU839843 BTV-25 isolate TOV segment 7 VP7 gene Switzerland

100

HM590644 BTV-26 isolate KUW2010/02 segment 7

DQ465027 BTV-15 isolate RSArrrr/15 viral protein 7 (VP7) gene

100

JQO086297 BTV-7 strain v6963 segment 7 Australia
DQ465028 BTV-19 isolate RSArrrr/19 viral protein 7 (VP7) gene

0.02

100

99 JX272555 BTV-7 isolate 1504 segment 7 South Africa
100! DQ465026 BTV-7 isolate RSArrrr/07 viral protein 7 (VP7) gene

Figura 3.13: Analise filogenética do seg-7 de BTV dos isolados de sémen HPB/PS e HVBO1. Arvore
de Neighbor-Joining das sequéncias codificadoras da regido NS3. A arvore foi feita utilizando-se a
distancia p com 1000 réplicas de bootstrap, utilizando o programa MEGA 5. O circulo preto representa os
isolados em células KC (passagem 3).
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40 GQ506459 BTV-8 strain NET2007/01 segment 9

78 1 FJ183382 BTV-8 VP6 gene Netherlands

JX680455 BTV-8 strain NET2006/04 segment 9
AM498059 BTV-8 complete viral segment 9 Netherlands
DQ825668 BTV-4 from France segment 9 VP6 gene
100 [ JN255890 BTV-4 strain BTV-4IT(L) segment 9

40 JN255900 BTV-4 strain BTV-4IT(H) segment 9
KC853057 BTV-16 strain NIG1982/10* VP6 protein gene
@ KC3 HPB/PS Pedro Leopoldo MG VP6

100 L @ KC3 HVBO01 Pedro Leopoldo MG VP6

DQ825669 BTV-4 from Greece segment 9 VP6 gene
GQ506504 BTV-6 strain RSArrrr/06 segment 9
DQ825671 BTV-4 from Turkey segment 9 VP6 gene
JN255940 BTV-2 strain BTV-2RSA(vacc) segment 9
JX272527 BTV-10 isolate 2627 segment 9 South Africa
JX272557 BTV-7 isolate 1504 segment 9 South Africa

100 | 81

81
97 L— JX680465 BTV-1 strain RSArrrr/01 segment 9
63| JN255950 BTV-4 strain BTV4-RSA(vacc) segment 9 South Africa
411 UX272587 BTV-4 isolate 79043 segment 9 South Africa
33l AF403423 BTV-4 clone BTV4SA S9 VP6 gene South Africa
1001 pQ832170 BTV-4 isolate BTVVACSA serotype 4 VP6 gene South Africa

88| EU220292 BTV-4/RSAvvv3/04 VP6 protein gene
02| 95 JX272547 BTV-8 isolate 8438 segment 9 South Africa
JX272507 BTV-12 isolate 75005 segment 9 South Africa
100 JN255960 BTV-9 strain BTV-9RSA(WT) segment 9 South Africa
100 100 | | EU220295 BTV-9/RSAvvv1/09 VP6 protein gene

96 | JN255970 BTV-9 strain BTV-9RSA(vacc) segment 9 South Africa
EU220291 BTV-4/ARG2002/01 VP6 protein gene

U55782 BTV-10 BVU55782 strain 10090H VP6 (S3) gene California
U55783 BTV-10 BVU55783 strain 10090Z VP6 (S3) gene California
U55778 BTV-10 BVU55778 strain 10B80Y VP6 (S3) gene California
U55800 BTV-10 BVU55800 Bluetongue virus vaccine strain VP6 (S3) gene
U55780 BTV-10 BVU55780 strain 10080V VP6 (S3) gene California
U55781 BTV-10 BVU55781 strain 10080Z VP6 (S3) gene California

100

NC006008 BTV-10 segment 9

39| D00509 BTV-10 S9VP6 Bluetongue virus gene for VP6 protein

641 U55801 BTV-10 BVU55801 Bluetongue virus strain BTV 10 VP6 (S3) gene
99 JX560421 BTV-4 strain YTS-4 segment 9 China

— L GU390662 BTV-12 strain BTV12/PT/2003 segment 9

JQO086299 BTV-7 strain v6963 segment 9 Australia

JQ086239 BTV-16 strain DPP965 segment 9 Australia

EU220296 BTV-16/TUR2000/01 VP6 protein gene

JQ924828 BTV-16 segment 9 India

JN671914 BTV-16 strain BN96/16 segment 9 China

JX129385 BTV-16 isolate RSArrrr/16* segment 9

100 | JX272467 BTV-16 isolate 7766 segment 9 South Africa

KF387529 BTV-16 strain ITL2002 segment 9

EU839845 BTV-25 isolate TOV segment 9 VP6 gene

JN255161 BTV-26 isolate KUW2010/02 segment 9

100

0.02

Figura 3.14: Analise filogenética do seg-9 de BTV dos isolados de sémen HPB/PS e HVBO1. Arvore
de Neighbor-Joining das sequéncias codificadoras da regido NS3. A arvore foi feita utilizando-se a
distancia p com 1000 réplicas de bootstrap, utilizando o programa MEGA 5. O circulo preto representa 0s
isolados em células KC (passagem 3).
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AJ783911 BTV-4 S10 gene for nonstructural protein NS3 isolate IAH SPA2003/02

