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RESUMO

Em ruminantes as pestiviroses sdo frequentemesteiadas a infecgdes subclinicas ou
com sinais clinicos leves e passageiros, sendcaasen perdas relacionadas com a infeccao de
fémeas prenhes que podem causar perdas fetaiscenea® de animais persistentemente
infectados (PI). Odestivirus estdo distribuidos em muitos paises, inclusiveBresil, onde
estudos em caprinos e ovinos sao escassos. Vatiatos tém relatado a utilizagdo de técnicas
moleculares para a deteccaoRukstivirus dentre elas a RT-PCR e a RT-gPCR que sdo capazes
de detectar animais PI, principal fonte de manétemp virus no rebanho. Objetivou-se com este
estudo determinar o limite minimo de deteccdo Pastivirusa partir de sobrenadante de cultura
celular e soro de pequenos ruminantes utilizanBd #CR e qRT-PCR. A extracdo dos &cidos
nucléicos foi realizada com kit comercial QlAamp@inElute® Virus Spin, a reacdo de
transcriptase reversa seguiu o protocolo recomengatb fabricante da enzima transcriptase
reversa M-MLV. A avaliacdo do limite de deteccdoRIEQPCR e RT-PCR paRestivirusfoi
realizada utilizando uma curva de calibragéo (fdeodiluicdo 10) com TCIE/mL conhecidas e
decrescentes utilizandarimers denominados panpestivirus. O limite de deteccaRTaPCR
em sobrenadante de cultura celular foi d& TCIDsymL e da RT-PCR foi de 70TCIDsy/mL,
ja o limite minimo de deteccao utilizando os sar@gino, ovino e Gibco® Lamb como diluentes
foram de 1 TCllgy/mL. Os ensaios realizados nas condi¢cfes desngtse estudo demonstraram
ser sensiveis, podendo ser utilizados como umatégia de diagndstico etioldgico Bestivirus
sobretudo para a identificacdo molecular de aniRla® que é essencial para o controle das

pestiviroses.

Palavras-chave:Pestiviroses, caprinos, ovino, biologia molecular



ABSTRACT

The Ruminants Pestiviruses are often associatdd tefhporary and subclinical or mild
clinical signs, with the largest losses relatedht® infection of pregnant females that can cause
fetal loss and birth of persistently infected (Bihimals. ThePestivirusare distributed in many
countries, including Brazil, where studies in goatgl sheep are scarce. Several studies have
reported the use of molecular techniques for deteaf Pestivirus, among them, the RT-PCR
and the RT-gPCR.They are able to detect Pl animdigh are the main source of the virus-Care
in the herd. The objective of this study was toedeined the lower limit of detection for
Pestivirusfrom supernatant cell culture and serum samptas mall ruminants using RT-PCR
and qRT-PCR. The extraction of nucleic acids watopmed with a commercial kit QlAamp ®
MinElute ® Virus Spin, the reverse transcriptasaction followed the protocol recommended by
the manufacturer of the enzyme reverse transceptédLV. The evaluation of the detection
limit of RT-gPCR and RT-PCR was performed usingestiviruscalibration curve (dilution
factor 10) with known and decreasing TCID50/mL edlpanpestivirus using primers (Vilcek et
al., 1994).The detection limit of RT-gPCR in cdliltare supernatant was 10-3 TCID50/mL and
of RT-PCR was 10.2 TCID50/mL, since the lower limitdetection using sera weeding, sheep
and Gibco ® Lamb as a diluent were TCID50/mL. Thasts conducted under the conditions
described in this study proved to be sensitive@ardbe used as a strategy for etiologic diagnosis
of Pestivirus especially for the molecular identification of #imals, which is essential for the

control of Pestiviroses.

Key-words: Pestiviruses, goats, sheep, molecular biology
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1 INTRODUCAO

As pestiviroses sao reconhecidas como enfermidadpsnsaveis por perdas econdmicas
significativas em todo o mundo nos rebanhos bowaprino e ovino (LINDBERG, 2003). Seus
agentes etiologicos estdo classificados na fanhlaviviridae e sdo membros do género
Pestivirus Trés espécies deestivirussao reconhecidas: Virus da Doenca das Front@maslér
Disease Virus - BDV), Virus da Diarréia Viral BosirfBovine viral diarrhea virus - BVDV) e
Virus da Peste Suina Classica (Classical Swine fduas - CSFV) (RADOSTITS et al., 2002;
POTGIETER, 2004).

Embora originalmente identificado a partir de cadesdoenca gastroentérica grave, 0s
Pestivirustém sido mais frequentemente associados as irdecgbclinicas ou com sinais
clinicos leves e passageiros. As maiores perdas gstralmente relacionadas com a infec¢éo de
fémeas prenhes. Os pestivirus tém a capacidadealessar a placenta e infectar o concepto,
podendo causar mortalidade embrionaria ou fetaktad® ou mumificacéo fetal, malformacdes e
nascimento de animais fracos e inviaveis, alémnilaas persistentemente infectados (PI). Os
animais Pl eliminam o virus continuamente em gramgantidades e constituem-se na principal
fonte de disseminacéo do agente no rebanho (BAHESS).

Os Pestivirusacometem caprinos e ovinos em diversos paises @@ogo importantes
perdas econdmicas (VALDAZO-GONZALEZ et al., 2008% taxas de prevaléncia variam em
ovinos de 5% a 50% entre os paises e de regidorggi@ do mesmo pais (NETTLETON,
1998). No Brasil estudos nos rebanhos caprinosi®\sobre a ocorréncia dRestivirussao
escassos, tendo sido realizado apenas dois levamiasrem Pernambuco um datado de 1994, em
caprinos, onde foi observada prevaléncia de 11@ASTRO et al., 1994). Outro mais recente
realizado em rebanho caprino e ovino das mesomegidd Sertdo Pernambucano revelou
prevaléncia de soropositivos de 10,89% e 6,98%egentivamente (SILVA, 2009).

A profilaxia e o controle da infeccdo consistemdamentalmente na identificagéo e
remocdo de animais Pl das propriedades. Variosos&xames laboratoriais que auxiliam no
diagnéstico definitivo, como o isolamento ou de&ecde antigenos virais e/ou a demonstracao
da resposta sorologica ao virus no animal infect@BDOSTITS et al., 2002; SALIKI &
DUBOVI, 2004). Os métodos moleculares, particulartea Transcricdo Reversa - Reacdo em

Cadeia da Polimerase (RT-PCR), estdo sendo uninemste adotados para o diagndstico
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etiologico de diversas viroses animais, inclusias éestiviroses. As principais vantagens da
abordagem molecular incluem rapidez na obtencaoremdtados, capacidade de deteccao da
presenca viral em quantidade muito pequena decplatviral, ndo exigéncia da infecciosidade
da particula viral e, quando devidamente padromizagltas taxas de sensibilidade e
especificidade (VILCEK et al., 1994; TAKIUCHI et a2003).

Atualmente, os procedimentos sorologicos e isolaonga virus sdo os métodos escolhidos
para o diagnostico d®estivirus No entanto, resultados sorologicos negativos rdeger
interpretados com cautela, uma vez que animai@d*aparentemente saudaveis, soronegativos e
com qualidade de sémen aceitavel. A detecca@edtviruspela amplificacdo RT-PCR torna-se
assim uma boa alternativa aos testes convencionais.

