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RESUMO

MARTINS, M. S. N.- DIAGNOSTICO MOLECULAR RETROSPECTIVO DE FEBRE
CATARRAL MALIGNA EM BOVINOS. Sdo Paulo. 2014. Dissertacdo (Mestrado em
Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Biologico.

Febre Catarral Maligna (FCM) doenca viral aguda, pansistémica, de distribuicdo
geografica ampla, geralmente fatal, afeta principalmente bovinos e cervideos. Séo
conhecidas dez espécies de virus do grupo da FCM, todos Herpesvirus, famila
Gammaherpesvirinae, género Macavirus. A principal no Brasil € FCM ovino-associada,
induzida pela cepa herpesvirus ovino-2 (OvHV-2). Por ser confundivel com
encefalites/encefalopatias e febre aftosa, ha a necessidade do diagnéstico diferencial, sendo
que os métodos moleculares permitem, em tempo oportuno, identificar os focos e avaliar a
situagdo epidemiolégica desta doenga no Brasil. Contudo, esses ainda ndo estédo
disponiveis na rotina laboratorial para detectar o agente causador da FCM. Por esse motivo,
objetivou-se avaliar métodos de extracdo tanto para material in natura como parafinado;
padronizar e validar métodos moleculares de diagndstico (PCR qualitativa e quantitativa)
para o OvHV-2, realizar a analise retrospectiva de amostras de sistema nervoso central de
bovino do Brasil e isolar o OvHV-2 em cultura celular. Foram avaliados trés protocolos de
extracdo de material in natura, cinco kits comerciais e dois protocolos recomendados pela
literatura para extracdo de material emblocado em parafina. Realizou-se a analise
retrospectiva de 290 amostras de sistema nervoso central de bovinos, com diagnéstico
clinico de transtorno neuroldgico, avaliado seguindo critérios clinicos definidos no formuléario
sindrome neuroldgica (FORM SN), sendo que as mesmas amostras encontravam-se in
natura e emblocadas em parafina. O Trizol® foi o protocolo mais eficiente para a extracéo de
material in natura, pois apresentou reprodutibilidade e repetibilidade. Para material
parafinado a extracdo mais efetiva utilizou o xilol aquecido a 65°C para desparafinizagéo,
digestdo enzimética com o detergente SDS combinado com a proteinase K, purificagdo por

fenol/cloroférmio e precipitacdo em isopropanol, porém este método ndo apresentou
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reprodutibilidade. A sensibilidade da PCR qualitativa para OvHV-2 foi de 10* copias de
DNA/pL e da qPCR de 10° cépias de DNA/ pL, tanto sistema SYBR®Green como TagMan®.
Das 290 amostras de SNC analisadas, 4,8% (14/290) foram positivas ha PCR qualitativa e
5,86% (17/290) na qPCR, a discordancia da porcentagem de positividade €, possivelmente,
devido a diferenca de sensibilidade entre as técnicas. Foram confrontados os resultados da
PCR e histopatolégico sendo que 47,05% (8/17) apresentaram lesfes e alteracdes
histologicas sugestivas de FCM (infiltrado inflamatério mononuclear e manguito perivascular
mononuclear). Ndo obteve-se sucesso no isolamento do OvHV-2 em cultura de células
MDBK. O limiar de deteccado das técnicas moleculares foi satisfatorio, portanto indicadas na
rotina laboratorial. No sequenciamento e analise filogenética das amostras positivas,
verificou-se tratar-se de OvHV-2 semelhante aos circulantes no mundo. Os achados
confrmam a necessidade de provas de diagndstico especificas e sensiveis para
identificacdo do agente da FCM nos casos de transtornos nervosos, jA que nao houve
concordancia entre os achados histopatoldgicos e moleculares, levando a resultados falso-
negativos quando é realizada apenas a analise histoldgica. Baseado nesse conhecimento
seré possivel fazer a vigilancia sanitéria efetiva e evitar as consequéncias socioeconémicas,

contribuindo assim para oferta sustentavel de alimentos suficiente.

Palavras-chave: OvHV-2, PCR qualitativa, PCR quantitativa, sindrome neuroldgica,
padronizacgéo.



viii

ABSTRACT

MARTINS, M. S. N- RETROSPECTIVE MOLECULAR DIAGNOSTIC MALIGNANT
CATARRHAL FEVER IN CATTLE. S&o Paulo. 2014. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade,
Seguranga Alimentar e Ambiental no Agronegadcio) — Instituto Biolégico.

Malignant catarrhal fever (MCF), viral disease, acute, affects multiple systems, wide
geographical distribution, usually fatal, affects mainly cattle and deer. Ten species of viruses
belonging to the FCM group are known, all Herpesvirus, Family Gammaherpesvirinae, genus
Macavirus. The main in Brazil is the MCF sheep-associated, induced by strain ovine
herpesvirus 2 (OvHV-2). For being confusingly with encephalitis/lencephalopathy and foot
and mouth disease there is the need for differential diagnosis, and molecular methods allow
timely identification of outbreaks and assess the epidemiological situation of the disease in
Brazil. However, these are not yet routinely available in laboratories to detect the causative
agent of MCF. Therefore, the objective was to evaluate methods extraction for materials in
natura and paraffin embedded tissue; standardize and validate molecular methods diagnostic
(qualitative and quantitative PCR) for OvHV-2, perform retrospective analysis of samples of
the central nervous system of cattle from Brazil and isolate OvHV-2 in cell culture. Were
evaluated three protocols for extraction of material in natura, five commercial kits and two
protocols recommended in the literature for extraction paraffin embedded tissue. Performed
retrospective analysis of 290 samples of bovine central nervous system, with clinical
diagnosis of neurological disorder, assessed following clinical criteria defined in Form
neurological syndrome (FORM SN), and the same samples were in natura and embedded in
paraffin. The Trizol ® was the most efficient protocol for the extraction of material in natura, it
showed reproducibility and repeatability. For the paraffin embedded tissue, the most effective
extraction used the heated xylene at 65 °C for desparaffinization, enzymatic digestion
combined with the detergent SDS with proteinase K, purified by phenol/chloroform and
precipitation in isopropanol, but this method did not show reproducibility. The sensitivity of a

qualitative PCR to OVHV-2 was 10" copies of DNA /uL and qPCR of the 10° copies of



DNA/UL , both SYBR® Green and Tag®Man system. Of the 290 samples CNS analyzed,
4,8% (14/290) were positive in the qualitative PCR and 5,86% (17/290) in the gPCR, the
discrepancy in the percentage of positivity is possibly due to the difference in sensitivity
between technical. The PCR results were compared with histopathologic and that 47,05%
(8/17) had lesions and histological changes suggestive of MCF (mononuclear inflammatory
infiltrate and perivascular mononuclear). No was obtained success in isolation OvHV-2 in
cultured MDBK.The threshold detection of molecular techniques has been satisfactory thus
indicated for routine laboratory. In the sequencing and phylogenetic analysis of the positive
samples, it was found that it was similar to OvHV-2 circulating worldwide. The findings
confirm the need for evidence of specific and sensitive diagnostic for identifying the agent of
MCF in cases of nervous disorders, since there was no correlation between the
histopathological and molecular findings, leading to false negative results when it is
performed only histological analysis. Based on this knowledge it will be possible to make
surveillance effective and avoid socioeconomic consequences, thereby contributing to offer

sustainable of sufficient food.

Keywords: OvHV-2, qualitative PCR, quantitative PCR, neurological syndrome,
standardization.
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1. INTRODUCAO

Encefalites e encefalopatias constituem um grupo de enfermidades que podem ser
causadas por diferentes agentes entre eles bacterianos, parasitarios, neoplasicos, téxicos e
metabdlicos, cujos principais sinais clinicos incluem fraqueza, letargia, incoordenacéo,
ataxia, agressividade e convulsdes. Sado enfermidades geralmente fatais e causam fortes
impactos na saude publica, grandes perdas econémicas no mundo todo e atuam como
barreira sanitaria ao comércio internacional (PITUCO et al., 2003). O efetivo sistema de
vigilancia sanitaria para essas sindromes pelos servicos veterinarios é importante para
deteccdo precoce do agente causal dessas doencas, propiciando atendimento em tempo
oportuno, evitando perdas incalculaveis para o pais.

Atualmente, o Brasil € considerado um dos maiores produtores comerciais e exportador
de carne bovina do mundo, o que revela os avancos da pesquisa agropecuaria no setor.
Neste cenario, vale ressaltar o aspecto fundamental do planejamento sanitéario, pois a
concentracdo de unidade animal por area necessariamente acarreta a proximidade dos
mesmos, aumentando o risco de transmissdo de doengas infectocontagiosas. Portanto,
considerando-se a importancia estratégica da pecuaria bovina na economia nacional,
baseada nos indicadores e nos valores expressivos oriundos da atividade do agronegécio,
torna-se fundamental a adogdo de medidas para contribuir com a vigilancia sanitaria dos
rebanhos, com énfase no diagnéstico diferencial de febre aftosa e diagnéstico diferencial de
encefalites e encefalopatias, principais barreiras sanitarias impostas pelos paises
importadores de produtos de origem bovina.

Por isso, é de grande importancia o diagndstico diferencial de sindrome neurolégica em
bovinos, que cresceu desde o aparecimento da encefalopatia espongiforme dos bovinos
(EEB), uma enfermidade neurodegenerativa, progressiva e fatal que afeta os bovinos.

O sistema de defesa sanitaria animal brasileiro relacionado a EEB j& esta consolidado ha
décadas e permitiu ao Brasil ser classificado, até o momento, como pais com risco
insignificante para EEB perante a OIE. Essa classifica¢cdo, mais favoravel, foi conquistada
devido as rigorosas medidas sanitarias que foram tomadas, incluindo diagndstico diferencial
em casos suspeitos de transtorno neurol6gico de agentes causadores dessa sindrome
(MAPA 2014).

Apesar disso, ja foram notificados dois casos atipicos de EEB no Brasil, sendo um em
2012 no Mato Grosso (OIE, 2014a) e um em 2014 no Paran& (OIE, 2014b), o que reforca e
atenta para a necessidade de fortalecer as medidas sanitarias, incluindo diagndstico

diferencial de sindrome neuroldgica, na vigilancia animal.



Desde 1997, o sistema de vigilancia sanitaria da EEB passou a ser realizado
conjuntamente ao sistema de vigilancia sanitaria da Raiva animal, que é estabelecido desde
1976, fazendo parte do Plano Nacional de Combate da Raiva dos Herbivoros - PNCRH,
coordenado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA (BRASIL,
2014a). Desta forma, todos os animais com doenca neurologica de carater progressivo
deverdo ser submetidos ao diagnéstico diferencial para Raiva, EEB e outras encefalites e
encefalopatias confundiveis com EEB e também todos os bovinos destinados ao abate de
emergéncia (BARROS; MARQUES, 2003). No entanto, a Instrucdo Normativa n°44, de 17
de setembro de 2013, instituiu o Programa Nacional de Prevencdo e Vigilancia da
Encefalopatia Espongiforme Bovina (PNEEB), para evitar a entrada da doenca no pais
(BRASIL, 2014b).