S0 AJ783910 BTV-4 S10 gene for nonstructural protein NS3 isolate IAH SPA2003/01

JN255891 BTV-4 strain BTV-4IT(L) segment 10

JN255901 BTV-4 strain BTV-41T(H) segment 10

EF434180 BTV-4 isolate BTV4/22045/PT04 NS3 protein mRNA Portugal
AY857503 BTV-4 from France segment 10 NS3 gene

AY775156 BTV-4 strain 9034/03 segment S10 Italy

AY775155 BTV-4 strain 10353/03 segment S10 ltaly

KC896853 BTV-4 isolate BTV4 SAD2012 segment 10 Italy

FJ713322 BTV-7 strain prototype 600561 NS3 protein (S10) gene
98 100 [ JX272558 BTV-7 isolate 1504 segment 10 South Africa

45 69

AY775158 BTV-4 strain 320226 segment S10 Israel
AY775157 BTV-4 strain 322222 segment S10 Israel

AY691691 BTV-4 isolate GR280/99RoS NS3/NS3A gene Greece
AY857505 BTV-4 from Greece segment 10 NS3 gene
AY857504 BTV-4 from Greece segment 10 NS3 gene
25 AY691692 BTV-4 isolate GR1217/00ArS NS3/NS3A gene Greece
22|F AY775159 BTV-4 strain 2002 segment S10 Greece
66l AY677627 BTV-4 isolate GR610/99EvS NS3/NS3A gene Greece
AF512919 BTV-8 isolate 8438/vaccine NS3 (S10) gene South Africa
41005512924 BTV-8 NS3 (S10) gene South Africa

78 1 JX272548 BTV-8 isolate 8438 segment 10 South Africa

AY426602 BTV-4 isolate BT4-2227 segment S10 Dominican Republic

100 | AY426604 BTV-8 isolate BT8-2215 segment S10 Dominican Republic

96 | Fu713323 BTV-8 strain prototype 600570 NS3 protein (S10) gene

el 80 | AF044380 BTV-10 strain 10080Z NS3/NS3A USA

AF044379 BTV-10 strain 10B80Z NS3/NS3A USA
100 AF044372 BTV-10 NS3/NS3A genes USA

931 AF044376 BTV-10 strain VAC10 NS3/NS3A genes USA
JQO086240 BTV-16 strain DPP965 segment 10 Australia
100 [ @ KC3 HVBO1 Pedro Leopoldo MG
@ KC3 HPB/PS Pedro Leopoldo MG
JQO086300 BTV-7 strain v6963 segment 10 Australia
100 JX560422 BTV-4 strain YTS-4 segment 10 China

L EF174159 BTV-12 isolate BTV12/PT/2003 NS3/NS3A mRNA Taiwan
AY449652 BTV-16 isolate GR308/99RS NS3/NS3A (S10) gene Greece

76 | JX129386 BTV-16 isolate RSArrrr/16* segment 10
37

53

96 JX272468 BTV-16 isolate 7766 segment 10 South Africa

JN671915 BTV-16 strain BN96/16 segment 10 China
FJ713328 BTV-16 strain prototype 600577 NS3 protein (S10) gene
AY775164 BTV-16 segment S10 South Africa
AY775163 BTV-16 strain 243277 segment S10 Israel
58L AY775162 BTV-16 strain 8054/02 segment S10 Italy
100 C AY857506 BTV-4 from South Africa segment 10 NS3 gene
JX272508 BTV-12 isolate 75005 segment 10 South Africa
92] JX024959 BTV-4 isolate 4/ARG/2009 segment 10 NS3/NS3A
79[— JX024944 BTV-4 isolate 4/ARG/2001/99 segment 10 NS3/NS3A
100 ] jX024949 BTV-4 isolate 4/ARG/2001/102 segment 10 NS3/NS3A
JX024964 BTV-4 isolate 4/ARG/2010 segment 10 NS3/NS3A
JX024954 BTV-4 isolate 4/ARG/2001/829 segment 10 NS3/NS3A
89 AF044385 BTV-10 strain 10090H NS3/NS3A USA
100 g AF044384 BTV-10 strain 10B90Z NS3/NS3A USA
AF044382 BTV-10 strain 10B81X NS3/NS3A USA
E JQ740780 BTV-10 isolate IND2004/01 segment 10 NS3 gene
100 - AF044381 BTV-10 strain 10B81U NS3/NS3A USA
100 | FJ183383 BTV-8 NS3 gene Netherlands

GQ506460 BTV-8 strain NET2007/01 segment 10 Netherlands

JX272528 BTV-10 isolate 2627 segment 10 South Africa

AF512907 BTV-4 isolate P524/1999 NS3 (S10) gene South Africa
AF512905 BTV-4 isolate G712/1999 NS3 (S10) gene South Africa
AY426595 BTV-12 isolate BT12-JAM2016 segment S10 Jamaica
KC853058 BTV-16 strain NIG1982/10* NS3 protein gene

36 AF512908 BTV-4 isolate 7904 3/vaccine NS3 (S10) gene South Africa
AY775160 BTV-4 segment S10 South Africa

AF512909 BTV-4 NS3 (S10) gene South Africa

JN255951 BTV-4 strain BTV4-RSA(vacc) segment 10

38 L. yX272588 BTV-4 isolate 79043 segment 10

Figura 3.15: Analise filogenética do seg-10 de BTV dos isolados de sémen HPB/PS e HVBO1. Arvore
de Neighbor-Joining das sequéncias codificadoras da regido NS3. A arvore foi feita utilizando-se a

distancia p com 1000 réplicas de bootstrap, utilizando o programa MEGA 5. O circulo preto representa
isolados em células KC (passagem 3).
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JN255893 BTV-4 strain BTV-4IT(H) segment 2