Varios autores tém descrito sistemas de deteccdBMBV pela técnica de RT-PCR
bastante sensiveis. A partir de amostras de salaeteade cultura celular, Hamel et al. (1995)
detectaram até 0,1 TCIpPmL, enquanto que Urano et al. (1998) observaramlioniar de
deteccdo P TCIDsy/mL a partir de sobrenadante de cultura celulag sarg&os.

Visto a importancia das pestiviroses entre capranasinos que podem causar disturbios
reprodutivos, abortamento e defeitos congénitogimcipalmente a formacdo de animais PI
gerando perdas econOmicas deve-se atentar paracessitade do desenvolvimento de
ferramentas de diagnostico @estivirus. Dentre essas ferramentas o diagnéstico molecular
apresenta-se como uma técnica bastante sensigpkeifica, com vantagens sobre os métodos
soroldgicos e o isolamento viral para a deteccaaggmte em questdo. Idealizou-se determinar o
limite minimo de deteccao da técnica de RT-gPCR Pastivirusa partir de sobrenadante de

cultura celular e soro de pequenos ruminantes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Classificagao e Estrutura do®estivirus

O Virus da Doenca das Fronteiras (Border Diseases\ti BDV) pertence ao género
Pestivirusfamilia Flaviviridae, que também inclui o Virus da Diarréia Viral Bowi(Bovine viral
diarrhea virus - BVDV) e o Virus da Peste Suinas§lza (Classical Swine fever virus - CSFV)
(BECHER et al., 1998)Os virus pertencentes a esse género sao respanpavenfectar um
grande namero de espécies de ungulados, como shéwiisos, caprinos e ovinos.

Inicialmente, a classificacdo d&®estivirusera baseada no hospedeiro de origem, mas
tornou-se inapropriada porque esses virus naosgiie-especificos e podem infectar espécies
gue ndo sejam seus hospedeiros naturais. A caraco antigénica por anticorpos monoclonais
e a analise molecular do genoma permitiram a fieasfio doestivirusem: CSFV, BVD tipos
1 e 2 e BDV nos ovinos, além de espécies em faseabmhecimento, que incluem o Virus
Giraffe, correspondente a um isolado de uma girdfeys HoBI isolado de antilope e Virus
Pronghom, ramo composto por trés virus, sendo otads brasileiro de soro fetal bovino, um
isolado contaminante de cultivo celular e outrdado brasileiro de bufalo (FLORES, 2007;
DUBOIS et al., 2008).

Estruturalmente oBetivirussdo uma particula viral esférica, com cerca de @0nan de
didmetro, possuem um nucleocapsideo icosaédricoltenpor um envelope lipoprotéico,
contendo trés glicoproteinas virais: gp48/EO, gB25¢ gp53/E2 (DONIS, 1995). O material
genético € uma molécula linear de RNA de cadeiaplssn polaridade positiva, com
aproximadamente 12,3Kb, contendo uma Unica QipEr( reading frame que € traduzida em
uma poliproteina Unica com cerca de 4.000 aminodc{lINDENBACH & RICE, 2001). As
extremidades do RNA viral sdo flanqueadas por degies denominadas 5’ (386 nucleotideos)
e 3’ (226 nucleotideos) nao traduzidas (UTRs). £segifes sdo importantes para a replicagédo
do genoma, estabilidade do RNA viral e expressaucg&DONIS, 1995; LINDENBACH &
RICE, 2001).

A clivagem da poliproteina por proteases celula&esrais da origem entre 10 e 12
polipeptideos estruturais e ndo estruturais (DONER5). A regido 5-UTR € a parte mais
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estavel do genoma dos pestivirus, por isto € o falvorito para diagnostico pela PCR e analise
filogenética. Embora o 3-UTR do RNA seja funcianahte importante para replicacao viral,
esta regido tem recebido pouca atencéo e sua lidadb ndo esta bem documentada (MEYERS
& THIEL, 1996; VILCEK et al., 1999).

As proteinas estruturais sdo representadas peleeinmo capsidial C e as trés
glicoproteinas denominadas"f E1 e E2. As demais sdo presumivelmente protefdas
estruturais, NS, (Npro, P7, Ns2-3, NS4A, NS4B, NSHA NS5B). N remete a uma
autoprotease da regido N-terminal que ndo tem etro#lavivirus enquanto que a E2
desempenha um papel importante na adesédo e emtoadaus na célula. Além disso, E2 é
também importante para a inducdo da producdo deogrds neutralizantes (MEYERS &
THIEL, 1996; DUBOIS et al., 2008) (Figura 1). Asstomo a N?° a glicoproteina B é
exclusiva nosPestiviruse ndo possui equivalente nos outros géneros daiddrtaviviridae,
estando envolvida na resposta antiviral com a glivana expressdo de interferon. A"R
apresenta antagonismo ao interferon, comprometangsposta imune adaptativa e também a
resposta imune inata do hospedeiro (RUGGLI eR@D5; MEYERS & THIEL et al., 1996).

SUTR Nee C E™ Ef NS2-3 NS4A NS4B  NSSA-B 3UTR
m&t&%@m A —
NS-2 NS-3

L
v

ORF - 4000 2a/12.500ph

Figura 1 — Particula viral d®estivirus mostrando proteinas estruturais representadasppateina capsidial C e as
trés glicoproteinas "€, E1 e E2 e proteinas ndo-estruturafs® NP7, Ns2-3, NS4A, NS4B, NS5A, e NS5B
(Adaptada: http://www.ncbi.nim.nih.gov/bookshelffbgi?book=pmd&part=A279).

Variacoes de nucleotideos em sequéncias consergéddadas na regido 5° UTR do
genoma, permitiram a classificacdo do BDV em deisogipos: BDV-A e BDV-B (VILCEK et
al., 1997). Hurtado et al. (2003) propuseram unorswbtipo BDV-C isolado a partir de ovinos
da Espanha.
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Embora ndo sejam utilizados para diferenciar adaésg, dois biotipos existem entre 0s
Pestivirus citopético (cp) e os ndo-citopatico (ncp). Osusincp constituem-se na maioria dos
isolados de campo e sdo capazes de produzir iecgérsistentes em fetos, enquanto as
amostras cp constituem uma minoria e sdo isoladaseqque exclusivamente de animais
afetados pela Doenca das Mucosas (DM). Os virusecpriginam dos ncp por mutacdes e
rearranjos genéticos, sendo a transformacao des mép em cp reproduzida experimentalmente
através de manipulacdes genéticas no RNA viral (BOL995; MENDEZ et al., 1998).

Os biotipos ncp e cp podem ser diferenciados eral mholecular pela expressao e
processamento distintos de dois polipeptideossvindio-estruturais. Amostras ncp expressam
apenas um polipeptideo de aproximada 125 kDa,smorelente a NS2-3; em contraste, amostras
cp expressam a NS2-3 e também um polipeptideo dexiadamente 80kDa (NS3),
correspondente a porcao 2/3 carboxi-terminal da-BI§20NIS, 1995). A geracdo da NS3 nas
amostras cp pode ocorrer pela clivagem da NS2-Boouwluplicacdo do gene da NS3 (DONIS,
1995).