Entretanto, o diagnoéstico diferencial € sempre um desafio, pelas dificuldades de
abranger todos os agentes causadores, e assim oferecer resultados conclusivos, sendo
necessario iniciar pelos mais provaveis agentes causadores de encefalites como virus da
raiva, Encefalite Herpética Bovina (BoHV-5) , Rinotraqueite Infecciosa Bovina (BoHV-1),
Diarreia Viral Bovina (BVDV), Doenca de Aujeszky, Neosporose, Toxoplasmose, EEB,
Listeriose, Hemofilose, Clostridiose, e em casos negativos, avancar na investigacao
incluindo outros agentes, como o virus da Febre Catarral Maligna e assim, diminuir a lacuna
diagnostica de casos clinicos sem resposta sobre a verdadeira causa de doenca do sistema
nervoso central (PITUCO et al., 2003).

Torna-se imprescindivel o avango da ciéncia e de novos métodos diagnosticos para
contribuicdo e elucidacdo de casos de doencas como FCM, sendo que as técnicas
moleculares oferecem vantagens em relacdo aos outros testes, por apresentarem elevada
especificidade e sensibilidade, permitindo a identificagcdo do agente infeccioso, seja ele
infectante ou ndo. A disponibilidade de utilizagdo de um processo Unico, como a técnica de
reacdo em cadeia pela polimerase quantitativa (QPCR), ou mesmo sua associacdo com
outras técnicas moleculares como reacdo em cadeia pela polimerase qualitativa, pode
auxiliar na padronizagédo de aquisicdo de reagentes, material de consumo, equipamentos e
treinamento de pessoal, além de facilitar a troca de informagfes entre os Laboratérios de
Referéncia Animal (Lanagro) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA). Neste sentido, conhecer a situagdo epidemiologica dos rebanhos em relagdo as
principais doencas confundiveis com febre aftosa, dentre elas a FCM, é fundamental para
contribuir com o controle e poder reduzir os prejuizos ligados a estas, considerando também
a importancia da vigilancia da febre aftosa na economia nacional.

Assim o trabalho, além de ampliar e disseminar o conhecimento sobre esta infeccao,
€ importante para fortalecer os vinculos académicos e cientificos entre os érgéos de defesa

sanitaria animal, atuando diretamente em prol da defesa agropecuéaria do Brasil,



contribuindo para a melhoria da qualidade sanitaria dos bovinos, visando o incremento a
produtividade dos rebanhos, auxiliando os 6rgdos de defesa sanitaria na tomada de
medidas especificas de combate a essas doencas.

Estudos sobre a FCM sdo fundamentais e visam fornecer subsidios (situagéo
epidemioldgica e caracterizacdo dos sorotipos existentes) para a vigilancia sanitaria da
FCM, tendo em vista sua prioridade para diminuir o risco de introdu¢do de novos sorotipos e
determinar medidas de controle e prevencdo eficientes contra a FCM nos rebanhos,
principalmente em propriedades onde é feita a criacdo de bovinos e ovinos juntos. Baseado
nesse conhecimento sera possivel fazer a vigilancia e evitar as consequéncias
socioecondmicas, contribuindo assim para oferta sustentavel de alimentos suficiente. A
valorizacdo e a qualificagdo dos servi¢cos da defesa sanitaria animal sdo fundamentais para
0 processo de avaliagéo e certificagdo da condi¢cdo sanitaria dos rebanhos e pilares para a

credibilidade internacional.



2. OBJETIVOS

Gerais

1. Auvaliar casos suspeitos de FCM, em bovinos do Brasil, por meio de dados clinicos,
patolégicos e caracterizacao viral molecular;

2. Contribuir com a defesa sanitaria animal na gestdo sanitaria de agentes causadores
de encefalites;
Contribuir com a politica de vigilancia da febre aftosa no Brasil;
Fortalecer o sistema diagnéstico e manter o LVB/IB como referéncia nacional e

internacional para apoiar os programas de prevencao e erradicacdo dessas doencas.

Especificos

1. Avaliar e selecionar melhor método de extragéo para do OvHV-2, tanto em amostras
in natura como emblocadas em parafina;
Validar e padronizar a técnica de PCR qualitativa e PCR quantitativa para o OvHV-2;

3. Demonstrar a presenca ou auséncia do OvHV-2, causador da FCM ovino-associada,
em amostras de bovinos apresentando sindrome neurolégica e de pele e mucosas;

4. Avaliar a concordéancia dos resultados positivos pelos métodos moleculares com os
achados histopatoldgicos caracteristicos produzidos pelo virus causador da FCM, em
diferentes érgaos alvos;

5. Isolar o OvHV-2 em cultura celular;

6. Sequenciar e analisar as amostras positivas para o OvHV-2 para demonstrar qual a
variante circulante no Brasil;



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A Febre Catarral Maligna é uma doenca viral, aguda pansistemica, de distribuicdo
geografica ampla, geralmente fatal que afeta muitas espécies de Artiodactyla. A doenca tem
sido mais frequentemente descrita como afetando espécies da subfamilia Bovina e familia
Cervidae, mas também pode afetar suinos domésticos, bisdo e espécies de antilopes
pertencentes a subfamilia Tragelaphinae. Ocorre apés a infeccdo com determinados herpes
virus (OIE, 2013). O primeiro caso de FCM foi diagnosticado no Brasil em 1924 (TORRES,
1924).

3.1 ETIOLOGIA

A Febre Catarral Maligha ndo é causada por apenas uma Unica entidade etioldgica.
Atualmente os agentes etiolégicos da FCM séao incluidos em um grupo de varios gama-
herpevirus antigénica e geneticamente relacionados, compondo assim o chamado “grupo de
virus da FCM” sendo que os virus desse grupo séo capazes de produzir infecgdo clinica ou
subclinica em animais (LI et al., 2003).

Séo classificados como Herpesvirus, famila Gammaherpesvirinae, género Macavirus
(ICTV, 2013).

Todos os virus pertencentes ao grupo da FCM possuem DNA de fita dupla de
composicao linear, simetria icosaédrica, envelopado e, assim como 0s outros herpesvirus,
sdo capazes de estabelecer laténcia (VAN REGENMORTEL et al., 2000).

Atualmente, dez membros do grupo de virus da FCM foram identificados, sendo que
seis deles estdo claramente associados com a doenca clinica (O'TOOLE; LI, 2014).

O primeiro virus da FCM, identificado e isolado por Plowright et al. (1960), € a forma
africana, também conhecida como FCM gnu-associada (FCM-GA) em referéncia ao seu
principal hospedeiro reservatério, os gnus. Assim, a doenca é induzida pela cepa
alcelaphine herpesvirus-1 (AIHV-1) transmitido por gnus (Connochaetes taurinus e
Connochaetes gnu, subfamilia Alcelaphine).

Outra forma é denominada FCM nao associada a gnus ou FCM ovino-associada
(FCM-OA), induzida pela cepa herpesvirus ovino-2 (OvHV-2), sendo que as manifestacdes
clinicas e patolégicas induzidas por ambas cepas sdo as mesmas, diferindo somente a

epidemiologia entre as duas (SMITH, 2002), sendo que a doenca causada por AIHV-1



ocorre restritamente na Africa, onde gnus estdo presentes, e em colegdes zooldgicas, em
outros lugares do mundo. A forma OvHV-2 da doenca ocorre em todo o mundo,
especificamente em areas onde é feita, em conjunto, a cria¢cdo de ovinos (OIE, 2013).

Outros membros do grupo da FCM foram isolados de bubalu (Alcelaphus
buselaphus), topi (Damaliscus lunatus) (MUSHI et al., 1981) e de palanca-vermelha
(Hippotragus equinus) (REID; BRIDGEN, 1991), determinado como alcelaphine herpesvirus
2 (AIHV-2) e hippotragine herpesvirus-1 (HiHV-1), respectivamente. No entanto essas
viroses ndo tém sido reportadas por provocar doenca clinica na nhatureza, mas o
reconhecimento de AIHV-2 como virus FCM em veado barbar (Cervus elaphus barbarus)
(KLIEFORTH et al., 2002) sugere que estes virus podem ser patogénicos para algumas
espécies, sob certas circunstancias.

Outras duas macaviroses patogénicas foram relatadas como pertencentes ao grupo
de virus FCM. Uma causada pelo virus da Febre Catarral Maligha white-tailed deer (MCFV-
WTD) que induz a FCM classica em veado-de-cauda-branca (Odocoileus virginianus) no
norte da Ameérica. H4 também um virus endémico em cabras domésticas denominado
atualmente como herpesvirus caprino- 2 ou CpHV-2 (CHMIELEWICZ et al., 2001; LI et al.,
2001) associado com alopecia, dermatite, perda de peso crbnica e diarreia em veados sika
(Cervus nippon) e veado-de-cauda-branca (CRAWFORD et al., 1999; LI et al., 2003).

Ainda, Li et al. (2003) evidenciam, tanto antigenicamente como em sequéncia de
DNA, quatro virus, anteriormente nao reconhecidos pertencente ao grupo de virus FCM, em
boi-almiscarado (Ovibos moschatus) (Muskox-MCFV), em ibex-da-ndbia (Capra nubiana)
(Ibex-MCFV), em 6rix Sul-Africano (Oryx gazella) (Gembok-MCFV) e, mais recentemente,
em aoudad (Ammotragus lervia) (Aoudad-MCFV) (LI et al, 2005)

Assim, caprinos e ovinos sdo o0s hospedeiros naturais do OvHV-2. Bovideos (gado,
bisdo, bufalos) e cervideos (veado e alse) e suinos sao propensos a doenca linfoproliferativa
FCM.

No Brasil, a FCM é frequentemente relacionada ao herpesvirus ovino do tipo 2
(OVHV-2) (GARMATZ et al. 2004).

3.2 EPIDEMIOLOGIA

A Febre Catarral Maligna tem distribuicdo geogréfica mundial. Na maioria dos casos
clinicos, o agente causal esta relacionado com o lugar em que ocorre (GARMATZ et al.
2004).