DQ191280 BTV-4 isolate 10353 segment S2 Italy

100 |1 UN255883 BTV-4 strain BTV-4IT(L) segment 2

DQ191281 BTV-4 isolate 92069 segment S2 Italy

90! EF434176 BTV-4 isolate BTV4/22045/PT04 VP2 protein mRNA
AY839945 BTV-4 isolate Corsica VP2 gene France

@ KC3 HPB/PS BTV-4 VP2 gene Pedro Leopoldo MG-BR

@ KC3 HVB01 BTV-4 VP2 gene Pedro Leopoldo MG-BR
AJ585166 BTV-4 SUD1983/01

100 | @ Semen 78 BTV-4 VP2 gene Pedro Leopoldo MG-BR

® Semen HVB01 BTV-4 VP2 gene Pedro Leopoldo MG-BR

95

95
63
62

100

98| AY839947 BTV-4 isolate 1999 VP2 gene Greece

43/l AY839946 BTV-4 isolate 2000 VP2 gene Greece

80 P5) DQ191277 BTV-4 isolate Mandiko/1999 segment S2 Greece
AJ585125 BTV-4 VP2 gene isolate South Africa-ref

o [ DQ191279 BTV-4 isolate 3222222 segment S2 Israel
DQ191278 BTV-4 isolate 320226 segment S2 Israel

78

58|, DQ825670 BTV-4 from Turkey segment 2 VP2 gene
94 | AJ585165BTV-4 TUR1978/01
AY839948 BTV-4 vaccine strain VP2 gene South Africa
JX272580 BTV-4 isolate 79043 segment 2
100 DQ191276 BTV-4 isolate 82027 segment S2 Italy
64| JN255943 BTV-4 strain BTV4-RSA(vacc) segment 2
59/ AJ585168 SARSAvvv3/04
JX024950 BTV-4 isolate 4/ARG/2001/829 segment 2
JX024940 BTV-4 isolate 4/ARG/2001/99 segment 2
100 JX024945 BTV-4 isolate 4/ARG/2001/102 segment 2
23 63| JX024960 BTV-4 isolate 4/ARG/2010 segment 2
811 JX024955 BTV-4 isolate 4/ARG/2009 segment 2
28 JX560414 BTV-4 strain YTS-4 segment 2 China
AJ585141 BTV-20 VP2 gene isolate South Africa-ref
AJ585131 BTV-10 VP2 gene isolate South Africa-ref
AJ585145 BTV-24 VP2 gene isolate South Africa-ref

100

99

53 AJ585132 BTV-11 VP2 gene isolate South Africa-ref
100 AJ585138 BTV-17 VP2 gene isolate South Africa-ref
L‘ HM590642 BTV-26 isolate KUW2010/02 segment 2 outer capsid protein VP2 gene
92 EU839840 BTV-25 isolate TOV segment 2 VP2 gene Switzerland

AJ585130 BTV-9 VP2 gene isolate South Africa-ref
AJ585126 BTV-5 VP2 gene isolate South Africa-ref
AJ585140 BTV-19 VP2 gene isolate South Africa-ref
AJ585128 BTV-7 VP2 gene isolate South Africa-ref

AJ585137 BTV-16 VP2 gene isolate South Africa-ref
AJ585134 BTV-13 VP2 gene isolate South Africa-ref
AJ585124 BTV-3 VP2 gene isolate South Africa-ref
AJ585135 BTV-14 VP2 gene isolate South Africa-ref
AJ585127 BTV-6 VP2 gene isolate South Africa-ref
AJ585142 BTV-21 VP2 gene isolate South Africa-ref
AJ585123 BTV-2 VP2 gene isolate South Africa-ref
AJ585122 BTV-1 VP2 gene isolate South Africa-ref
AJ585139 BTV-18 VP2 gene isolate South Africa-ref
AJ585144 BTV-23 VP2 gene isolate South Africa-ref
AJ585129 BTV-8 VP2 gene isolate South Africa-ref
AJ585136 BTV-15 VP2 gene isolate South Africa-ref

AJ585143 BTV-22 VP2 gene isolate South Africa-ref

100 AJ585133 BTV-12 VP2 gene isolate South Africa-ref

0.05

Figura 3.16: Analise filogenética do seg-2 de BTV dos isolados de sémen HPB/PS e HVBO1 e das
amostras de sémen 78 e HVBO1.Arvore de Neighbor-Joining das sequéncias codificadoras da regido
NS3. A arvore foi feita utilizando-se a distancia p com 1000 réplicas de bootstrap, utilizando o programa
MEGA 5. O circulo preto representa isolados em células KC (passagem 3) e o circulo cinza sequéncias
geradas por amplificacBes realizadas diretamente a partir de amostras seminais.
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Foi possivel realizar o sequenciamento dos seg-7, 9 e 10. O sequenciamento do seg-8 foi
realizado, porém com baixa qualidade e por isso ndo foi feita a analise filogenética. O genoma
do BTV é segmentado, possuindo 10 genes, nomeados como segmentos de 1 a 10. Dentre estes,
e, segundo as metodologias abordadas neste trabalho, somente o segmento 2 (codificador da
VVP2) permite a tipagem exata das amostras. Por essa razdo, somente com a analise filogenética
do seg-7, seg-9 e seg-10, ndo foi possivel realizar uma inferéncia filogenética mais precisa. De
acordo com a sequéncia do seg-7, a amostra HVBO1 ficou préxima de amostras do BTV-8,
previamente depositadas no GenBank, e a amostra HPB/PS préxima do BTV-6. J& para o seg-9
ambas as amostras ficaram proximas do BTV-16 e seg-10 proxima do BTV-7.