2.2 Doenca das Fronteiras

A Doenca das Fronteiras (Border Disease - BD) &sicdta pela primeira vez em 1959
relatada como uma entidade clinicopatologica enmasvina Gra-Bretanha (Hughes, 1959). A
condicdo era endémica na regido fronteirica emgiaterra e Pais de Gales, o que explica a
origem do seu nome. A Doenca das Fronteiras, tandmhecida como doenca de cordeiros
peludos, tem sido relatada em diversos paises (ERATet al.,, 2001; THABTI et al., 2002;
VILCEK & PANTON, 2000), é o resultado clinico daféncdo porPestivirusem ovinos e
caprinos (VALDAZO-GONZALEZ et al., 2008).

A BD afeta cordeiros recém-nascidos que adquireimfexcdo na vida intra-uterina a
partir de mées Pl com o virus da BD ou que tenham isfectadas com o virus durante a
gravidez. Dependendo da fase da gestacdo em e&ppsg:resultados possiveis de infecgéo viral
incluem o aborto, o nascimento de animais Pl coreern defeitos congénitos, ou 0 nascimento
de cordeiros clinicamente normais com imunidadedraira BDV (VALDAZO-GONZALEZ et
al., 2006; HURTADO et al., 2009).



14

2.3 Distribuicéo

A BD é uma doenca viral gue acomete caprinos eogvem diversos paises provocando
importantes perdas economicas (VALDAZO-GONZALEZakt 2006). As taxas de prevaléncia
sao bastante variaveis em ovinos, com prevalérck26 a 50% entre os paises e de regido para
regido do mesmo pais (NETTLETON, 1998).

Estudo realizado por Valdazo-Gonzalez et al. (2@d8)soros caprino e ovino oriundos
de matadouros de diferentes faixas etérias revehoa baixa prevaléncia de 0,24% BDV na
Espanha, ja Berriatua et al. (2006) observaram samaprevaléncia de 68% em estudo em
tanques de leite de rebanhos leiteiros do PaisoB&mmbém na Espanha. A soroprevaléncia de
BDV é de 13,5% no Ird (KEYVANFAR et al., 1999) e #8@% no Canada (HECKERT et al.,
1994).

A infeccéo pelo BVDV tem sido descrita no Brasitde o final dos anos 1960. Varios
relatos clinico-patologicos, virologicos e sorotimy demonstram a ampla distribuicdo da
infeccdo no rebanho bovino brasileiro (FLORES, 20@iversos estudos soroldgicos tém sido
realizados em varias regides, demonstrando a asigifébuicdo da infeccdo no rebanho bovino
brasileiro com indices de soropositividade variaeddre 18 e 84% (FLORES et al., 2005).
Estudos nos rebanhos caprinos e ovinos sobre eéac@ dePestivirussdo escassos, tendo sido
realizado apenas dois levantamentos em Pernamlmgarimeiro, em caprinos, onde foi
observada prevaléncia de 11,6% (CASTRO et al., )1964mais recente, um inquérito
epidemioldgico realizado em rebanho caprino e odmanesorregides do Sertdo Pernambucano,
revelou prevaléncia de soropositivos p#&tastivirus de 10,89% e 6,98%, respectivamente
(SILVA, 2009). Estes resultados confirmam a cir¢éta dePestivirusno rebanho caprino e
ovino no estado de Pernambuco, porém ndo ha infd@m@saa cerca da espécie viral em questao.
Devido ao historico de abortos e nascimento de a@rirmom defeitos congénitos no rebanho
caprino e ovino e ocorréncia Bestivirusnesses animais se faz necessario mais estudosstem

agente nesta populagéo.

2.4 Transmissao
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O BDV propaga-se naturalmente entre 0s ovinos,vi@ioro-nasal e por transmissao
vertical, onde esta Ultima tem um papel importaraespidemiologia da doenca. A infeccédo de
fetos pode resultar no nascimento de animais Pde€Egordeiros Pl sdo sorologicamente
negativos, porém excretam constantemente o vienslosos animais Pl a fonte mais importante
de infeccdo. Em muitas regifes, a causa mais cotaubDoenca das Fronteiras é o BDV, mas em
algumas partes do mundo o BVDV pode ser uma dasasamais comuns de BD. A fonte de
BVDV para os ovinos, com frequéncia, é o contatixjpno com o bovino infectado (OIE, 2012).
A transmissao parenteral Bestivirusapresenta um risco grave, pois 0 virus pode sémiente
transmitido quando as agulhas ndo séo trocadas @imjecdo de um animal Pl e os suscetiveis.
O animal Pl pode ser saudavel ou ndo apresentarssgaracteristicos da doenca. Isto &
particularmente relevante com a vacina¢cdo em massapratica comum em caprinos (LOKEN,
2000).

2.5 Patogenia e Manifestacdes Clinicas

Segundo Noronha (2003), os padrdes clinicos dagatepré-natal e pés-natal dentro do
rebanho dependerdo de varios fatores, tais comade ido animal, estado imunoldgico, cepa do

virus infectante, o status reprodutivo e a ocoieéde infec¢des secundarias.

2.5.1 Infec¢do Aguda

Cordeiros e animais adultos expostos experimentaénao BDV ndo apresentaram
sinais clinicos evidentes, sendo observada febrecpdo periodo e uma leve leucopenia,
associados a uma curta viremia, detectavel a pdotiguarto dia pds-infeccdo. A necropsia
observou-se areas multifocais de pneumonia dosslapaais de ambos os pulmdes e lesdes
intestinais discretas (THABTI et al., 2002). As eofbes agudas s&o diagnosticadas
sorologicamente usando soros pareados de um nuarmepresentativo de ovinos. Isolados
ocasionais de BDV tém mostrado febre alta, leudap@nofunda e prolongada, anorexia,
conjuntivite, descarga nasal, dispnéia e diar@a) 50% de mortalidade de cordeiros jovens
(NETTLETON et al., 1998).
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2.5.2 Infeccéo Fetal

Os principais sinais clinicos da BD séo vistos apdsfeccdo de ovelhas prenhes.
Enquanto a infeccdo de ovelhas prenhes € subclnidave, as consequéncias para o feto sdo
sérias, o0 virus se espalha rapidamente para anpdaeegassa para o feto dentro de uma semana
de infeccdo. A morte fetal pode ocorrer em qualdase da gravidez, mas € mais comum em
fetos infectados no inicio da gestacao (NETTLET@MNI., 1998; NETTLETON, 2008).

O resultado final da infec¢éo fetal depende deogdatores, incluindo a cepa e da carga
viral, assim com da capacidade imunoldgica do fetéator mais importante, porém, € o estagio
de desenvolvimento fetal em que a infeccdo océmfeccdo apds 85 dias de gestacdo € suprida
por um sistema imunoldgico fetal capaz de neuttakzeliminar o virus. Neste caso a morte fetal
€ rara e a maioria dos cordeiros nascem normais asginorpos detectaveis (NETTLETON,
2008).

Infeccéo intra-uterina durante o inicio da gravigezle causar morte fetal e abortos.
Alternativamente, infeccbes durante a primeira detda gestacdo pode resultar em cordeiros
com tremores, ataxia, pelos ericados, malformacée=brais e crescimento retardado (BECHER
et al., 1998). Até 50% de cordeiros infectados edlsem enquanto que uma proporcado dos
nascidos apresenta a doenca e sera reconhecido ‘hampeshaker’. Clinicamente, cordeiros

afetados tém uma pequena chance de sobrevivérelBI(NETON, 2008).