A forma gnu associada geralmente ocorre na Africa, conhecida por isso como forma
africana, porém pode ocorrer em zooldgicos em outros paises (HEUSCHELE et al., 1985)

A forma associada a ovinos (ou ovino-associada) tem sido relatada em todo o mundo,
tanto na América do norte incluindo Estados Unidos, Canada (referida por isso, as vezes,
como forma americana), como também na Australia, Nova Zelandia, Escandinavia, Asia e
Europa (RADOSTITS et al., 2000; ABANEH et al, 2012) incluindo isolamento recente num
surto no Egito (BASTAWECY; EL-SAMEE, 2012) e em paises da América do Sul como
Uruguai (PRELIASCO et al., 2013) e na Argentina (BRATANICH et al., 2012) . No Brasil tem
sido descrita frequentemente em bovinos (TORRES, 1924; DOBEREINER; TOKARNIA,
1959; SAMPAIO et al., 1972; OLIVEIRA et al., 1978; BARROS et al., 1983; MARQUES et
al., 1986; RIET-CORREA et al., 1988; FIGUEIREDO et al., 1990, BAPTISTA; GUIDI, 1998;
SILVA et al., 2001; LUVIZOTTO et al., 2010; LUCENA et al. 2010; FURLAN et al., 2012;
HEADLEY et al, 2012) e cervideos (COSTA; PIRES, 1990; DRIEMEIER et al., 2002). A
forma ovino-associada é encontrada inclusive na Africa, porém sua frequéncia é mais baixa
que a forma gnu-associada (PLOWRIGHT, 1960).

3.3 CICLO DE VIDA

Dada a conservagdo entre os herpesvirus, das proteinas envolvidas na invasdo da
célula, na replicagdo e no ingresso, a pesquisa de um pode sugerir mecanismos
semelhantes em outros (LEVY, 2011).

Durante a infeccao inicial, herpesvirus fazem contato celular usando uma glicoproteina
para se ligar ao receptor da célula. Uma vez o contato feito, um complexo formado por trés
outras glicoproteinas interage com o receptor especifico, baseado no tipo de célula. Para
iniciar a fusdao da membrana, um complexo contendo glicoproteina gB, gL e gH é
necessario. A gB desempenha papel na ligacdo da célula alvo, fusdo do envelope com a
membrana celular e maturagéo viral. Na endocitose, um lisossoma-independente diminui o
pH, formando um vacuolo que provoca uma mudanca conformacional na gB que induz a
fusdo das duas membranas e desenvolvimento do virion, liberando o nucleocapsideo e
tegumento no citoplasma. Dentro do citoplasma, a fosforilagdo de uma proteina do
tegumento desassocia 0 tegumento externo do tegumento interno e nucleocapsideo.
Interacdes com a célula transportam (pelos microtubos) esse complexo até o nicleo. Ha a
interagdo do capsidio com o poro do nucleo e inser¢do do genoma viral. Uma vez no nucleo,
inicia-se a replicacgéo litica, onde virions sdo produzidos ou estabelece laténcia, no qual o

epissoma viral torna-se associado com histonas celulares (LEVY, 2011).



Durante a reativagdo viral, os nucleossomos virais tornam-se instaveis e menos densos,
0 que permite 0 acesso aos ORFs previamente bloqueados para a transcrigéo. A replicacdo
dos herpesvirus € realizado através de trés ondas de expressao do ORF viral : imediato-
precoce (pico 2-4h p6s infecccao), precoce (pico de 5-7h apoés a infecgéo) e tardia (pico de
7-15h pos a infecgdo). Os ORFs imediato-precose inicia a transcricdo de genes como a DNA
polimerase, codificada pelo ORF9 no OvHV-2, proteina de ligacdo do ssDNA (OvHV-2, Ov
4.5), DNA helicase-primase (OvHV-2, ORF40, ORF44 e ORF56) uma proteina de ligagéo de
origem (ainda nado definida em OvHV-2) e as enzimas relacionadas com o metabolismo de
nucleotideos. Apo6s replicacdo do genoma, inicia-se a transcricdo final dos ORFs, que
codificam proteinas estruturais que formam capside, em que o genoma recém produzido
serd empacotado. Uma vez traduzido em resposta a replicagdo do DNA viral, no final,
proteinas da capside séo transportados para o nucleo e ha a formacdo do nucleocapsideo.
Uma vez o nucleocapsideo formado, sai através da membrana nuclear e entra no citoplasma
para a associacdo com proteinas do tegumento, envolvido pelo Golgi e é liberado para o

espaco extracelular por exocitose (LEVY, 2011).

3.4 PATOGENESE

Até o presente momento existem muitas hipoteses sobre a patogénese da FCM, porém
nenhuma é totalmente clara.

A FCM é caracterizada pela deplegcdo dos niveis de interleucina 2 (que induz a
maturacao do linfécito B e células T) no linfonodo hospedeiro e proliferacdo de células
natural killer, as quais tem a capacidade de se infiltrar em varios tecidos e células alvo sem
a restricdo do complexo de histocompatibilidade classe Il (CUNHA et al., 2008)

Provavelmente, a replicacdo do OvHV-2 em cordeiros esta restrito no trato respiratorio
enquanto que em bovinos a replicacéo foi encontrado no cérebro, rim, intestino e bexiga. O
DNA viral pode ser detectado em células mononucleares circulantes e na maioria dos
tecidos por métodos moleculares (CUNHA et al., 2008)

Como em alguns casos houve auséncia do virus nas lesfes caracteristicas, sugere-se
que a lesdo seja resultante de alteracéo na atividade linfocitaria supressora, desencadeando
a proliferacéo linfoide e atividade descontrolada das células natural killer, desencadeando o
dano tecidual. Embora o mecanismo do recrutamento dos linfocitos TCD8 e o dano tecidual
sejam ainda desconhecidos, alguns achados (SIMON et al., 2003; GARMATZ et al., 2004)
demonstraram que o infiltrado celular predominante nas les6es de FCM aguda é infectado

por OvVHV-2, o que possibilita a patogénese estaja primariamente relacionada a interacdes



diretas do virus com as células ou talvez a respostas imunomediadas diretas contra células
infectadas, ao invés dos efeitos causados pela infeccdo e disfuncdo de células
linforregulatérias que resultariam em proliferacdo benigna de linfécitos-T, sendo que
restricdo do complexo de histocompatibilidade e macréfagos também parecem ter um papel
na patogénese (GARMATZ et al., 2004).

3.5 TRANSMISSAO

O modo de transmissdao da FCM ainda é pouco conhecido. Sabe-se que pode ser
transmitido de modo direto (através do contato de animal infectado e néo infectado) ou por
modo indireto (através do contato de animal ndo infectado com fémites ou materiais
contaminados) (FURLAN et al., 2012).

Casos séo frequentemente vinculados a propriedades ou lugares onde ha criagdo
consorciada entre portadores assintomaticos e sintomaticos do virus do grupo FCM. No
Brasil, a maioria dos casos estao associados a propriedades onde ha criacdo de bovinos e
ovinos juntos. Entretanto, também ha casos de FCM diagnosticados em propriedades onde
a criaco era exclusivamente de bovinos (FURLAN et al., 2012).

A maioria dos cordeiros é infectada entre dois meses e dois meses e meio de vida.
Trabalhos indicam que a remoc¢do dos mesmos do contato com animais infectados antes
dessa idade permite a criagdo de animais livres da infecgdo por OvHV-2 (EHLERS et al.,
1999). O &pice da excrecdo viral ocorre aos cinco meses em ovinos, mas ainda ndo se
entende o papel dos caprinos na transmissao do virus.

Eventos como alteracbes de manejo e estresse sado considerados fatores cruciais para
que o virus reative, passando a ser eliminado pelo ovino, propiciando a transmissao entre as
espécies. Eventos reprodutivos como gestagdo e paricdo sdo constantemente apontados
como causa primaria de estresse em ovelhas, propiciando condi¢Bes para eliminacao viral
para o ambiente (FURLAN et al., 2012).

As principais fontes da infeccdo sdo as secre¢fes nasais e oculares, tanto em ovinos
quanto em gnus, sendo que a transmissdo ocorre mais eficientemente pelo contato intimo,
mas outros meios, como agua compartilhada, também séo facilitadores (LI et al., 2001).

Ainda existe a possibilidade de transmissdo por vetores mecanicos como insetos.
Enquanto nas espécies adaptadas a infeccdo € silenciosa e ocorre a replicagdo e
transmissao do virus, aquelas em que o agente esta pobremente adaptado sdo as vitimas

diretas da enfermidade, sofrendo os sinais clinicos, geralmente fatais (LI et al., 2001).
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Ha relatos de casos de transmissdo transplacentaria de FCM em bovinos
(PLOWRIGHT,1960) e deve ser considerada a possibilidade que bovinos infectados
intrauterina ou que animais silvestres afetados por FCM (DRIEMEIER et al., 2002) sirvam de

portadores do virus, ou ainda animais que adoeceram e se recuperaram.

3.6 SINAIS CLINICOS

O periodo de incubacdo da FCM, na infeccdo natural, varia geralmente de trés a 10
semanas (RADOSTITIS et al., 2000), mas pode chegar a 200 dias (SMITH, 2002). O curso
da doenca, geralmente, é de trés a sete dias e, raramente, prolonga-se por mais de 14 dias
(RADOSTITS et al., 2000).

Segundo Garmatz et al (2004) os sinais clinicos da FCM tem sido classificados nas
formas hiperaguda, “cabeca-e-olho”, digestiva (alimentar), encefalica, dérmica e leve ou
branda, dependendo da intensidade e durag&o dos sinais clinicos.

Na forma hiperaguda os sintomas sdo febre alta, dispneia, gastrenterite hemorragica
aguda e rapida perda de peso, podendo ocorrer morte subita. O curso clinico da doenca
aguda é de 3 a 7 dias (GARMATZ et al., 2004).

A forma “cabega-e-olho”, que é a sindrome classica da FCM, caracteriza-se pelo
aparecimento subito de sinais relacionados a cavidade oral, oculares, respiratérios e febre.

Os sinais relacionados a cavidade oral sédo hiperemia e erosfes focais ou difusas no
palato duro, gengiva, almofada dental, comissuras labiais, |abios e superficie dorsal da
lingua, o que pode confundir com doengas vesiculares como, por exemplo, febre aftosa
(figura 2). A mucosa é fragil e desprende-se facilmente. As pontas das papilas bucais sao
hemorragicas com necrose das extremidades; com o tempo acabam se desprendendo e a
papila assume um aspecto rombo. Nesse estdgio ha intensa salivacdo (GARMATZ et al.,
2004).