O sequenciamento do BTV-16 seg-2 também foram realizados para a amostra do HPB/PS,
porém, mostrou baixa qualidade, ndo sendo possivel realizar as inferéncias filogenéticas. O
sequenciamento do seg-2 para o0 BTV-4 foi realizado para os isolados (HPB/PS e HVBO01) e
amostras de sémen (78 e HVBO01). Todas as amostras ficaram proximas aos isolados da Europa,
Itdlia, Portugal e Franga. Destaca-se que o Brasil importou muitos animais desses paises no
passado, assim como ocorreu importacio dos EUA e india.

Dos paises europeus, houve importagdo da Franca, Italia, Suica, Portugal, Holanda e Reino
Unido. As principais racas bovinas importadas da Italia foram a Marchigiana e Piemontés. A
Marchigiana comegou a ser importada em 1960 e em vinte anos o Brasil possuia o maior
rebanho desta raca fora da Italia. JA o Piemontés foi introduzido no Brasil em 1974, e desde
1994, a raga cresceu 175%. As principais racas francesas introduzidas do Brasil foram a
Charolés, em 1922 e o Limousin, com primeiro registro em 1872. Depois disso houve outras
importagdes. Outro fato importante foi a importagcdo de grande nimero de animais ocorrida em
1916 para o melhoramento genético da raca Caracu (http://www.sic.org.br- Servigo de
Informacdo da Carne).

Este trabalho aqui apresentado é pioneiro e pode contribuir com informagfes muito importantes
para os programas de controle a serem desenvolvidos pelas autoridades sanitarias do MAPA,
Novos trabalhos com informacdes filogenéticas sobre as amostras circulantes favorecerdo
analises epidemioldgicas mais acuradas.
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CONCLUSOES

Os ensaios desenvolvidos foram sensiveis e especificos. N&o houve grande diferenca na
sensibilidade dos testes para ambos os virus testados na comparagdo entre a RT-PCR e a qRT-
PCR one-step, tanto para BVDV quanto para BTV. Este achado pode ser vantajoso, uma vez
gue na testagem de grande numero de amostras, a RT-PCR possui um pre¢o mais acessivel que
0 da gRT-PCR cinética. Destaca-se ainda que nem todos os laboratérios estdo preparados para
colocar a PCR em tempo real em rotina, devido aos altos custos de aparelho e reagentes, além
da necessidade de pessoal treinado.

Os testes diagnosticos desenvolvidos e otimizados nesse trabalho, foram utilizados para testar
53 amostras de sémen coletadas em quatro diferentes municipios do Estado de Minas Gerais -
Carlos Chagas, Pedro Leopoldo, Coronel Pacheco e Ituiutaba - que representam as mesorregides
Mucuri, Metropolitana de Belo Horizonte, Zona da Mata e Triangulo Mineiro, respectivamente.
Encontraram-se amostras de sémen positivas tanto para BTV quanto para BVDV em todas as
regibes avaliadas. Mais de um quarto das amostras de sémen continha BTV e BVDV em
coinfeccdo. Estes dados sdo de grande relevancia bioldgica, uma vez que Minas Gerais é 0
segundo estado em produgdo bovina do pais, e este resultado pode ser extrapolado para outras
regides brasileiras.

O sequenciamento das amostras de BVDV revelou nas amostras testadas somente BVDV-1. O
sequenciamento viral direto de amostra de sémen e também a partir de isolamento viral em
células de insetos comprovou a presenca do BTV-4 em nosso pais (sequéncia codificadora do
segmento 2). As inferéncias filogenéticas mostraram ainda que o BTV-4 apresentou maior
similaridade com amostras europeias em comparagdo com amostras da América do Sul.

A gRT-PCR para 0 segmento 2 desenvolvida no Instituto Pirbright para a tipagem direta de
amostras de BTV mostrou de maneira inedita a circulacdo de BTV-8, BTV-10 e BTV-16 no
Brasil. Comprovou-se ainda o isolamento de quatro distintos tipos de BTV em uma Unica
amostra seminal (BTV-4, BTV-8, BTV-10 e BTV-16) e em outra amostra, de dois sorotipos
(BTV-4 e BTV-10). Este achado é de considerdvel relevancia para a geragdo de medidas de
controle desta virose no pais, uma vez que existe até hoje somente a descri¢do de dois tipos
isolados de amostras brasileiras (BTV-4 e BTV-12). As amostras que continham diferentes tipos
de BTV estavam também infectadas com BVDV-1, comprovando a necessidade de se testar
cada partida seminal produzida, e, o risco sanitario representado por uma Gnica amostra ndo
testada para um rebanho.
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ANEXOS

Anexo 1 Tabela com as amostras de sémen e resultados da RT-PCR e gRT-PCR para BTV

gRT-PCR
Nimero da Cidade-MG RT-PCR one- q;z:;gg Sequenciamento one-step gRT-PCR one-
amostra step seg-10 BR seg-10 BR seg-10 UK seg- step UK BTV-4