2.5.3 Infecgao Persistente

Os virus possuem mecanismos que garantem a seadisgao e persisténcia em uma
dada populacéo, apesar da existéncia de série cenimmos de defesa do organismo infectado.
Considera-se um animal Pl quando se obtém o isolanw&al a partir de duas coletas de sangue
separadas, por no minimo, trés semanas (FLORESHUSE, 2007).

A estratégia de sobrevivéncia de alguns virus stsem causar uma infeccdo
persistente em seus hospedeiros para alcancasiatpecia em uma populacdo. Ao persistir em
um individuo, esses virus devem superar a respostae do hospedeiro. Respostas do tipo
interferons do tipo I (IFN) ou alpha / beta inteoie (IFN-o/(3) s&o um importante mecanismo de

defesa contra infec¢bes virais de células euceasitiCélulas infectadas por virus sintetizam e
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secretam IFN, este liga-se por meio de recept@uparficie celular das células infectadas bem
como das nao infectadas para induzir um estadeir@hiSCHWEIZER et al., 2006).

Os pestivirus se mantém circulantes na populacawodpedeiro por uma combinacéo
de infeccBes transitorias e persistentes. Estaltipm de persisténcia € iniciada quando o bibtipo
de ncp invade o fetan Utero no inicio de seu desenvolvimento. Fetos infectapodem
desenvolver-se normalmente, mas a infeccéo pemistda a vida (SCHWEIZER et al., 2006;
AMMARI et al., 2010).

Quando o feto sobrevive a uma infeccdo que ocartesado inicio da competéncia
imunoldgica, ou seja, antes do sistema imune tpagidade de montar uma resposta eficaz
contra qualquer antigeno, culminando com a sua &aeliminacdo, eles nascem com uma
viremia persistente (OIE, 2012).

Cordeiros Pl sdo aparentemente normais e podenevdadr por anos, mas correm 0
risco de desenvolver uma diarréia fatal e sindreemeelhante & doenca das mucosas em bovinos
Pl com o virus da BVD (NETTLETON, 2008). Os animBkpodem apresentar crescimento
retardado, malformacdes congénitas ou ser aparentensaudaveis e sdo mais susceptiveis a
infeccdes secundérias (FLORES, 2007). Normalmenitaaas Pl tém sémen de mé& qualidade,

altamente infeccioso e fertilidade reduzida (OI&12).

2.6 Diagnostico

Deve-se suspeitar de infec¢do pelo BDV quando hopeelas embrionarias, abortos,
malformacfes fetais, nascimento de animais fragseste perinatal, além do nascimento de
animais com alteracdes neurolégicas e no pelo (ABRM et al., 1991).

Um dos métodos mais sensiveis para identificar B®Y isolamento do virus. A
imunoperoxidase, imunofluorescéncia direta, imusiolguimica e outras técnicas de cortes de
tecido congelado bem como a detec¢do de antigdd&AE RT-PCR e real-time RT-PCR
também séo valiosos métodos de identificacdo dosa@infectados com BDV. Anticorpos para
o BDV sdo normalmente detectados em soros ovirtizanto virus neutralizagdo ou ELISA,
imunuodifusdo em gel de agar também pode ser uSamhdrole de soros de referéncia positivos

e negativos devem ser incluidos em cada teste @DIE).
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2.6.1 Isolamento Viral

O teste padrdo de diagnostico € o isolamento dot@gan cultivos celulares seguido
por identificagdo por imunofluorescéncia ou imunmog&lase, pois a maioria das amostras € nao-
citopatica (FLORES, 2007). No animal vivo, a melaorostra para isolamento Bestivirusé o
sangue total (RADOSTITS et al., 2002). Baco, tde¢itimo, rins, cérebro, linfonodos e lesbes
no intestino sdo os melhores érgaos para o isokanagenvirus. O virus também esté presente em
grande numero nos placentomas, cotilédones e cdaimterina de ovelhas infectadas cujo
material foi abortado. O sémen pode ser examinada @ presenca de BDV, mas € fortemente
citotoxico e deve ser diluido, normalmente, pelmose 1/10 em meio de cultura. O sangue é a
amostra mais confiavel para detec¢do de animamtr®vés do isolamento viral (HUSSIM &
WOLDEHIWET, 1994; OIE, 2012). A presenca de BDV eufturas de células é detectada por
imunofluorescéncia ou por imunoperoxidase (HUSSIMV&@LDEHIWET, 1994).

A viremia é facilmente detectavel em qualquer idakeeto nos primeiros dois meses
de vida, quando o virus é mascarado pelo anticogbastral, no entanto, o virus pode ser
detectado por PCR em leucécitos lavados duranéepestodo. Apesar de deteccdo de virus no
sangue durante uma infeccdo aguda ser dificilremia persistente deve ser confirmada por

novos testes apdés um intervalo de pelo menosdrgarsas (OIE, 2012).

2.6.2 Deteccgédo de Antigenos Virais

Como os métodos de isolamento viral requerem urog@mprolongado de tempo, os
métodos de diagndstico alternativos, como a imtogismica, estdo ganhando importancia por
serem mais baratos, rapidos e sensiveis para odditep de pestivirus (SALIKI & DUBOVI,
2004).

Varios métodos tém sido utilizados para demonstrdigeno viral no cérebro, tecido
linféide e sangue de animais PI. O teste mais anmglée utilizado para demonstrar antigenos de
pestivirus em tecidos congelados e no sangue peoif€ o teste de imunofluorescéncia
(HUSSIM & Woldehiwet, 1994). Também é possivel d&teo antigeno viral em biopsias de
pele, por imunohistoquimica, e em animais acimaqdatro anos, alguns dos quais se

desenvolvem os baixos niveis de anticorpos anti-BONE, 2012).
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A pesquisa de antigenos em sangue ou leucocitigantio o ELISA tem sido
amplamente utilizada em bovinos e tem proporcionexitelentes resultados na deteccéo de
animais PI, porém seu uso em ovinos ainda ndo @mmoMo entanto, foi relatada a sua utilidade

para detectar ovinos Pl apesar de ndo detectanigiteansitoria (Garcia-Pérez et al., 2009).

2.6.3 Testes Sorolégicos

A sorologia € importante no monitoramento da inigggh de BDV em um rebanho e
para a retrospectiva investigacdo de novos suddBl Individualmente o diagnéstico de BD
pode ser considerado se anticorpos anti-BDV espesit&o detectados apds o desaparecimento
dos anticorpos colostrais. Porém deve-se considgrar animais Pl sdo imunotolerantes e
anticorpo-negativos. Portanto, os testes sorol8gsém de valor diagndstico para estabelecer a
falta de anticorpos em animais Pl com o BDV e naledecimento da presenca da doenca em
um rebanho. Em rebanhos endémicos, os animais eggativos devem ser testados para
isolamento viral em cultura ou para a presencantigeno viral. Os testes mais utilizados para a
deteccdo de anticorpos anti-BDV sdo a virusnemagdio e teste ELISA (HUSSIM &
WOLDEHIWET, 1994).