Os sinais relacionados a cavidade ocular iniciam-se com secre¢do ocular serosa ou
seromucosa, que pode se tornar mucopurulenta & medida que a doencga progride. A
opacidade de cOrnea é caracteristica (figura 1A); geralmente inicia na juncdo cérnea-esclera
e se estende centripetamente, envolvendo as vezes toda a cOrnea causando cegueira.
Geralmente ha opacidade bilateral da cérnea e, na maioria das vezes, é acompanhada de
hiperemia da conjuntiva e episclera, edema de palpebra, blefarospasmo e fotofobia.
Hipopion, glaucoma, petéquias nas conjuntivas e vascularizagdo cornea ocorrem em alguns
casos (GARMATZ et al., 2004).
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Os sinais respiratérios incluem descarga nasal, inicialmente serosa, progredindo a
mucopurulenta, dispneia e estertor devido a obstru¢do da cavidade nasal com exsudato,
sendo que a congestdo e necrose superficial sdo evidentes na mucosa nasal anterior.
Ocasionalmente observam-se erosdes recobertas por placas. Epistaxe bilateral intensa e
tosse podem ocorrer. A pele do focinho pode apresentar ulceracdes recobertas por crostas
resultantes do ressecamento de exsudato e tecido necrosado (GARMATZ et al., 2004).

A forma alimentar é caracterizada por diarreia fétida, profusa, muitas vezes
hemorragica (melena acentuada) e perda de peso. Essa forma intestinal € comum em
cervideos (GARMATZ et al., 2004).

Na forma encefdlica, ha encefalite sendo que os sinais clinicos de distlrbios
nervosos geralmente sdo tardios e inclui fraqueza, letargia, incoordenacdo, ataxia,
agressividade e convulsGes sendo que tremores musculares podem aparecer
precocemente, e nistagmo, pressdo da cabeca, paralisia e convulsées geralmente ocorrem
nos estagios finais (RIET-CORREA et al., 1988).

Na forma dérmica, lesbes cutaneas, especialmente na forma ovino-associada, sédo
comuns, mas frequentemente passam despercebidas. Em casos de longa duracdo, as
alteracdes de pele, inclui hiperemia, papulas e exantema com exsudacdo e crostas
envolvem o térax, abdémen, regido inguinal, axilas, prepucio, perineo, Ubere, parte inferior
dos membros e ocasionalmente a cabeca. A pele dos tetos, vulva e escroto pode se
desprender completamente ou tornar-se coberta por crostas secas. Laminite pode ser
pronunciada e pode ocorrer desprendimento da capa cOrnea dos chifres ou dos cascos
(GARMATZ et al., 2004).

A forma leve ou branda é descrita comumente em animais experimentais, onde ha
febre transitoria, acompanhada de erosfes discretas nas mucosas oral e nasal, secrecao
nasal, diarreia com muco e lesdes ulcerativas entre os digitos, podendo seguir-se por
completa recuperacao, recuperacdo com recrudescimento ou por FCM cronica, sendo que
uma caracteristica distinta da forma crbnica é a persisténcia de leucoma ocular bilateral
(GARMATZ et al., 2004).

Nos casos de doenca natural, os linfonodos tendem a aumentar progressivamente
durante o curso clinico, sendo que linfadenopatia é um dos achados mais consistentes e
persistentes na doenca experimental (GARMATZ et al., 2004).

Na FCM, a febre é frequente e varia de 41°C a 42,2°C. Ocasionalmente observa-se
hematuria. Outros sinais clinicos incluem apatia, anorexia, agalactia e pulso acelerado de
100-120/bpm (GARMATZ et al., 2004).

Os tecidos primariamente afetados sdo os Orgdos linféides, tecidos epiteliais,
principalmente do sistema respiratério e do trato gastrointestinal, e os vasos. Rins, figado

(figura 1B), olho, articulacbes e sistema nervoso central geralmente sdo afetados
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(CARLTON; McGAVIN, 1998).

Figura 1 A: opacidade da cérnea;; B: figado hemorragico; C: pequenas manchas brancas no rim D Superficie da
mucosa do abomaso com ulceracdes necrosupurativea(setas) com exsudato amarelo-esverdeados. Fonte:
LUVISOTTO et al., 2010.

Figura 2 Eros&o na mucosa vesical (esquerda) e mucosa oral (direita). Fonte: Dr. Claudio Depes
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3.7 DIAGNOSTICO

O diagndstico da FCM é dependente do agente causador e pode ser realizado pelo
historico, dados epidemioldgicos, sinais clinicos, lesdes observadas na necropsia, por
métodos de imunodiagndstico e determinacdo gendmica do DNA viral no sangue ou tecidos
de animais doentes. No entanto é importante salientar que, para o diagnéstico de FCM, é
necessario apoio laboratorial ja que os sinais clinicos sdo inespecificos (GARMATZ et al.,
2004).

Para a forma gnu associada, o diagnéstico laboratorial e identificacdo do agente pode
ser feito por isolamento viral de 6rgdos afetados como linfonodo, bago e leucécitos (OIE,
2013). A transmissao experimental para bovinos ou coelhos também pode ser usada como
método de diagndstico, utilizando sangue total, esfregago nasal ou linfonodos (SMITH,
2002). Também pode ser feita a deteccdo de acido nucléico viral pela PCR, a partir de
sangue total ou tecidos coletados na necropsia, uma vez que a sequéncia completa do
isolado C500 foi publicado, permitindo o desenho de primers para reacdes da PCR a partir
de regibes conservadas do genoma (LI et al., 2005). A infeccdo pode ser confirmada por
sorodiagndstico pela detecgdo de anticorpos no soro de animais clinicamente afetados pelos
métodos de imunofluorescéncia, imunoperoxidase, ensaio imunoenzimético indireto
competitivo (CI-ELISA) e virusneutralizacdo (VN), porém estes testes indiretos sao
complementares, uma vez que a resposta de anticorpos de animais clinicamente afetados é
limitada, sem desenvolvimento de anticorpos neutralizantes (OIE, 2013).

O diagndstico da forma ovino-associada baseia-se nos sinais clinicos e exame anatomo-
patolégico. O exame histoldgico de tecidos, incluindo, por preferéncia, rete mirabile
carotidea, rim, figado, bexiga, epitélio bucal, cérnea conjuntiva e cérebro, tem sido o Unico
método de diagndstico utilizado até o momento. Testes complementares sdo necessarios
para confirmagédo do agente envolvido, seja por detec¢do de anticorpos para o virus e / ou
DNA viral. Contudo, pelas caracteristicas da doencga, o diagnéstico ante-mortem, para
detectar os casos pré-clinico de FCM ovino-associada, devido a indisponibilidade de
exames de imunodiagnéstico e de métodos moleculares validados para a pesquisa do
agente em amostras de sangue, por exemplo, é um desafio.

Pela grande dificuldade em isolar o OvHV-2 em sistemas biolégicos in vivo e in vitro
(OIE, 2013), a PCR para detectar DNA viral em leucécitos do sangue periférico de animais
afetados no exame ante-mortem, bem como em tecidos in natura obtidos na necropsia como
emblocados em parafina no exame post-mortem, o teste mais recomendado (BAXTER et al.,
1993)

Assim, a técnica da PCR é uma boa opcdo para o diagnéstico da FCM associada a
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ovinos. Suas vantagens sobre o exame histopatologico incluem: a técnica pode ser aplicada
tanto no exame ante-mortem como post-mortem; tem grande sensibilidade e especificidade;
permite diagnosticar casos de FCM que ndo apresentem todos os sinais clinicos classicos,
como 0s casos crénicos com recuperacdo da doencga clinica e a aplicacdo da técnica em
tecidos fixados e emblocados em parafina pode ser utilizada para caracterizar o agente,
especialmente em estudos retrospectivos (GRAMATZ et al., 2004).

3.8 ACHADOS DE NECROPSIA

Os principais achados de necropsias em animais acometidos por FCM estao presentes
principalmente nos tratos respiratorio e digestivo, linfonodos, sistema nervoso central
(principalmente rete mirabile carotidea), olhos, figado, rins sendo que os tecidos
primariamente afetados s@o os érgaos linféides, tecidos epiteliais, principalmente do sistema
respiratorio e do trato gastrointestinal, e os vasos, seguido com alteragdes macroscopicas
nos rins, figado, olho, articulagdes, sistema nervoso central e bexiga (BARKER et al., 1993).

Nos olhos h4d edema de cOrnea com conjuntiva e esclera hiperémica. Sao frequentes
erosdo e ulceragcdo e hiperémia nasal, oral e de mucosa de es6fago que, com o tempo,
desenvolve multiplas erosdes e ulceracdes cobertas por exsudato seroso ou mucopurulento.

Na cavidade oral, palato mole, esbdfago, reticulo e ridmen pode haver hiperemia,
hemorragia, necrose epitelial e erosfes sendo que as lesbes no abomaso sdo mais
extensas (figura 1D) (RADOSTITS et al., 2000).

Os pulmdes encontram-se com edema, congestos e com broncopneumonia inespecifica
secundéria (casos cronicos), com leve exsudato pleural (SMITH, 2002).

A parede intestinal torna-se espessa, edematosa, com petéquias, congesta e
normalmente com ulceragdo. As fezes sdo enegrecidas e muco sanguinolenta. Os
linfonodos sdo edematosos, congesto e hemorragicos com areas multifocais de necrose.
Normalmente observa-se hepato e esplenomegalia (LIGGITT et al., 1978)

No sistema nervoso central ha petéquias de cerebelo e meninges. Nos rins ha pontos
esbranquicados (figura 1C), petéquias e infartos. Na bexiga ha areas hemorrdgicas. As
glandulas adrenais ocasionalmente estdo aumentadas de volume, friaveis, com hemorragia
nas areas cortical e capsular (LIGGITT et al., 1978)

As feridas na boca impedem que o animal se alimente adequadamente e a carcaca
encontra-se desidratada, com atrofia serosa da gordura. As mucosas da faringe e laringe é

hiperémica e edemaciada e com o tempo desenvolvem-se mdltiplas erosées e ulceracdes
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cobertas por exsudato seroso ou mucopurulento ou, ocasionalmente, por
pseudomembranas (BARKER et al., 1993; BARNARD et al., 1994; SMITH, 2002)

3.9 ACHADOS HISTOLOGICOS

A FCM é caracterizada histopatologicamente por lesdes vasculares, necrose epitelial e
infiltrado linféide primariamente perivascular em muitos érgaos, proliferacéo linforreticular e
destruicdo de pequenos linfécitos em 6rgdos linféides como bacgo e linfonodos sendo que
vasculite necrosante e fibrindide generalizada sdo as lesfes histolégica caracteristica da
FCM (PLOWRIGHT, 1960; NAKAJIMA et al., 1992).

A doencga pode afetar multiplos 6rgaos e tecidos, mas € evidente em alguns locais como
rete mirabile carotidea, rim, encéfalo e leptomeninges cerebral e espinhal, triade portal,
cornetos etmoidais, pulmé&o, olho, coracdo, cépsula dos linfonodos, capsula e medula
adrenal, glandula salivar, corddo espermatico, ligamento largo e qualquer area da pele ou
trato alimentar com les6es macroscépicas (LIGGITT; DeMARTINI, 1980; THAM 1997).