10 seg-2
128 Carlos Chagas Negativo 36.31 NA 33.65 39.03
444 Carlos Chagas Positivo 21.50 OK 304 31.16
607 Carlos Chagas Negativo 35.88 NA 33.95 Sem Ct.
821 Carlos Chagas Negativo 32.71 NA 31.49 34.7
845 Carlos Chagas Negativo 36.27 NA 36.36 41.71
863 Carlos Chagas Negativo 32.89 NA 34.88 Sem Ct.
872 Carlos Chagas Negativo 36.61 NA Sem Ct. Sem Ct.
886 Carlos Chagas Positivo 35.59 OK Sem Ct. Sem Ct.
896 Carlos Chagas Positivo 35.64 OK 38.05 Sem Ct.
901 Carlos Chagas Positivo 35.03 OK 37.11 36.21
905 Carlos Chagas Positivo 34.23 OK 41.26 Sem Ct.
906 Carlos Chagas Positivo 34.96 NA 40.10 Sem Ct.
917 Carlos Chagas Negativo 36.53 NA 37.17 Sem Ct.
927 Carlos Chagas Positivo 35.70 OK 36.14 38.15
929 Carlos Chagas Negativo 34.12 NA 33.52 37.4
930 Carlos Chagas Negativo Sem Ct. NA Sem Ct. Sem Ct.
936 Carlos Chagas Negativo 37.89 NA 38.39 Sem Ct.
939 Carlos Chagas Negativo 37.66 NA 37.00 42.25
940 Carlos Chagas Positivo 31.13 OK 34.60 37.1
941 Carlos Chagas Positivo 35.59 OK Sem Ct. Sem Ct.
945 Carlos Chagas Positivo 33.69 OK 37.64 Sem Ct.
946 Carlos Chagas Negativo 37.20 NA 39.70 Sem Ct.
947 Carlos Chagas Negativo 33.92 NA 35.76 41.89
949 Carlos Chagas Negativo 37.14 NA 37.43 37.12
950 Carlos Chagas Positivo 33.63 NA NA NA
951 Carlos Chagas Negativo 37.46 NA 39.66 Sem Ct.
957 Carlos Chagas Negativo 35.18 NA 35.74 44.86
958 Carlos Chagas Negativo 36.74 NA 34.68 41.09
960 Carlos Chagas Positivo 35.40 OK 40.45 Sem Ct.
964 Carlos Chagas Positivo 21.44 OK 35.03 41.96
966 Carlos Chagas Positivo Sem Ct. OK 44.22 Sem Ct.
968 Carlos Chagas Negativo 36.02 NA 35.54 37.2
970 Carlos Chagas Negativo 35.88 NA 39.02 Sem Ct.




1007 Carlos Chagas Positivo 33.67 OK Sem Ct. Sem Ct.
1 Pedro Leop. Negativo 3343 NA 36.72 Sem Ct.
21 Pedro Leop. Negativo 38.50 NA 38.37 Sem Ct.
23 Pedro Leop. Positivo 29.26 OK 36.81 35.9
45 Pedro Leop. Negativo 32.31 NA NA NA
78 Pedro Leop. Positivo 22.99 OK 24.72 28.32
92 Pedro Leop. Positivo 25.99 NA 35.55 44.49
HPB PS Pedro Leop. Negativo 31.77 NA 29.59 32.97
HVB 01 Pedro Leop. Negativo 30.58 NA 29.42 27.77
s/ brinco Pedro Leop. Positivo 25.92 OK 33.04 37.89
105 Coronel Pacheco Negativo Sem Ct. NA Sem Ct. Sem Ct.
224 Coronel Pacheco Negativo 36.67 NA 40.4 47.7
229 Coronel Pacheco Positivo 23.22 OK 35.94 36.18
405 Coronel Pacheco Positivo 26.98 NA 27.88 31.06
1 Ituiutaba Positivo 36.71 NA 37.52 Sem Ct.
2 ltuiutaba Positivo 29.53 NA 36.77 Sem Ct.
3 Ituiutaba Negativo Sem Ct. NA NA NA
4 Ituiutaba Positivo 37.38 NA Sem Ct. Sem Ct.
5 Ituiutaba Negativo Sem Ct. NA Sem Ct. Sem Ct.
6 Ituiutaba Negativo Sem Ct. NA Sem Ct. Sem Ct.

NA- Nao analisado
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Anexo 2 Tabela com as amostras de sémen e resultados da RT-PCR e gRT-PCR para BVDV

Vot | ciguenis | PRI | oy | Sobnmens
5’UTR

128 Carlos Chagas Negativo 33.96 NA
444 Carlos Chagas Positivo 27.18 OK
607 Carlos Chagas Negativo 35.25 NA
821 Carlos Chagas Negativo 39.34 NA
845 Carlos Chagas Positivo 30.56 OK
863 Carlos Chagas Negativo 37.52 NA
872 Carlos Chagas Negativo 33.76 NA
886 Carlos Chagas Negativo Sem Ct. NA
896 Carlos Chagas Negativo 38.37 NA
901 Carlos Chagas Positivo 32.45 NA
905 Carlos Chagas Negativo Sem Ct. NA
906 Carlos Chagas Negativo 34.93 NA
917 Carlos Chagas Negativo 37.75 NA
927 Carlos Chagas Negativo 38.49 NA
929 Carlos Chagas Negativo 36.67 NA
930 Carlos Chagas Positivo 34.19 NA
936 Carlos Chagas Negativo Sem Ct. NA
939 Carlos Chagas Negativo Sem Ct. NA
940 Carlos Chagas Negativo 37.34 NA
941 Carlos Chagas Positivo 32.75 NA
945 Carlos Chagas Negativo 36.59 NA
946 Carlos Chagas Negativo Sem Ct. NA
947 Carlos Chagas Negativo 39.17 NA
949 Carlos Chagas Negativo 37.74 NA
950 Carlos Chagas Positivo 29.43 NA
951 Carlos Chagas Negativo 36.79 NA
957 Carlos Chagas Negativo 35.12 NA
958 Carlos Chagas Negativo 37.50 NA
960 Carlos Chagas Negativo Sem Ct. NA
964 Carlos Chagas Negativo 37.39 NA
966 Carlos Chagas Positivo 33.68 NA
968 Carlos Chagas Negativo Sem Ct. NA
970 Carlos Chagas Negativo 38.38 NA
1007 Carlos Chagas Positivo 33.78 OK