Existe extensa reatividade antigénica cruzada espécies d@estivirus que podem
atravessar a barreira espécie hospedeira e infeftiais espécies animais, com excecao para o
CSFV, aparentemente restrito a espécie suina. isaggb de andlises genéticas parece ser
necessaria como abordagem mais adequada pararmstiag diferencial a fim de resolver tais
infeccdes cruzadas, que podem mascarar a defimdggoespécies dPestivirus circulante
(PRATELLI et al., 2001; GIANGASPERO & HARASAWA, P4; WILLOUGHBY et al.,
2006).

2.6.4 Deteccgdo de acidos Nucléicos

A deteccdo de acidos nucléicos por meio da PCRiwurg final dos anos 80,
possibilitando uma nova forma de isolamento e itleatdo de genes, sem que houvesse a
necessidade de sua clonagem celular. Através désasi&a, € possivel obter uma grande

guantidade de DNA de uma regido especifica a p#etguantidades extremamente pequenas de
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um DNA-molde. Devido a essa particularidade é gtéxaica de PCR foi revolucionaria na éarea
de diagndéstico molecular, pois permite que a pEsele determinado agente infeccioso possa
ser diagnosticada de forma direta, através daifib@gio de seus genes, mesmo quando ele esta
presente em quantidades muito pequenas em detedonamganismo hospedeiro (ROSSETTTI,
2006).

Ha diversos estudos publicados em RT-PCR paraeagiat ddestivirusem caprinos e
ovinos a partir de sangue total, swabs, tecidosadas (intestinal raspado de mucosa, rim,
figado, pulméo, nddulos linfaticos, baco e timayos fetos e em tanques de leite (FULTON et
al., 1999; BERRIATUA et al., 2006; GARCIA-PEREA)®, DEHKORD, 2011).

Os métodos de deteccdo dos acidos nucléicos do RiNgenoma viral apresentam
vantagens sobre o isolamento viral por sua seitgElde e especificidade (RADOSTITS et al.,
2002). Por natureza a RT-PCR pode detectar o wviativado, portanto, este ensaio pode detectar
0 virus em amostras na qual ndo foi isolado. Estprigdade da RT-PCR é uma grande
vantagem para o diagnosticoestivirusporque nem sempre € possivel obter amostras $resca
suficiente para isolamento do virus. A rapidez elestsaio € outra vantagem, uma vez que
dependendo do método de extracdo de RNA viral ddaba resultados podem ser obtidos no
mesmo dia (URANO et al., 1998).

A RT-PCR mostrou-se mais sensivel na deteccdo de \Gue o isolamento viral,
especialmente quando h& presenca de anticorposnosmtea amostra (WILLOUGHBY et al.,
2006). Em comparagédo com o isolamento viral a RREBCnuito mais rapida, especialmente se
o biétipo em questéo for ndo citopatico, que € mpeeslominante naturalmente e que leva mais
tempo para se propagar (ALANSARI et al., 1993). dralb detectar sequéncias gendmicas,
independentemente da infectividade do virus e,céspgente, se as amostras do virus tenham
sido frequentemente congeladas e descongeladasNBARI et al., 1993).

Fatores como custo operacional, pericia técnicajpukcdo de acidos nucléicos sao
considerados na escolha do método quando compeacaams métodos padrdes de isolamento
viral (RADOSTITS et al., 2002). A PCR € um méto@dnmsivel, mas € sujeito a falsos positivos
devido a contaminagfes das amostras no momentoleta ou no laboratério (BRODERSEN,
2004).

A sensibilidade da RT-PCR depende da capacidade edrair, purificar e recuperar

RNA da amostra, da eficiéncia da sintese de cDNdesenho derimers A variabilidade
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elevada entre isolados #estiviruspode parcialmente explicar resultados inconsisggrdomo
resultados falsos negativos (HAMEL et al.,1995); ;380 a selecdo darimers apropriados é
importante para detectar uma ampla gama de cepas (URANO et al., 1998), sendo
recomendado o uso derimers degenerados que podem lidar com pequenas variagbes
sequéncia em areas conservadas (HYNDMAN et al§)199
Varios autores tém descrito sistemas de deteccadBWe® pela técnica de RT-PCR

bastante sensiveis. A partir de amostras de salaeteade cultura celular, Hamel et al. (1995)
detectaram até 0,1 TCIPmL, enquanto que Zhang et al. (2011) obtiveramomsénsibilidade
detectando até TOTCID*mL. Urano et al. (1998) observaram um limiar é¢edcéo de 16f
TCIDsgmL a partir de sobrenadante de cultura celularp s 0rgdos. Lopez et al. (1991)
obtiveram resultados positivos de 1TCIDsy/100uL a partir de soro artificialmente
contaminados, enquanto que Pilz et al. (20@B)plificaram BVDV (16°° TCIDsg) em pools
artificialmente contaminados, de soro sanguindoog@os ate a diluicdo de 1:160.

Diversas adaptacOes para a deteccad’esivirus por RT-PCR tém sido relatadas.
Como o uso da técnica para genotipagen, utilizamda nested RT-PCR onde a primeira reagéo
utiliza primersdegenerados e uma segunda reacaopronersespecificos para identificacdo do
biotipo viral (VILCEK & PATON, 2000; PRATELLI et al 2001; WILLOUGHBY et al.,
2000, utilizacdo de uma Unica reacao para a sintesepficacdo de cDNA (BAXI et al., 2006)
e a técnica de RT-PCR em tempo real.

A reacdo de amplificacdo quantitativa em tempo (gRRCR), uma variante da reacdo de
PCR convencional, representa grande avanco noslogtoleculares de auxilio diagnostico e
apesar de ser uma modalidade recente na biologlacular, € grande sua aceitacdo pela
comunidade cientifica sendo muito expressivo o marde trabalhos publicados que envolvem a
técnica (MELO, 2006; GOMES, 2008). A gPCR apresewmtagens sobre 0s ensaios
convencionais, uma vez que a amplificacdo de urdubooé monitorado a cada ciclo através do
acompanhamento da fluorescéncia de corantes oasoalém de que elimina a necessidade de
analise do produto de PCR ap0s a reagédo diminwntsco de contaminacdo (LETELLIER &
KERKHOFS, 2003).

Letellier & Kerkhofs (2003) em estudo simultaneodd@¢eccdo e genotipagem de BVDV
obtiveram de limite de deteccao de 1.000 e 100astie RNA para os genotipos | e Il. Zhang et
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al. (2011) obtiveram resultados semelhantes coimitelde deteccdo de 100 copias de RNA em
RT-gPCR sendo dez vezes mais sensivel que a RTeBx@Rncional.

A regido 5’UTR é util para a caracterizacdo de eggéou genotipos dPestivirus
sendo a regido mais utilizada para estudos fildgess que dardo suporte cientifico para a
classificacdo de novos isolados &estivirus (GIANGASPERO & HARASAWA, 2004,
WILLOUGHBY et al., 2006).

Nos ensaios de deteccdo de acidos nucléicos piEsugorosas devem ser tomadas
para evitar a contaminagcdo do DNA no sistema dai@ng controles rigorosos devem ser
montados, pois pode gerar falsos positivos devidondaminagdes das amostras no momento da
coleta ou no laboratorio (OIE, 2012).