Nas lesBes vasculares, observam-se concentrado de células mononucleares na
adventicia, principalmente, e necrose fibrindide na camada média, podendo ser focais ou
segmentadas e envolve toda a parede ou uma das tunicas (BARKER et al., 1993). Nos
casos crbnicos ha arteriopatia obliterante crénica, arterite linfocitica e arteriosclerose
(GAMARTZ et al., 2004).

Nas lesbes inflamatérias ha infiltrado mononuclear perivascular e intramural,
constituido principalmente por linfoblastos com nucleo grande e nucléolo proeminente
ocorrendo aumento progressivo na intensidade dos acumulos inflamatérios e lesbes
degenerativas e necréticas, conforme for se agravando os sinais clinicos. E muito comum
observar hiperplasia linféide. No rim h& infiltrado linféide intersticial focal e perivascular
(BARNARD et al., 1994).

No sistema nervoso central, é observada meningoencefalite ndo-supurativa, com
infiltrado linféide nas meninges e tdnicas adventicia e média dos vasos sanguineos das
meninges e substancia encefalica. Ha excesso de liquido cefalorraquidiano, contendo
grande quantidade de proteina e células mononucleares (GAMARTZ et al., 2004).

Nos olhos, as principais lesdes observadas sdo vasculite linfocitica da esclera, retina
e Uvea, ceratite com edema de cornea e vascularizacdo. Ceratite estromal central bilateral

crbnica € comum em bovinos com FCM crénica (O'TOOLE et al., 1997).
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Nas articulagdes, had acumulo de células linféides, que estdo presentes em
subepiteliais e epiteliais na maioria das membranas sinoviais. O epitélio sinovial é necrdético
com maior acumulo linfoide (LIGGITT et al., 1978).

Assim, as principais alteragbes histologicas da FCM consistem em vasculite
necrosante caracterizada por infiltrado de linfoblastos, linfocitos, plasmacitos e histiécitos na
tunica média, adventicia e espaco perivascular associado a necrose fibrindide generalizada
de parede dos vasos, infiltrado celular mononuclear em mdltiplos érgdos e necrose de
células epiteliais de revestimento, sendo que esses infiltrados sdo mais intensos no encéfalo

e rim.

3.10 CONTROLE, TRATAMENTO E PROFILAXIA

Ainda ndo h& um tratamento especifico para a FCM. Para seu controle é necessario
minimizar o contato entre animais portadores e susceptiveis, especialmente durante a fase
de paricdo de cordeiros. Em casos em que a convivéncia proOxima entre as espécies €
inevitavel (como zooldgicos), sugere-se testar 0os animais para a presenca da infeccao. Até
hoje ndo foi desenvolvida uma vacina que seja eficiente no controle desta doenca (OIE,
2013).

3.11 DIAGNOSTICO MOLECULAR

A FCM representa um grande desafio para o diagnéstico tanto clinico como patolégico,
uma vez que estes sdo confundiveis com outras doencas neuroldgicas e de pele e mucosas
e os sinais clinicos classicos da FCM, como febre e linfadenopatia generalizada, nem
sempre sdo evidentes, especialmente em casos agudos de espécies suscetiveis. Dentre os
testes laboratoriais para diagndstico de FCM, a deteccao de DNA genémico por PCR é um
dos melhores (DONALD et al., 2007). A principal vantagem da PCR em relacdo a outros
métodos é a reducao do tempo para obtencao de resultados. Além disso, a PCR apresenta
maior sensibilidade e especificidade, representando um método laboratorial rapido e preciso.
No entanto, embora altamente sensivel, o uso de PCR qualitativa como método de rotina
para confirmacgdo clinica de FCM nos laboratérios de diagnostico pode ser problemético,

devido a ser susceptivel a significativa contaminacdo do amplicon e ser mais demorado se
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comparado com a PCR quantitativa.

Sendo assim, a PCR quantitativa pode tornar-se o teste de escolha. Com o seu
surgimento, os métodos de diagnostico foram aperfeicoados, ocorreu aumento da
especificidade das reacfes e ainda, a leitura é feita através da captacdo de fluorescéncia,
destacando como vantagem a obtencdo de resultados automatizados, além de permitir a
quantificacdo dos fragmentos de interesse e o acompanhamento das reacdes em tempo
real. Esse método eliminou etapas, pois a amplificacdo e a detec¢cdo do DNA séo realizadas
simultaneamente em um sistema fechado, dispensando procedimentos adicionais, como a
corrida eletroforética dos produtos em gel de agarose e fotodocumentacdo. Outras
vantagens em relacdo a PCR qualitativa € a diminuicdo do risco de contaminacdo das
amostras e resultados falso-positivos, além de evitar o uso de solu¢cdes mutagénicas, como
o brometo de etideo (OIE, 2013).

3.12 PCR QUALITATIVA

A reacdo da polimerase em cadeia (em inglés polymerase chain reaction PCR) foi
desenvolvida por Kary Mullis na década de 80, causando uma revolucao na biologia, tanto
em pesquisa como nas areas aplicadas, como diagnéstico e melhoramento genético.

Segundo Sambrook e Russel (2001) na PCR ocorre a sintese enzimética in vitro de
milhdes de copias de um segmento especifico de DNA, na presenca da enzima DNA
polimerase. Baseia-se no anelamento e extensdo enzimatica de um par de
oligonucleotideos iniciadores, ou primer, que sao pequenas sequéncias de DNA sintetizadas
artificialmente de maneira que sejam complementares as sequéncias especificas que
flanqueiam a regido alvo do DNA.

A PCR é composta por:

¢ O DNA extraido que possivelmente contém o segmento a ser amplificado;

¢ Os nucleotideos para a sintese das novas fitas (ANTPs: dATPs, dTTPs, dCTPs,
dGTPs);

e A enzima DNA polimerase (Tag-DNA-polimerase), responsavel pela sintese das
novas fitas de DNA;

e Cloreto de Magnésio, que é um co-fator da reacao;

e Dois primers especifico para a regido alvo do DNA;

¢ Nuclease- free water para completar o volume da reacao.

Todos esses componentes formam o mix que, submetido & combinagdo adequada

de temperatura e de tempo (ciclo da PCR), faz com que ocorra a amplificacéo.
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Cada ciclo da PCR é formado por trés etapas:

1. Desnaturacdo: Nesta fase h&d o rompimento das pontes de hidrogénio por meio da
elevacdo da temperatura e o DNA perde a estrutura de dupla hélice permitindo que os
primers se liguem a regido complementar;

2. Anelamento: Nesta etapa ocorre a ligagdo dos primers nas respectivas regides alvo
complementares do DNA, sendo que a temperatura de anelamento é especifica para
cada primer e esta relacionada a caracteristica do mesmo;

3. Extencdo: Nesta etapa a temperatura € elevada a cerca de 72°C, para a acdo da Tag-
DNA-polimerase, que se posiciona junto aos primers e, com o0 auxilio do magnésio,
comeca a sintese da nova fita, que se inicia a partir dos primers. Deste modo séo
formadas novas fitas de DNA de dupla hélice, correspondente a regido-alvo de
amplificacdo delimitada pelos primers.

Apds o término de um ciclo, todo o processo é repetido varias vezes, até que se
obtenha grande quantidade do DNA amplificado. A cada ciclo da reagdo o DNA é duplicado,
assim, com a evolucdo da reagdo ocorre aumento exponencial do nimero das sequéncias,
em progressao geomeétrica.

Para que seja visualizada a amplificacdo do segmento alvo do DNA pela PCR
qualitativa, é realizada, posteriormente, a eletroforese.

Segundo Yung-Sharp e Kumar (1989), o principio da eletroforese é baseado no fato
de que a molécula de DNA possui carga negativa em valores de pH neutro ou alcalino e,
guando aplicado ou imerso em uma matriz de gel submetida a um campo elétrico, migra em
direcdo ao polo positivo, que é o catodo, sendo que a velocidade da migracdo depende do
tamanho da molécula e, em um dado momento da eletroforese, moléculas de tamanhos
distintos se encontram em diferentes pontos da matriz. Dependendo do tamanho dos
fragmentos, é utilizada um tipo de matriz, devido a diferenca dos poros destas.

O gel de agarose é utilizado para a separacdo de fragmentos que variam de 0,2 kb a
50 kb (1kb= 1000 pares de base). E feito através da mistura de um tamp&o (TBE, por
exemplo) e agarose (quadro 1), um polissacarideo extraido de uma alga marinha vermelha e
formado por residuos de D e L galactose unidos por ligagfes glicosidicas a (1->3) e b(1>4),
€ um material gelatinoso e semelhante a gelatina incolor, ajustando-se a concentragédo
apropriada para separar os fragmentos de DNA presentes na amostra, em um dado volume
de tampéao de eletroforese. Os dois tipos de tamp&o mais utilizados sdo TAE (Tris-acetato-
EDTA) e TBE (Tris-borato-EDTA) (REINIGER et al., 2004).
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Quadro 1 Concentragdo de agarose indicada para separacao dos fragmentos de DNA.

Concentragéo de agarose (% Faixa de tamanho dos fragmentos de
[wiv]) DNA eficientemente separados (kb)
1,0 0,5- 10,0
1,2 0,4-6,0
15 0,2-3,0
2,0 0,1-2,0

Na cuba, o gel encontra-se entre fios de platina que atuam como catodo e anodo,
provocando a passagem de corrente elétrica, gerada por uma fonte de eletricidade.

Para se determinar a voltagem que sera utilizada, deve-se calcular a distancia entre
os eletrodos e ndo o comprimento do gel. Geralmente usa-se uma voltagem de 1 a 5 V/cm.
Para cubas rotineiramente utilizadas pela maioria dos laboratérios de pesquisa, a voltagem
varia entre 50 e 110 V (REINIGER et al., 2004).

Antes da aplicagdo, as amostras de DNA sdo misturadas a um tampao de amostra
gue contém corantes e reagentes de alta densidade (sacarose, glicerol ou ficol). Estes
ultimos asseguram que a amostra de DNA entre no poco, pela forca da gravidade. Os
corantes, azul de bromofenol e o xileno cianol facilitam a aplicagdo da amostra no gel
(acrescentam cor na amostra) e auxiliam no monitoramento da corrida, uma vez que
apresentam velocidade conhecida durante a migracao na matriz em direcéo ao pélo positivo.