1 Pedro Leop. Positivo 32.56 OK
21 Pedro Leop. Positivo 29.67 OK
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23 Pedro Leop. Positivo 30.75 OK
45 Pedro Leop. Positivo 27.95 OK
78 Pedro Leop. Positivo 29.91 OK
92 Pedro Leop. Positivo 31.17 OK
HPB PS Pedro Leop. Positivo 30.25 NA
HVB 01 Pedro Leop. Positivo 31.89 OK
s/ brinco Pedro Leop. Positivo 32.67 OK
105 Coronel Pacheco Negativo 38.54 NA
224 Coronel Pacheco Positivo 31.78 OK
229 Coronel Pacheco Positivo 29.62 OK
405 Coronel Pacheco Positivo 32.45 OK

1 Ituiutaba Negativo 34.64 NA

2 Ituiutaba Positivo 30.35 OK

3 Ituiutaba Negativo 37.81 NA

4 Ituiutaba Positivo 30.98 OK

5 Ituiutaba Negativo 38.27 NA

6 Ituiutaba Negativo Sem Ct. NA

NA-N&o analizado

Anexo 3 Tabela resultados sensibilidade analitica BVDV e BTV

BVDV
RT-PCR gRT-PCR
One-step Two-step One-step Two-step
CC | 1.6,10'TCIDsy/50uL | 1.6,10"TCIDso/50uL | 1.6,10 TCIDgo/50uL | 1.6,10*TCIDgo/50pL
SEC | 1.6,10"TCIDsy/50uL | 1.6,10°TCIDso/50uL | 1.6,10°TCIDsy/50pL | 1.6,10°TCIDsy/50pL
BTV
RT-PCR gRT-PCR
One-step Two-step One-step Two-step
CC | 6.3,10°TCIDsy/50uL | 6.3,10"TCIDs/50uL | 6.3,10"TCIDso/50uL | 6.3,10*TCIDso/50pL
SEC | 6.3,10"TCIDsy/50uL | 6.3,10°TCIDso/50uL | 6.3,10 TCIDsy/50uL | 6.3,10*TCIDso/50uL

CC- cultivo celular
SEC- sémen experimentalmente contaminado

119




Anexo 4 Documento do envio de amostras seminais para UK

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
MINISTERIO DA AGRICULTURA PECUARIA E ABASTECIMENTO
SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA
DEPARTAMENTO DE SAUDE ANIMAL

REQUERIMENTO PARA EXPORTACAO DE ANIMAIS VIVOS, MATERIAL DE
MULTIPLICACAO ANIMAL, MICRO-ORGANISMOS, PRODUTOS DE ORIGEM ANIMAL
OU MATERIAL BIOLOGICO DE ORIGEM ANIMAL NAO DESTINADOS A ALIMENTACAO
HUMANA OU ANIMAL

Ao:

Senhor Chefe do Servico de Sanidade Agropecuaria — SSA / SFA/ MG, em Belo Horizonte, M.G.

(Unidade da Federagao)

Solicito autorizagdo para exportacdo da mercadoria caracterizada neste requerimento, tendo em vista o Decreto n°
24.548, de 03 de julho de 1934, e 0 Decreto N° 5741 de 30 de margo de 2006, e para o referido fim presto as
informagdes que se seguem:

1. IDENTIFICACAO DA MERCADORIA

1.1 ( ) Animal Vivo (especificar espécie, raga/linhagem, sexo)ler item 1.1 para preenchimento OU

1.2 ( ) Material de Multiplicagdo Animal (especificar o material, espécie, raga/linhagem) ler item 1.2 para
preenchimento OU

1.3 (x) Produto de Origem Animal ou Material Bioldgico de Origem Animal ndo destinado ao consumo
humano ou animal (especificar espécie de origem, forma de obtengéo, processamento e forma de preservaco) ler item 1.3
para preenchimento OU

1.4 () Micro-organismo ou outro agente de interesse veterinario (ler item 1.4 para preenchimento):

DESCRICAO

1.1.1 — sangue total de bovinos, coletado por venopung¢do em tubos contendo EDTA, centrifugados para
a obtencdo de papa de heméceas e estocados & — 80°C até o envio ( a ser realizado em gelo seco).

1.1.6 —sémen de bovino coletado com o auxilio de eletroejaculador, porém, destacado aqui como 1.1.6
(demais produtos de origem animal ou materiais biolégicos de origem animal ndo destinados a
alimentacdo humana ou animal) uma vez que néo foi realizado o processo de crio-preservacao e 0 sémen
NAO se destina a ser utilizado como material de multiplicacdo animal, e sim como fonte de DNA para
pesquisa cientifica e tecnoldgica.