2.7 Controle e Profilaxia

O controle da BD baseia-se na identficacédo e etigdio de animais Pl e na prevencao
da infeccdo de ovelhas prenhes susceptiveis (NETOREet al., 1998). A principal estratégia
preconizada para o controle do BD € evitar a exposile ovelhas gestantes suscetiveis a BDV.
A manutencdo de um rebanho fechado e a realizagdiestes periddicos, além da realizagcédo de
testes diagndsticos antes de introduzir novos asima rebanho para garantir que eles estédo
livres de BDV também ajudam a manter um rebanhe lda doenca (NETTLETON et al.,
2008).

Nas fazendas livres de BD, essa condi¢cdo pode aetida por medidas destinadas a
prevenir a introducédo da doenca no rebanho. Animggsodutores de reposicdo devem ser
rastreados para assegurar que eles ndo sao peesistate infectados. Fémeas recém-
introduzidas devem ser mantidas separadas do desteebanho até o momento do parto
(NETTLETON et al., 1998).

Alguns autores tém recomendado a exposicdo ded@jores ao virus antes da estacao
de monta, através do pastoreio em conjunto comaasifl, no entanto tem-se observado que
esta situacdo pode nao ser eficaz devido a anmaaispresentarem soroconversédo (HUSSIM &
WOLDEHIWET, 1994; OIE, 2012)Cuidados também devem ser tomados para nao trangmit
virus iatrogenicamente, por exemplo, pela utiliagé& instrumentos contaminados. As vacinas

de BVDV utilizadas em bovinos ndo conferem proteg@zada para BDV e ndo séo licenciadas



para uso em ovinos (LOKEN, 2000).
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Determinacgao do Limite Minimo de Deteccéo das Tearas de RT-PCR e RT-

qPCR para Pestivirus'
PEREIRA, D.S*, GOMES, A.L.\%., NASCIMENTO, S.A, MAIA, R.C.C°, CASTRO, R.S.

ABSTRACT- The Pestiviroses in ruminants are often associatétdtemporary and subclinical

or mild clinical signs, with the largest lossesatetl to the infection of pregnant females that can
cause fetal loss and birth of persistently infddtel) animals. Thé&estivirusare distributed in
many countries, including Brazil, where studiesgoats and sheep are scarce. Several studies
have reported the use of molecular techniquesherdietection oPestivirus among them the
RT-PCR and the RT-gPCR. They are able to deteanihals, which are the main source of the
virus-Care in the herd. The objective of this stwhs to determined the lower limit of detection
for Pestivirusfrom supernatant cell culture and serum samplta®s Bmall ruminants using RT-
PCR and gRT-PCR. The extraction of nucleic acids warformed with a commercial kit
QlAamp ® MinElute ® Virus Spin, the reverse trangtase reaction followed the protocol
recommended by the manufacturer of the enzyme seuesnscriptase M-MLV. The evaluation
of the detection limit of RT-gPCR and RT-PCR wasfgrened using aPestiviruscalibration
curve (dilution factor 10) with known and decregsiiCID50/mL using primers called
panpestivirus. The detection limit of RT-qPCR ipertnatant cell culture was 10-3 TCID50/mL
and RT-PCR was 10-2 TCID50/mL, since the lowertiafidetection using sera weeding, sheep
and Gibco ® Lamb as a diluent were TCID50/mL. Testdiducted under the conditions
described in this study proved to be sensitive@ardbe used as a strategy for etiologic diagnosis
of Pestivirus especially for the molecular identification of #imals, which is essential for the

control of Pestiviroses.
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INDEX TERMS: Pestiviruses, small ruminants, molecular diagnosis

RESUMO - Em ruminantes as pestiviroses sado frequentemesgeciadas a infeccOes
subclinicas ou com sinais clinicos leves e passsyeiendo as maiores perdas relacionadas com
a infeccdo de fémeas prenhes que podem causarspietias e nascimento de animais
persistentemente infectados (Pl). Bestivirusestao distribuidos em muitos paises, inclusive no
Brasil, onde estudos em caprinos e ovinos sdo sstagarios estudos tem relatado a utilizacéo
de técnicas moleculares para a deteccaBeadtivirus dentre elas a RT-PCR e a RT-gPCR que
sdo capazes de detectar animais PI, principal fdetemanutencdo do virus no rebanho.
Objetivou-se com este estudo determinar o limiteimmd de deteccdo paRestivirusa partir de
sobrenadante cultura celular e soro de pequenasantas utilizando a RT-PCR e gRT-PCR. A
extragdo dos acidos nucléicos foi realizada cormaddtercial QlAamp® MinElute® Virus Spin,

a reacdo de transcriptase reversa seguiu o protseobmendado pelo fabricante da enzima
transcriptase reversa M-MLV. A avaliagdo do limie deteccdo da RT-qgPCR e RT-PCR para
Pestivirusfoi realizada utilizando uma curva de calibradatof de diluicdo 10) com TCHymL
conhecidas e decrescentes utilizapdmersdenominados panpestivirus. O limite de deteccdo da
RT-gPCR em sobrenadante de cultura celular foi@eTICIDsymL e da RT-PCR foi de 10
TCIDsy/mL, ja o limite minimo de deteccao utilizando @sos capino, ovino e Gibco® Lamb
como diluentes foram de 1 TGJ@mL. Os ensaios realizados nas condi¢cdes descréase
estudo demonstraram ser sensiveis, podendo seadbié como uma estratégia de diagndstico
etiologico doPestivirus sobretudo para a identificacdo molecular de amiRiao que é essencial

para o controle das pestiviroses.

TERMOS DE INDEXACAO: Pestiviroses, pequenos rumteandiagndstico molecular

INTRODUCAO

As pestiviroses sdo reconhecidas como enfermidadpsnsaveis por perdas econdmicas
significativas em rebanhos bovino, caprino e ovnotodo o mundo (LINDBERG, 2003). Seus

agentes etioldgicos estdo classificados na fanklaviviridae e sdo membros do género
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Pestivirus Trés espécies deestivirussao reconhecidas: Virus da Doenca das Front&masl€r
Disease Virus - BDV), Virus da Diarréia Viral Bosir{Bovine viral diarrhea virus - BVDV) e
Virus da Peste Suina Classica (Classical Swine fduas - CSFV) (RADOSTITS et al., 2002;
POTGIETER, 2004).

Embora originalmente identificado a partir de cadesdoenca gastroentérica grave, 0s
Pestivirustem sido mais frequentemente associados as irfecgbbclinicas ou com sinais
clinicos leves e passageiros. As maiores perdase gstralmente relacionadas com a infec¢édo de
fémeas prenhes. Os pestivirus tém a capacidadealessar a placenta e infectar o concepto,
podendo causar mortalidade embrionaria ou fetalta® ou mumificacdo fetal, malformacdes e
nascimento de animais fracos e inviaveis, alémnilaas persistentemente infectados (PI). Os
animais PI eliminam o virus continuamente em grami@ntidades e constituem-se na principal
fonte de disseminacé&o do virus (BAKER, 1995).

A profilaxia e o controle da infeccdo consistemdamentalmente na identificacdo e
remocdo de animais Pl das propriedades. Variosos&xames laboratoriais que auxiliam no
diagnostico definitivo, como o isolamento ou defecde antigenos virais e ou a demonstracao
da resposta sorolégica ao virus (RADOSTITS et2402; SALIKI & DUBOVI, 2004). Os
métodos de diagndstico molecular, particularmenfeaascricdo Reversa- Reacdo em Cadeia da
Polimerase (RT-PCR) estdo sendo amplamente adotaa@s o diagnostico etiologico de
diversas viroses animais, inclusive das Pestiviroges principais vantagens da abordagem
molecular incluem a rapidez na obtencao dos reksgtaa capacidade de deteccdo da presenca
viral em quantidade muito pequena de particuld girguando devidamente padronizada, as altas
taxas de sensibilidade e especificidade (VILCEKIgt1994; TAKIUCHI et al., 2003).