Para permitir uma estimativa visual do tamanho dos fragmentos de DNA de uma
dada amostra, é necessario aplicar em um dos pocos o marcador de massa molecular, o
ladder, que € uma mistura de diversos fragmentos de DNA de tamanhos e concentracfes
conhecidos, gerados a partir da digestdo de plasmideos (tipo de DNA circular presente em
bactérias) com enzimas de restricdo. Ele permite inferir, por comparagdo, o tamanho dos
fragmentos presentes na amostra analisada (REINIGER et al., 2004).

Para a visualiza¢do da molécula de DNA no gel, usualmente € utilizado o brometo de
etideo (EtBr) de férmula quimica C,;H,OBrNs. Esse corante se intercala entre as bases dos
acidos nucleicos e, na presenca de luz Ultra Violeta (entre 260 e 360nm), fluoresce em
vermelho alaranjado (590nm).

Com este método pode-se detectar uma quantidade igual ou maior que 10ng de DNA
e, a intensidade de fluorescéncia emitida € proporcional & concentragdo de DNA presente na
amostra. No entanto, ndo é recomendada a utilizacdo do brometo de etideo no gel porque,
além de interferir no padrdo de migracdo das diversas conformagcfes que a molécula de
DNA pode assumir, hd a contaminagéo da vidraria, da cuba e demais utensilios usados na
preparacdo do gel e por se tratar de uma substancia mutagénica (YUNG-SHARP; KUMAR,
1989).
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Corantes fluorescentes atoxicos sdo boas alternativas (YUNG-SHARP; KUMAR,
1989) para visualizar o DNA. Alguns exemplos disponiveis no mercado sdo o Azul de
Metileno (FLORES et al., 1992), que ndo apresenta potencial mutagénico e ndo requer luz
U.V, embora apresente a desvantagem de ser pouco sensivel, o SybrSafe®, um corante
fluorescente que cora o DNA no gel de agarose e no gel de poliacrilamida, exibindo a
mesma sensibilidade que o brometo de etideo e visualizado no transiluminador de luz azul;
e 0 GelRed e o GelGreen que, sdo termoestaveis e podem ser adicionados antes da
homogenizacao do gel.

Com a corrida eletroforética, os grupos de moléculas de DNA do mesmo tamanho
gque migram na matriz de agarose, assumem a forma do poco e constituem as bandas de
DNA. Apos a visualizagdo dos resultados sob luz ultravioleta, estes sdo fotodocumentados
utiizando um software capaz de transformar em imagem a intensidade relativa de
fluorescéncia emitida pelas bandas de DNA, que séo captadas por uma camera fotografica

digital que registra a foto do gel.

3.13 PCR QUANTITATIVA (gPCR)

A reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (qPCR) é capaz de monitorar o
progresso da PCR ao longo dos ciclos, sendo que os dados sdo coletados no decorrer da
reacdo, ao invés de serem apenas no final. Assim, a diferenca basica entre a reacao de
PCR qualitativa e a quantitativa € que esta Ultima ocorre em um sistema fechado e é
monitorada através de um programa computacional, que avalia a evolu¢do da técnica por
meio da deteccdo de fluorescéncia dos produtos amplificados a cada ciclo de amplificacédo
(MACKAY et al., 2002).

A deteccgédo da fluorescéncia permite medir, durante a amplificacdo, a quantidade de
DNA sintetizado, ja que a fluorescéncia emitida é proporcional a quantidade de DNA
formado, o que permite conhecer e registrar, durante as sucessivas fases da reacéo, a
cinética de amplificagdo (COSTA, 2004).

A gPCR tem sido muito utilizada nos ultimos anos, por ser um teste rapido e de alta
sensibilidade e especificidade, pois possibilita a deteccdo de sequéncias gendmicas mesmo
em amostras nos quais 0S microorganismos encontram-se em titulos muito baixos,
inativados ou até mesmo em amostras altamente diluidas (BHUDEVI, WEINSTOCK, 2001).

Outras vantagens dessa técnica estdo relacionadas com o fato de nao existir
manipulacao pos-amplificagéo, ficando o processo com um “sistema fechado”, o que diminui

os resultados falso-positivos e ou contaminacdes cruzadas entre amostras, além de ser
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possivel fazer maior nimero de amostras em menos tempo, 0 que possibilita tomadas de
decisBes mais ageis nos casos de doencas de barreiras, como febre aftosa (HIGUCHI et al.,
1993). Outra vantagem em relagdo a PCR qualitativa € a eliminagdo do uso direto, pelo
operador, de solu¢cdes mutagénicas como o brometo de etidio (MACKAY et al., 2002).

Destacamos dois sistemas para a deteccdo de sequéncias na PCR quantitativa:
Sistema TagMan® e Sistema do corante SYBR® Green.

3.13.1 Sistema TagMan®

O sistema TagMan® utiliza uma sonda de hidrélise fluorescente, para permitir a
detecgdo de um produto especifico da PCR, conforme este se acumula durante os ciclos da
PCR. Neste, uma sonda € construida contendo um corante repérter fluorescente na
extremidade 5 e um corante quencher (silenciador) na extremidade 3'. Enquanto a sonda
esta intacta, a proximidade do quencher inibe a fluorescéncia emitida pelo reporter através
da transferéncia de energia por ressonancia de fluorescéncia (FRET) através do espaco
(MACKAY et al., 2002).

Se a sequéncia alvo estiver presente, a sonda se anela logo ap6s um dos primers e
é clivada através da atividade da nuclease 5’ da Taq DNA polimerase, enquanto o primer é
estendido. Esta clivagem da sonda separa o corante reporter do corante quencher
aumentado, desta forma, o sinal do corante reporter. Além disso, remove a sonda da fita
alvo, permitindo que a extensdo do primer continue até o final da fita molde. Assim, ha um
aumento na intensidade de fluorescéncia, que é proporcional a quantidade de amplicons
produzido (MACKAY et al., 2002).

As vantagens do sistema TagMan® sdo as seguintes:

e E necessario a hibridizacio especifica entre a sonda e o alvo para gerar sinal
fluorescente;
¢ As sondas podem ser marcadas com corante reporter distintos e distinguiveis,
0 que permite a amplificacdo de duas sequéncias distintas em um mesmo
tubo de reacéo.
e A eletroforese é eliminada, o que reduz méo-de-obra, custo e contaminagao.
A principal desvantagem do sistema TagMan® é que é necesséario a sintese de

diferentes sondas para sequéncias distintas.
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3.13.2 Sistema SYBR® Green

O sistema SYBR® Green utiliza o corante SYBR Green para detectar produtos de
PCR, através da sua ligacéo a todo DNA de dupla-fita formado durante a rea¢cdo. Como o
corante SYBR Green é intercalante de DNA, ele se liga a cada nova copia de DNA dupla-fita
e, conforme vai progredindo a reagéo, mais amplicons sédo gerados resultando num aumento
na intensidade da fluorescéncia proporcional a quantidade de produto gerado pela PCR.

As principais vantagens do sistema SYBR® Green s&o:

¢ Pode ser utilizado para monitorar a amplificacdo de qualquer sequéncia de
DNA dupla-fita.

e NA&ao é necesséario a construgdo de sonda, o que reduz o custo e a
configuracéo do ensaio.

A principal desvantagem do sistema SYBR® Green é poder gerar sinais falso-
positivo, porque ele se liga a qualquer sequéncia dupla-fita de DNA, seja ela 0 alvo ou néo.
A desvantagem ¢é a reducdo da especificidade ocasionada pelo aumento na emissao de
fluorescéncia gerada por produtos de amplificacdo inespecificos da PCR e dimeros de
primers (MACKAY et al., 2002).

Para analisar a presenca de dimeros de primers ou outros produtos de amplificacao
inespecificos da PCR, utiliza-se no final da reacdo uma curva de dissociacdo, para
verificacdo da especificidade e acuracia da quantificagdo (NAGY, 2006).

A curva de dissociacdo é baseada na aplicacdo de um gradiente de temperatura
crescente depois da PCR, para monitorar a cinética de dissociacdo dos fragmentos
amplificados, desta forma é possivel comparar se a temperatura de melting (Tm) do DNA

amplificado é compativel com a do DNA avaliado (COSTA, 2004).

3.14 GENOMA OvHV-2 E SEQUENCIAMENTO

O genoma dos herpesvirus consiste, basicamente, de uma Unica longa sequéncia
ladeada ou separada por sequéncias de comprimento variavel, que se repetem.

O DNA do OvHV-2 foi, primeiramente, detectado em espécies susceptiveis em 1991 e
em ovelhas em 1993 (BAXTER et al., 1993).

Em 2007, Hart e colaboradores sequenciaram o genoma completo do OvHV-2 a partir de
células T de uma vaca naturalmente infectada (BJ1035), revelou que o seu genoma é

semelhante ao AIHV-1 e é co-linear com as outras rhadinoviroses conhecidas.
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A analise desta sequéncia mostrou que o genoma do OvHV-2 tem um Gnico segmento
de cerca de 130kpb contendo 73 open reading frames (ORFs) ladeado por varias cépias de
repetigdo terminal, em comparagdo com 71 ORFs no AlHV-1 (figura 3 e quadro 2).

Dos 10 genes originais descritos em AIHV-1 (A1-A10), oito sdo claramente homélogos
ao OvHV-2, sendo que entre o A1 e A4 ndo ha equivaléncias. OvHV-2 codifica genes unicos
adicionais designados Ov2.5, Ov3.5, Ov4.5 e Ov8.5 (RUSSEL et al., 2009).

O Ov2.5 situa-se entra Ov2 e Ov3 (homdlogos do A2 e A3) e codifica um homologo
splice IL-10 (interleucina 10, inibidor de macrofagos ativados). Estes genes reproduzem
exatamente o local do Splice IL-10, mas os tamanhos dos introns séo reduzidos. A
expressao da proteina recombinante IL-10 tem tipicas funcdes celulares. Ov3.5 ocupa uma
posicdo andloga a A4, mas ndo possui similaridade na sequéncia. Ambos 0s genes
codificam pequenas proteinas que desempenham fung¢des semelhantes. Ov4.5 situa-se
entre os ORFs 3 -6 do OvHV-2 e AIHV-1 e possuem genes homélogos (A4.5). O Ov4.5 e
A4.5 tem similaridade com o virus Epstein-Barr e podem estar envolvidos na regulacdo da
morte celular. Ov8.5 situa-se entre os ORFs 69 e 73 OvHV-2 e codifica uma proteina rica
em prolina, de funcdo desconhecida (RUSSEL et al., 2009).

A proteina ORF73 é conhecida por ser antigénica. E possivel que sua variacao reflita a
evolucédo rapida (em relagdo a outros genes) na pressdo imunolégica do hospedeiro e pode,
pela sua variacao entre isolados de diversos lugares, ser uma ferramente util para estudos
epidemiol6gicos do OvHV-2.e, provavelmente, estd associada a infeccao latente (RUSSEL
et al., 2009).