A mercadoria relacionada neste requerimento é geneticamente modificada ou obtida a partir de animais
geneticamente modificados? ( ) Sim ( x ) Néo

1.5 Quantidade (ler item 1.5 para preenchimento): Serdo enviados 20 amostras de sangue (papa de hemacea) e
53 amostras de sémen (ndo sendo criopreservadas para multiplicacdo animal ndo se tratam de doses).

1.6 Finalidade (ler item 1.6 para preenchimento):

120



1.6.10 - pesquisa cientifica e tecnologica,

2. EXPORTADOR(ler item 2 para preenchimento):

NOME OU RAZAO SOCIAL: |nstituto de Ciéncias Bioldgicas -Departamento de Microbiologia - Universidade Feders
Minas Gerais (ICB — UFMG).

CGC/CNPJ:  17217985-0001-04
ENDERECO: Avenida Antonio Carlos n2 6627, Bairro Sdo Francisco. CEP — 30.270-901.

CIDADE/ESTADO! PAIS: Belo Horizonte - Minas Gerais. Brasil
TELEFONE/FAX: 31 3409-2753 / 31 4409-2733
EMAIL: edelfb@icb.ufmg.br (Responsével: Profa. Edel Figueiredo Barbosa Stancioli — Médica Veterina

CRMV-7 3356; Professora Associada do ICB)

3. ESTABELECIMENTO DE ORIGEM/PRODUGCAO(ler item 3 para preenchimento):

NOME OU RAZAO SOCIAL: A mesma do item 2.
CGC/CNPJ:
ENDERECO:

CIDADE/ESTADO:
TELEFONE/FAX:
EMAIL:

REGISTRO NO MAPA (Se
couber)

4, ESTABELECIMENTO DE PROCEDENCIA/ARMAZENAMENTO(Se couber, ler item 4 para
preenchimento):

NOME OU RAZAO SOCIAL:

CGC/CNPJ:
ENDEREGO:

CIDADE/ESTADO:
TELEFONE/FAX:

REGISTRO NO MAPA (Se
couber)

5. IMPORTADOR (ler item 5 para preenchimento):

NOME OU RAZAO SOCIAL: John Fazakerley. The Pirbright Institute, Pirbright
Professor
Laboratory,
ENDERECO: Ash Road, Pirbright, Woking, Surrey, GU24 ONF, UK.

CIDADE/ESTADO/PAIS:  Pirbright / Surrey / United Kingdom

TELEFONE/FAX: | Tel: +44 (0)1483 232441
EMAIL: enquiries@pirbright.ac.uk

6. ESTABELECIMENTO DE DESTINO (ler item 6 para preenchimento):

NOME OU RAZAO SOCIAL: The Pirbright Institute, Pirbright Laboratory, Non vesicular reference laboratories
CGC/CNPJ:
ENDERECO:  Ash Road, Pirbright, Surrey, GU24 ONF, UK.
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CIDADE/ESTADO:  Pirbright / Surrey / United Kingdom

TELEFONE/FAX:  +44 (0)1483 232441/231148 | +44 (0) 1483 235745/232621

EMAIL: peter.mertens@pirbright.ac.uk

7. TRANSPORTE(ler item 7 para preenchimento):

MEIO DE TRANSPORTE: Aérea

EMPRESA AEREA - N° DO VOO / NOME DO NAVIO /
PLACA DO VEICULO RODOVIARIO

DATA PROVAVEL DE EMBARQUE

UNIDADE/SERVIGO DE VIGILANCIA AGROPECUARIA
INTERNACIONAL DE EGRESSODO BRASIL

PAIS DE DESTINO: United Kingdom

LOCAL DE DESEMBARQUE NO PAI[S DE DESTINO

PAIS DE TRANSITO (QUANDO HOUVER):

8. TERMO DE RESPONSABILIDADE TECNICA PELA QUARENTENA (Se couber,ler item 8 para

preenchimento):

= CRMV N°

DECLARO QUE ASSUMO A FUNGCAO DE RESPONSAVEL TECNICO PELA QUARENTENA DOS ANIMAIS
ESPECIFICADOS NESTE REQUERIMENTO E RESPONSABILIZO-ME PELA TRANSMISSAODAS INFORMAGOES
REFERENTES A OCORRENCIAS SANITARIAS E OBITOS (QUANDO HOUVER), ALEM DE FORNECER, POR MEIO DE
ATESTADOS, 0S RESULTADOS DE ENSAIOS LABORATORIAIS, VACINAGOES, TRATAMENTOS, DENTRE OUTRAS
INFORMAGOES QUE FOREM REQUERIDAS PELO MAPA.

Estabelecimento para Isolamento/Quarentena:

ENDERECO:

CIDADE/ESTADO:

TELEFONE/FAX:

EMAIL:

ASSINATURA:

9. CONTATO PARA ESCLARECIMENTOS E OUTROS FINS: (ler item 9 para preenchimento):
( ) O IMPORTADOR (x) REPRESENTANTE LEGAL (X) OUTRO:
_ Profa. Dra. Janetti Nogueira de Francischi — Vice-Diretora do ICB -
NOME ~ OU  RAZAO EMG
SOCIAL:

ENDERECO: Instituto de Ciéncias Biolégicas UFMG. Avenida Antonio Carlos, 6627. Bairro
S&o Francisco. Caixa Postal 486. CEP 31.270-901.

CIDADE/ESTADO: Belo Horizonte / Minas Gerais.