Atualmente, os procedimentos sorologicos e isolaongéa virus sdo 0os métodos escolhidos
para o diagnostico d®estivirus No entanto, resultados sorologicos negativos rdeger
interpretados com cautela, uma vez que animai@d*aparentemente saudaveis, soronegativos e
com qualidade de sémen aceitavel. A detecca@edtviruspela amplificacdo RT-PCR torna-se
assim uma boa alternativa aos testes convencionais.

Varios autores tém descrito sistemas de deteccdBMgV pela técnica de RT-PCR
bastante sensiveis. A partir de amostras de salaeteade cultura celular, Hamel et al. (1995)
detectaram até 0,1 TCIpPmL, enquanto que Urano et al. (1998) observaramlioniar de

deteccdo P TCIDsy/mL a partir de sobrenadante de cultura celulag sarg&os.
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O objetivo deste estudo foi determinar o limite imim de deteccéo da técnica de RT-qPCR
e RT-PCR paraPestivirusa partir de sobrenadante de cultura celular e slergpequenos

ruminantes.
MATERIAL E METODOS
Virus e células

A estirpe citopética Singer do BVDV mantida em &&8uMDBK (Madin Darby bovine
kidney) foi gentilmente cedida pela Dra. Silviadrgardi - Laboratorio de Virologia Instituto de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da EBafoautilizada como controle positivo. O
cultivo celular de MDBK infectado com BVDV foi madb em meio Dulbecco modificado
(DMEM, Gibco BRL, EUA) livre de micoplasmas e viruontendo 55 mg/mL de gentamicina
(Sigma® Co., EUA) e 2,5 mg/mL de anfotericina Bg{8a® Co., EUA), suplementado com 1%
de soro fetal bovino (SFB, Gibco, BRL, EUA).

Titulacdo Viral

O titulo viral foi determinado por meio de um ensam microplacas (96 Well Cell Culture
Cluster, CORNING). Para tanto, a amostra do viaigléscongelada e mantida em banho de
gelo. Foi realizada a diluicdo logaritmica dé' #010'° em DMEM da amostra viral. Volumes de
50ul de DMEM acrescido de 2% de SFB foram aplicadcs pmgos da microplaca em seguida
igual volume das diluicbes seriadas do virus foagimionadas. A placa foi incubada a 37°C em
atmosfera de 5% de G@or uma hora. ApGs incubacado foi adicionado aglacsuspensédo
celular de MDBK na concentracdo de 4kt@lulas /mL no volume de iDem cada poco. As
duas ultimas colunas da placa serviram de contfelevirus e controle celular. A placa foi
incubada a 37°C em atmosfera de 5% de, @@ 96 horas, 0s pocos apresentando efeito
citopatico foram identificados. O titulo viral foalculado pelo método de REED & MUENCH
(1938).

Para a curva padréo a partir de DMEM foram utilizads diluicbes logaritmica de™a
10"° da amostra viral, obtendo-se de*1® 10* TCIDso, Para a curva padréo a partir de soro
foram utilizadas as diluicdes logaritmica dé' £010'° da amostra viral, obtendo-se dé*#010

19 TCIDso, Utilizando pools de soros caprino e ovino, oriundosrebanho do Departamento de
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Medicina Veterinaria da Universidade Federal den®@®mbuco e soro comercial Gibco® Lamb

(Invitrogen™, Life Technologies, EUA) negativo par&irus em estudo, como diluentes.
Extracdo do RNA viral

A extracdo do Acido Nucléico viral foi realizadarpoeio do Kit comercial QlAamp®

MinElute® Virus Spin (Quiagen, Alemanha, 2011gwado as instru¢des do fabricante.
Transcricdo Reversa — RT

Para a realizacdo da RT foi seguido o protocatomendado pelo fabricante da enzima
transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen™, Life Tedhogies, EUA). Preparou-se o mix | com
1 uL do RNA extraido, 2 pmole darimer 326 R(Quiagen, Alemanha, 2011)ul de dNTP’s a
0,1 mM (Invitrogen™, Life Technologies, EUA) e 4gua ultrapura (MilliQ®) autoclavada
completando o volume final de ®L.. Um mix Il foi preparado com 4L de 5xRTbuffer
(Invitrogen™, Life Technologies, EUA),dL de DDT (Invitrogen™, Life Technologies, EUA),
2 uL (200 U) da enzima transcriptase reversa M-MLWithogen™, Life Technologies, EUA).

A sintese do cDNA foi realizada em termocicladomia | foi incubado sob as condi¢Ges
de temperatura e tempo: i) 65°C / 5min, ii) gelo pomin. Centrifugado em centrifuga Mini
Spin® brevemente. Adicionado do mix Il, pipetandmtijmente. Posteriormente incubado em
termociclador sob as condi¢cbes de temperatura potein25°C / 5min, ii) 50°C / 45 min, iii)
70°C /15 min, iv) 50°C / 0 min. Ao término o cDN&i mantido a —20°C até o uso.

gPCR

A amplificacdo dos fragmentos de cDNA [Eestivirusfoi realizada segundo o protocolo
recomendado pelo fabricante do QuantiFast SYBRIGR&ER Kit (Quiagen, Alemanha, 2011) e
um par deprimers 324 / 326, denominado panpestivirus (Vilcek etl#194). Foi preparada uma
solucao contendo pL de cDNA e 12,51L de 2x QuantiFast SYBR Green PCR Master Mix, 2
uL a 10 pmol de cadarimer (324 / 326) e 4gua ultrapura autoclavada paraunwelfinal de 25
uL. A amplificacéo foi realizada nas seguintes codes de tempo e temperatura: i) uma etapa de

95°C/5min, ii) 35 ciclos de 95°C/10s, 60°C/30sdas as amostras foram testadas em duplicata.

PCR
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A amplificacdo dos fragmentos de cDNA Bestivirusfoi realizada segundo o protocolo
recomendado pelo fabricante da Top Taq Master RQixdgen, Alemanha, 2011). Foi preparada
uma solugéo contendot de cDNA e 25uL de Top Taq Master Mix, 4L a 10 pmol de cada
primer (324 / 326) e agua ultrapura autoclavada paraumefinal de 5QuL. A amplificacao
foi realizada em termociclador nas seguintes c@rdigle tempo e temperatura: i) uma etapa de
94°C/3min, ii) 35 ciclos de 94°C/30 min, 60°C/30%2°C/30s e iii) uma etapa de extensao final
por 72°C/ 10min.

Eletroforese

Os produtos de PCR foram analisados através defeletse em gel de agarose a 2,0%
com coloracgéo pelo Blue green Loading dye | (LGGt&nologia, SP, BR). As bandas de DNA
separadas eletroforeticamente foram visualizadas tramsiluminador de luz utravioleta e
fotografadas com um sistema de captura de imagéhKiHE (Loccus Biotecnologia, Loccus
do Brasil Ltda).