No entanto, Taus et al. (2005), identificaram 74 ORFs no genoma do OvHV-2, a partir de
secrecdo nasal de uma ovelha, isto porque, a presenca de dois nucleotideos adicionais na
sequéncia derivada da secrecao, resultou num desvio de enquadramento, de tal modo que
dois ORFs (40 e 41) estavam presentes nesta regido do genoma, representando o ORF
adicional no derivado de secregéo, os quais, provavelmente, codificam o complexo helicase-
primase, o que pode estar relacionado com a propagacdo e desenvolvimento do virus in
vitro.

Embora a fungdo dos ORFs 58, 59 e 73, ainda néo esteja totalmente esclarecida, eles
representam antigénicos importantes na infeccdo do OvHV-2 e pode desempenhar um papel
na patogénese da doenca in vivo. Prevé-se que vacinagdo contra estes antigénicos ou
interferéncia com o seu modo de ac¢do pode interromper a infec¢do latente do OvHV-2 e
pode prevenir 0 aparecimento dos sintomas da doencga. Além disso, tem sido mostrado que
uma proteina recombinante de ORF 59 é reconhecido especificamente por soros de bovinos
infectados por OvHV-2 e podera ser utilizado no desenvolvimento de um teste de soro-
diagnostico (COULTER; REID, 2002).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Macr%C3%B3fago
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O ORF 75, regido gendmica alvo dos primers utilizados neste trabalho e também regido
sequenciada das amostras positivas, codifica FGARAT (phosphoribosylformylglycinamidine
synthase), enzima que participa no metabolismo das purinas e proteina do tegumento viral.
Desta forma, é uma regido altamente conservada, especifica do OvHV-2 e que nédo cruza
com outras sequéncias genomicas (HART et al., 2007).

A replicacdo litica para a reativagdo do virus € iniciada pelo ORF50, ORF57 e
(supostamente) ov6, ocorre nas células epiteliais dos cornetos para serem liberadas ao
ambiente (CUNHA et al., 2008).
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Figura 3 Esquema da organizacdo do genoma do OvHV-2 BJ1035. ORFs estdo representados por setas largas
no sentido da transcri¢cdo/tradugdo. DNA ndo codificante como uma linha sélida. Os ORFs estdo em escala
relativas abaixo em kpb. Sitios de Splice é demonstrado como linhas acima conectando os éxons. Potenciais
sinais de poliadenilacdo (AATAAA e ATTAAA) estéa representado por setas apontadas para baixo (forward) ou
para cima (reverse) .(HART et al., 2007).
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Quadro 2 Open reading frames (ORFs) codificados pelo OvHV-2 (BJ1035) e suas respectivas fun¢gdes (HART et

al., 2007).
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Quadro 2 Continuagéo
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Quadro 2 Continuagéo
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A andlise do genoma de AIHV-1 e OvHV-2 mostram um certo grau de identidade
(62%) que se extende pela maior parte dos ORFs (figura 4), no entanto eles diferem na
regido ORF75, com identidade de apenas 58% (HART et al., 2007).
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Figura 4: Comparacao da organizagdo do genoma do OvHV-2 (acima) e AIHV-2 (abaixo). ORFs sao
representados por setas largas da seguinte forma: sombreado de cinza estdo os ORFs comuns a herpesvirus,
sem sobreamento ORFs encontrados apenas em OvHV-2 e AIHV-2, sombreamento preto ORFs exclusivos para
OVHV-2 ou AIHV-2 (HART et al, 2007).
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O sequenciamento de DNA é uma série de processos bioquimicos que tem por objetivo
determinar a sequéncia de nucleotideos na molécula de DNA. Existem varios métodos
disponiveis, sendo que cada um apresenta vantagens e desvantagens (WALKER; RAPLEY,
2009).

Um dos mais utilizados é o “método didesoxi”’, conhecido também como “terminadores
de cadeia” ou “método de Sanger’. Tem como base identificar, continuamente e
sequencialmente durante o processo, o Ultimo nucleotideo incorporado na extremidade de
alongamento da cadeia. Para isso, ha a incorporacéo de desoxinucleotideos (ANTPs) e de
didesoxinucleotideos (ddNTPs) a uma cadeia de DNA em amplificagcdo, tendo como molde o
DNA alvo. Quando os ddNTPs sdo adicionados, como estes ndo apresentam um grupo
hidroxila (OH) 3’ necessario para a ligacdo do proximo dNTP, a extensdo da cadeia é
interrompida. Esses ddNTPs sdo marcados especificamente podendo ser identificado o
nucleotideo (GLICK et al., 2009).

Existem duas modalidades de sequenciamento: 0 manual e o automatico, sendo que o
automatico é o mais utilizado hoje em dia.

O sequenciamento automatico, utilizado neste estudo, é o de eletroforese em capilar
(ABI3500XL Applied Biosystem), onde os ddNTPs possuem marcagéao com fluorescéncia.

A reacdo de sequenciamento ocorre em termociclador e é caracterizada por vérias
etapas ou ciclos em diferentes temperaturas, repetidos por varias vezes por um determinado
periodo de tempo.

ApOGs a reacdo de sequenciamento, os produtos sdo purificados, para a remocgao dos
nucleotideos ndo incorporados e demais reagentes, para nao interferir na leitura quando
submetidos e encaminha-se ao sequenciador automético, que tem por objetivo a
eletroforese. Neste, os fragmentos marcados com fluorescéncia migram ordenadamente no
interior dos capilares e, a medida que sdo excitados por um feixe de laser, emitem luz em
diferentes comprimentos de onda, que sao detectados por um fotomultiplicador. Em seguida,
essa informacé&o é transmitida ao computador e processada para que ao final da corrida, os
dados possam ser recuperados em formato de eletroferograma ou de texto (fasta),

seguindo-se da analise de bioinformatica da sequéncia obtida (GLICK et al., 2009)
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4. MATERIAIS E METODOS

Foi realizada a analise retrospectiva de 290 amostras de sistema nervoso central de
bovinos, sendo que as mesmas amostras encontravam-se in natura e emblocadas em
parafina, com diagndstico clinico de transtorno neuroldgico e/ou com sintomas vesiculares.
Esse histérico clinico neurologico foi avaliado seguindo critérios clinicos definidos no
Formulario Unico de Requisicdo de Exames para Sindrome Neurolégica (FORM SN-Anexo
4), utilizado no envio de amostras para testes laboratoriais e levantamento de informagoes,
para apoiar a investigagdo e avaliacdo clinica e epidemioldgica de suspeitas ou focos de
sindromes neuroldgicas. As amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Viroses de
Bovideos, Laboratério de Anatomia Patolégica e Laboratério de Raiva e Encefalites do
Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Sanidade Animal do Instituto Biolégico de S&o
Paulo, por veterinarios oficiais e autbhomos que atuam no campo, para o diagndéstico
diferencial de sindrome neuroldgica/vesicular, provenientes de diferentes regides brasileiras.
Somente amostras de sistema nervoso central negativas para o virus rabico foram utilizadas
neste estudo. Do total das amostras analisadas, 285 sdo do periodo de janeiro de 2012 a
marco de 2014 e, para padronizacdo e validagdo dos métodos moleculares, cinco casos

confirmados de FCM pelo exame histopatol6gico, sendo um caso de 2007 e quatro de 2009.

4.2 Anadlise histoldgica

Para a visualizacdo das lesbes histoldgicas microscépicas do virus nos tecidos

afetados, foram feitas laminas histolégicas coradas por hematoxilina e eosina (HE).

4.2.1 Desidratagao, diafanizagcdo e emblocagem em parafina dos tecidos

Apls a fixacdo dos tecidos em formalina 10% tamponada, os materiais foram
cortados em fragmentos menores e depositados em cassetes histoldgicos. Os materiais
cortados permaneceram overnight em formol 10% tamponado. Os 6rgédos foram submetidos

a um protocolo de solugbes de alcool etilico em concentragbes crescentes para
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desidratacéo, diafanizacédo pelo xilol e embebicdo em parafina (PROPHET et al., 1995). Por
fim, foram emblocados em parafina e devidamente identificados.

4.2.2 Preparo das laminas histol6gicas para coloragcédo por H.E.

O tecido emblocado em parafina foi cortado em micrétomo (5um de espessura),
estendido em banho-maria (60°C) e colocado em lamina de vidro tratada previamente com
albumina, para facilitar a adesdo do corte histolégico na Iamina. Em seguida, a lamina foi
colocada em estufa 60°C overnight para desparafinizacdo parcial, e posteriormente
submetida, em temperatura ambiente, a um protocolo de desparafinizacdo completa (xilol),
hidratagdo em alcoois e &agua, coloracdo pela hematoxilina e eosina, desidratacdo em
alcoois e diafanizagdo em xilol (PROPHET et al., 1995).

Para a montagem da lamina e laminula foi empregada a resina sintética Entellan

(MERCK). As laminas foram analisadas em microscopio éptico comum.

4.3 Analise Molecular

Para a analise molecular do virus causador da FCM foram realizadas as técnica PCR

qualitativa, gPCR e sequenciamento das amostras.

43.1 Extrag&o do Acido Nucleico de material in natura

Para a extragdo do DNA do material in natura, foi comparado o desempenho de trés
protocolos de extragdo, para avaliacdo do mais eficiente para OvVHV-2, tanto
gualitativamente quanto quantativamente. Os ensaios foram realizados em triplicata e em
trés dias diferentes para garantir a repetibilidade e reprodutibilidade da prova. O material
utilizado foi um sistema nervoso central sabidamente positivo para o OvHV-2 pelo
histopatologico, sendo que o animal infectou-se naturalmente, e um sabidamente negativo.
Todos os extraidos foram submetidos a PCR qualitativa, sob as mesmas condic6es de
amplificacdo. Os protocolos de extracdo testados foram: DNAzol® (Invitrogen), Trizol®

(Invitrogen) e Wizard®Genomic DNA Purification kit (Promega).
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4.3.1.1 DNAzol®

Pelo protocolo do DNAzol® (Invitrogen) adicionou-se 100uL da amostra em 1mL de
DNAzol; homogenizou-se por inversdo e centrifugou-se a 10.000 x g por 10 minutos;
transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo com o auxilio da micropipeta; adicionou-se
ao sobrenadante 500uL de etanol puro gelado;homogeneizou-se por inversao até formar
grumos brancos (1-3 minutos em temperatura ambiente); centrifugou-se a 4.000 x g por 2
minutos a 4°C para formar o pellet de DNA; descartou-se o sobrenadante por inversao;
adicionou-se ao pellet 850uL de etanol 75% gelado e inverteu-se o tubo para lavagem do
pellet; centrifugou-se a 4.000 x g por 2 minutos; retirou-se todo o etanol com o auxilio da
micropipeta; secou-se 0 pellet e ressuspendeu-se em 100uL de NaOH 8mM, passando o
pelo tip; neutralizou-se o pH com tampéo Hepes 1M com auxilio da fita da pH; o extraido foi

estocado a -20°C até o uso.