TELEFONE/FAX: (31)3409-2501(31)3409-2525

EMAIL: dir@icb.ufmg.br
() OIMPORTADOR () REPRESENTANTE LEGAL (x) OUTRO:
NOME ~ OU  RAZAO Edel Figueiredo Barbosa Stancioli — Professora Associada — Médica
SOCIAL: Veterinaria CRMV-7 3356
ENDERECO: Departamento de Microbiologia — ICB — UFMG. Avenida Antonio Carlos,

6627. Bairro Sao Francisco. Caixa Postal 486. CEP 31.270-901.
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CIDADE/ESTADO: Belo Horizonte / Minas Gerais.

TELEFONE/FAX: 31 3409-2753; 31 3409-2733

EMAIL: edelfb@icb.ufmg.br

10. DOCUMENTOS ANEXOS OU A SEREM ANEXADOS(ler item 10 para preenchimento):

() COPIA DA FATURA PRO-FORMA IDENTIFICANDO A MERCADORIA

() DECLARAGCAO DE DOAGCAO

() COPIA DA PROCURACAO PASSADA PELO IMPORTADOR

() LICENGA DE EXPORTAGAO DO IBAMA

( ) TERMO DE FECHAMENTO DE QUARENTENA, EMITIDO POR FISCAL FEDERAL AGROPECUARIO
() RESULTADOSDE ENSAIOS LABORATORIAIS, VACINAGOES E TRATAMENTOS, CONFORME
SOLICITACAO DO PAIS IMPORTADOR

() AUTORIZAGAO DE IMPORTACAO EMITIDA PELO PAIS IMPORTADOR

"PoO0TE

@

() ATESTADO EMITIDO POR MEDICO VETERINARIO QUE PERMITA CERTIFICAR AS EXIGENCIAS DO

PAIS IMPORTADOR

i. (x) DECLARAGAO EMITIDA PELO INTERESSADO QUE PERMITA CERTIFICAR AS EXIGENCIAS DO PAIS
IMPORTADOR

j.  COMPROVAGCAO DE CADASTRO DE PESSOA FiSICA OU JURIDICA

k. ( )OUTROS: ESPECIFICAR

Belo Horizonte, 08 dejaneiro de 2013

Profa. Dra. Janetti Nogueira de Francischi
Vice-Diretora do ICB - UFMG

Edel Figueiredo Barbosa Stancioli — CRMV-7 nimero 3356
Professora Associada — Departamento de Microbiologia — ICB — UFMG
Laboratdrio de Virologia Basica e Aplicada

INSTRUCOES PARA PREENCHIMENTO DO REQUERIMENTO PARA EXPORTACAO DE
ANIMAIS VIVOS, MATERIAL DE MULTIPLICACAO ANIMAL, MICRO-ORGANISMOS,
PRODUTOS DE ORIGEM ANIMAL OU MATERIAL BIOLOGICO DE ORIGEM ANIMAL NAO
DESTINADOS A ALIMENTACAO HUMANA OU ANIMAL
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Anexo 5 Documento de notificacéo da positividade de BTV em amostras de sémen

Universidade Federal de Minas Gerais
Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Departamento de Microbiologia

Av. Antonio Carlos , 6627

31270-901 Belo Horizonte - MG — Brasil
Fone: (031) 3409- 2731

Fax: (031) 3409- 2730

IImo. Sr.
Dr. Demerval Silva Neto
D.D. Chefe daDivisdo de Defesa Agropecuaria — DDA/SFA-MG

SFA/MINAS GERAIS

Superintendente Federal

Geraldo Emidio Janior

Endereco: Av. Raja Gabaglia, 245, Cidade Jardim-30380 090 - Belo Horizonte/MG
Fone: (31) 3250 0306/3250 0300

Fax: (31) 3250 0314

E-mail: gab-mg@agricultura.gov.br

Belo Horizonte, 06 de novembro de 2012.
Prezado senhor,

Sou Professora Associada do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas do ICB, UFMG, e, também Médica Veterinaria (CRMV-MG 3356). Oriento o
doutoramento de Marcela Ribeiro Gasparini (também Médica Veterinaria — CRMV-MG 11538)
no desenvolvimento de sua tese: Desenvolvimento e padronizacdo de um procedimento
operacional padrdo para avaliagdo do sémen bovino para os seguintes virus: BVDV, BTV e
Herpesvirus bovino (BoHV-1.1, BoHV-1.2 e BoHV-5) utilizando PCR convencional e PCR
cinética. Ressalto que este projeto foi financiado pelo MAPA/CNPq no Edital 64/2008, edital
gue trabalhou nas demandas induzidas do Ministério.

E meu dever comunica-lo que amostras frescas de sémen de bovinos ASSINTOMATICOS
foram positivas para Blue tongue virus — BTV utilizando a metodologia de PCR. As amostras
foram coletadas nas seguintes areas geograficas: Vale do Jequitinhonha (19 amostras
positivas/34 amostras testadas); Regido Metropolitana de Belo Horizonte (6 amostras positivas /
9 amostras testadas); Zona da Mata (3 amostras positivas / 4 amostras testadas) e Triangulo
Mineiro (4 amostras / 6 amostras testadas). Atesto que estes dados ndo foram ainda publicados,
aguardando esta comunicagao.

Atenciosamente,

Edel Figueiredo Barbosa Stancioli

Professora Associada C

Departamento de Microbiologia AL —Grentdy =%, Vo,
ICB - UFMG B P
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