RESULTADOS

O método de extracdo utilizado, QlAamp® MinElute®rug Spin, a transcricdo
reseversa, a RT-gPCR e RT-PCR mostraram-se sgquadies, gerando produtos com tamanho
molecular esperado, de forte intensidade na amgtifio do controle positivo e auséncia de
produtos inespecificos ou de sinais de degradag@&aido nucléico.

As amostras utilizadas como controles positivoarfopositivas para a reacdo, quando
avaliados tanto a amplificagdo como a curvanddting As amostras positivas apresentaram
maior fluorescéncia na curva de amplificacdo. Nafign de dissociacdo (utilizando a derivada
da fluorescéncia gerada), as amostras positivamtivuma temperatura deelting (TM) entre
85,5 e 86°C (Figura 1).
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Figura 1. I: Curva de dissociacdo de sobrenadante de culaludac (temperatura dmelting foi de 86 °C). A:
controle positivo; B: 1 TCIRYmL; C: 10" TCIDsymL; D: 10° TCIDsy/mL; E: 10° TCIDsy/mL; F: controle
negativo. ll: Curva de dissociagcdo de soros caprino, ovino ed@ amb (temperatura deeltingfoi de 85,5 °C)
A: controle positivo; B: 1 TCIRYmL soro caprino; C: 1 TCI§/mL soro ovino; D: 1 TCIymL soro Gibco®

Lamb; E: controle negativo.

A reacdo de RT-PCR utilizando o par plemers denominados panpestivirus (Vilcek et
al., 1994), resultaram na amplificacdo de produwtomn fragmentos de 288pb que foram
visualizados por eletroforese em gel de agaros@% 2om coloracdo pelo Blue green Loading
dye I, representadas pelas figura 2.

A avaliagao do limite se deteccdo da RT-qPCR pastivirusfoi realizada utilizando
uma curva de calibragéo (fator de diluicdo 10) d@dhDsy/mL conhecidas. A figura 1 mostra as
curvas de dissociacado obtidas para quantidadeseciolals e decrescentes de TEIBIL de
Pestivirus Observa-se a amplificacdo de fragmentos de unmméamanho devido a presenca
de um pico observado entre 85,5°C e 86°C corregydach temperatura aeeltingdo produto

de amplificac&o. O limite de deteccAoRkstivirusem sobrenadante de cultura celular foi dé 10
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TCIDs¢/mL (Figura 1 11), j& o limite minimo de deteccatlimando 0s soros capino, ovino e
Gibco® Lamb como diluentes foram de 1 TGJL (Figura 1 11).

A avaliacdo do limite se deteccao da RT-PCR pastivirusfoi realizada utilizando uma
curva de calibracédo (fator de diluicado 10) com T&ADL conhecidas e decrescentes. A figura 2
mostra a amplificacdo de produtos de aproximadamé&88 pb. O limite de deteccdo de
Pestivirus em sobrenadante de cultura celular foi d& T@ID50/mL (figura 2.1), quando
utilizado soro caprino, ovino e Gibco® Lamb comdueintes foram de 1 TCHmL

representados nas figura 2.

288pb

MABCDEFGHI ] I

Figura 2. Produtos de RT-PCR pakestivirusem gel de agarose a 2% com Blue green Loading. d¢emarcador
de peso molecular GelPilot 100 bp Ladder Qiager;dktrole positivo; B: 1 TCID50/mL; C: T0TCID50/mL; D:
10% TCID50/mL; E: 10° TCID50/mL; F: 10' TCID50/mL; G: 10° TCID50/mL; H: 10° TCID50/mL; I: 10’
TCID50/mL; J: 1¢ TCID50/mL; L: controle negativti Produtos amplificados a partir de sobrenadanteuttara

celular..1l, Il elV: Produtos amplificados a partir de soro caprinbc@® Lamb e ovino, respectivamente.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A deteccao de virus de forma rapida por técnicafi@eeis ainda é uma das tarefas mais
exigentes em diagnostico veterinario (BAXI et 2D06). O desenvolvimento e aprimoramento
dos métodos moleculares tém melhorado a sensitdidaa especificidade do diagndstico das
doencas infecciosas através da deteccdo do acaéicuudo agente etiologico. O controle de
Pestivirusse da principalmente pela identificacdo e elimiioage animais Pl, o que € possivel
atraveés das técnicas de RT-PCR e RT-qPCR.

Deteccdo de RNA viral tem varias vantagens sobsaiende deteccdo de antigenos,

dentre eles a falta de interferéncia de anticorpiogis especificos na amostra e a alta
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sensibilidade de RT-PCR, além da rapidez na emidsaesultados (BAXI et al., 2006; LA
ROCCA & SANDVIK, 2009). Entre as técnicas de defecge acidos nucléicos a qPCR
apresenta vantagens sobre a PCR convencionaldipaiisui o risco de contaminagéao, uma vez
gue dispensa a manipulacdo dos produtos de PCRvisardizacdo em corridas eletroforéticas
em gel e a sensibilidade analitica é ao menos 1698 superior aos ensaios de PCR (GOMES,
2008).

Neste estudo, optou-se por utilizar primers desgoé a partir da regido 5-UTR, por esta
ser uma regido bem conservada do genoma viral estespécies deestivirus Sendo entdo
utilizados os primers denominados panpestivirusLQBK, et al., 1994) que amplificaram
288pb.

Nosso ensaio RT-PCR foi capaz de detectaf T@ID50/mL de Pestivirus em
sobrenadante de cultura celular, sendo mais séngigeo ensaio desenvolvido por Hamel et al.
(1995) e Urano et al. (1998), logo nosso ensai®RTd’CR parece ser sensivel suficiente para
diagnosticaPestivirus O limite de deteccéo da qRT-PCR foi dé® CIDs¢/mL, 10 vezes mais
sensivel que a RT-PCR, o0 que comprova que a qRT4>@Ra técnica mais eficiente com um
limite de deteccao inferior e superior sensibileladalitica (GOMES, 2008).

Na técnica de RT-PCR e RT-qPCR em amostras coitlstd# de soro caprino, ovino e
Gibco® Lamb contaminadas artificialmente, nosscaenfoi capaz de detectar 1 TGHIML,
demonstrando ser mais sensivel que o ensaio maljzar Lopez et al. (1991) e Gilbert et al.
(1997) em ensaio realizado com sangue total. A meaosibilidade do ensaio utilizando soro
como material clinico para detec¢cdo do RNAP@stiviruspode ser justificada devido a presenca
de inibidores da PCR, tais como proteinas sériaaspgdem impedir 0 acesso das polimerases
ao DNA alvo (WILSON, 1997).

A RT-PCR e a RT-qPCR utilizando os primers dessrpor VILCEK et al. (1994),
realizadas nas condi¢des descritas nesse estudmsieanam ser ensaios sensiveis, podendo ser
utilizado como uma estratégia de diagnostico dfiotd do Pestivirus capaz de proporcionar
resultados conclusivos em curto periodo de tempod& esta uma grande vantagem quando se
deseja um resultado rapido, como em um surto dacdoem um rebanho. Além de que os
ensaios de RT-PCR e RT-qPCR serem adaptaveis pasa a campo, contribuindo para uma
identificacdo molecular de animas Pl atuando assimo importante ferramenta no controle das

pestiviroses.
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