4.3.1.2 Trizol®

Pelo protocolo do Trizol® (Invitrogen) misturou-se 50-150mg do tecido a 750uL de
tampao de lise (Trizol® Reagent Invitrogen) no cadinho com auxilio do pistilo e transferiu-se
ao microtubo; incubou-se por 5 minutos em temperatura ambiente; adicionou-se 200uL de
cloroférmio e homogeneizou-se em vortex por 30 segundos; incubou-se por 15 minutos em
temperatura ambiente; centrifugou-se a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C; descartou-se a
fase aquosa com auxilio de uma micropipeta tomando cuidado para ndo pegar a fase
intermediaria; acrescentou-se 300uL de etanol 100% para precipitacdo do DNA que foi
homogeneizado por inversdo; incubou-se a temperatura ambiente por 3 minutos;
centrifugou-se novamente a 12.000 x g por 5 minutos a 4°C para precipitagdo do DNA,;
desprezou-se o0 sobrenadante e acrescentou-se 1mL da solucdo de 0,1M Citrato de Sédio
em 10% de etanol (pH 8,5) ao pellet e homogeneizou por inversdo; incubou-se a
temperatura ambiente por 30 minutos; centrifugou-se a 2.000 x g por 5 minutos; descartou-
se 0 sobrenadante cuidadosamente com ajuda de uma micropipeta; procedeu-se uma nova
lavagem com 0,1M de Citrato de Sédio em 10% de etanol; adicionou-se 2mL de etanol 75%
e homogeneizou-se por inversdo; incubou se a temperatura ambiente por 20 minutos;
centrifugou-se 2.000 x g por 5 minutos 4°C; descartou-se o sobrenadante e inverteu-se o
tubo sobre papel absorvente para secar o pellet; ressuspendeu-se 0 DNA em 150uL de

0,8mM NaOH; centrifugou-se a 4°C, 12.000 x g por 10 minutos para remover qualquer
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substancia insoltvel; o sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5mL; ajustou-se
o pH para 7-8 com tampao HEPES, utilizando fita de pH; o extraido foi estocado a -20°C até

O uso.

4.3.1.3 Wizard®Genomic DNA Purification

Pelo Wizard®Genomic DNA Purification kit (Promega) adicionou-se 600uL de Nuclei
Lysis Solution gelado a 10-20mg da amostra macerada e homogeneizou-se por 10
segundos no vértex; incubou-se o lisado a 65°C por 30 minutos em Termomix (Eppendorf ®);
esperou-se 0 lisado atingir temperatura ambiente e adicionou-se 200uL de Protein
Precipitation Solution e homogeneizou-se no vortex por 20 segundos; incubou-se em gelo
por 5 minutos; centrifugou-se por 4 minutos a 13.000 x g; removeu-se o0 sobrenadante e
transferiu-se para um novo microtubo contendo 600uUL de isopropanol a temperatura
ambiente; homogeneizou-se gentilmente por inversao; centrifugou-se por 1 minuto a 13.000
X g a temperatura ambiente; descartou-se o sobrenadante; adicionou-se 600uL de etanol
75% a temperatura ambiente; homogeneizou-se gentilmente por inversao; centrifugou-se
por 1 minuto a 13.000 x g a temperatura ambiente ; desprezou-se o sobrenadante e secou o
pellet; adicionou-se 100puL de DNA Rehydration Solution e incubou-se por 1 hora a 65°C em
Termomix (Eppendorf ®); o extraido foi estocado & -20°C até o uso.

4.3.2 Extrac&o Acido nucleico de material parafinado

Para a extragcdo do DNA do material parafinado foram comparados o desempenho de
sete protocolos de extragdo para avaliacdo do mais eficiente para o virus da FCM (OvHV-2)
tanto qualitativamente quanto quantativamente. Os ensaios foram realizados em triplicata e
em trés dias diferentes para garantir a repetibilidade e reprodutibilidade da prova. O material
utilizado foi um sistema nervoso central sabidamente positivo para o virus da FCM (com
lesbes histolégicas caracteristicas), sendo que o animal infectou-se naturalmente, e um
sabidamente negativo. Todos os extraidos foram submetidos a PCR qualitativa sob as
mesmas condi¢bes de amplificacdo. Os protocolos de extracio testados foram: NucleoSpin®
FFPE DNA (Macharey- Nagel), Invisorb® Spin Tissue Mini Kit (STRATEC Molecular),
inNnUPREP® DNA Mini Kit (Analytik Jena), QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN), Hight
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Pure FFPE DNA Isolation Kit (Roche Molecular Systems, Foster City, CA), e dois protocolos
recomendados pela literatura (CHAN et al., 2001; NASCIMENTO et al., 2003).

4.3.2.1 NucleoSpin® FFPE DNA

Pelo NucleoSpin® FFPE DNA (Macherey- Nagel) adicionou-se cerca de 15mg do
material parafinado a 400uL de Paraffin Dissolver; incubou-se por 3 mininutos a 60°C;
homogeneizou-se no vortex imediatamente (a 60°C) para dissolver a parafina; resfriou-se a
amostra até a temperatura ambiente e adicionar 100uL Buffer BL; homogeneizou-se no
vortex e centrifugou-se a 11.000 x g por 1 minuto; descartou-se a fase organica superior;
adicionou-se 10pL de solugéo de Proteinase K; incubou-se em temperatura ambiente por 3h
para a lise do tecido da amostra (como houve residual tecido néo lisado visivel depois da 3h
adicionou mais 10uL de solug&o proteinase K e continuou digestéo overnight ); adicionou-se
100pL de Decrosslink Buffer D-Link; incubou-se a 90°C por exatamente 30 minutos; resfriou-
se a temperatura ambiente; adicionou-se 200uL de etanol (96-100%); pipetou-se toda a fase
aquosa (aproximadamente 450uL) no NucleoSpin®FFPE DNA Column; centrifugou-se a
2.000 x g por 30s; descartou-se o tubo coletor e colocou a coluna em um novo tubo coletor
de 2mL; adicionau 400uL de Buffer B5 na coluna; centrifugou-se a 11.000 x g por 30s;
retirou-se a coluna e passou a para hovo tubo de 2mL; adicionou-se 400uL de Buffer B5 na
coluna; centrifugou-se a 11.000 x g por 2min para secar a membrana, retirou-se a coluna e
colocou a em um tubo de 1,5mL; pipetou-se 20uL de Buffer BE diretamente no centro da
membrana de silica da coluna e centrifugou-se a 11.000 x g por 30s; o extraido foi estocado
a -20°C até a hora do uso.

4.3.2.2 Invisorb® Spin Tissue Mini Kit

Pelo Invisorb® Spin Tissue Mini Kit Kit (STRATEC Molecular), adicionou-se cerca de
15mg do material parafinado & 1mL de xilol e homogeneizou-se no vértex até a dissolugcdo
da parafina; centrifugou-se por 2 minutos a 14.000 x g até a formacgéo do pellet, descartou-
se 0 sobrenadante e repetiu-se a lavagem com xilol mais uma vez; ao pellet adicionou-se
500puL de etanol 100% e homogeneizou-se no vortex; centrifugou-se por 2 minutos a 14.000
X g até a formacdo do pellet; descartou-se o sobrenadante e incubou-se a 52°C em

Termomix (Eppendorf ©) para a evaporacéo do etanol residual; adicionou-se 400uL de Lysis
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Buffer G e 40uL de Proteinase K e homogeneizou-se no vortex; incubou-se a 52°C em
Termomix (Eppendorf ®) overnight, centrifugou-se por 2 minutos & 14.000 x g e transferiu-se
0 sobrenadante a um novo tubo; adicionou-se 200uL de Binding Buffer T e homogeneizou-
se no vortex por 10 segundos; transferiu-se a suspenséo para o Spin Filter em um Receiver
Tube; centrifugou-se a 13.000 x g por 2 minutos; descartou-se o filtrado e colocou-se o0 Spin
Filter em um Receiver Tube; adicionou-se 550uL de Wash Buffer e centrifugou-se por
13.000 x g por 1 minuto; descartou-se o filtrado e repetiu-se a lavagem com Wash Buffer
uma vez; descartou-se o filtrado; centrifugou-se por 2 minutos a 13.000 x g para remocao do
etanol residual; colocou-se o Spin Filter em um microtubo de 1,5mL e adicionou-se 50uL de
Elution Buffer D; incubou-se por 3 minutos a temperatura ambiente, centrifugou-se por 2

minutos a 8.500 x g; o extraido foi estocado a -20°C até a hora do uso.

4.3.2.3 innuPREP® DNA Mini Kit

Pelo protocolo innuPREP® DNA Mini Kit (Analytik Jena), acrescentou-se 1mL de xilol
a aproximadamente 15mg de tecido parafinado e homogeneizou-se no vortex até a
dissolucdo da parafina; centrifugou-se a 14.000 x g por 5 minutos em temperatura ambiente
e descartou-se o sobrenadante; acrescentou-se 1 mL de etanol 100% e agitou-se no vortex;
centrifugou-se a 14.000 x g por 3 minutos e descartou-se o sobrenadante; repetiu-se a
lavagem com etanol uma vez; incubou-se o pellet a 37°C com a tampa aberta pé 15 minutos
para evaporar o etanol residual; adicionou-se 400uL de Lysis Solution TLS e 25uL de
proteinase K; agitou-se em vértex e incubou-se a 50°C por 2 horas; incubou-se o lisado por
60 minutos a 90°C; Adicionou-se 400uL Binding Solution TBS ao lisado e agitou-se no
vortex por 15 segundos; aplicou-se o lisado no Spin Filter em um tubo Receiver Tube de
2mL; centrifugou-se a 10.000 x g por 2 minutos; descartou-se o filtrado; adicionou-se 500uL
de Washing Solution MS e centrifugou-se por 10.000 x g por um minuto; descartou-se o
filtrado; adicionou-se 750uL Washing Solution MS; centrifugou-se a 10.000 x g por 1 minuto;
descartou-se o sobrenadante; centrifugou-se a 14.000 x g por 2 minutos para remover 0S
tracos de etanol; adicionou-se 50uL de Elution Buffer; incubou-se por um minuto em
temperatura ambiente; centrifugou-se a 6.000 x g por 1 minuto; repassou-se o filtrado pelo

filtro para melhor eluicdo do DNA,; o extraido foi estocado a -20°C até a hora do uso.
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4.3.2.4 QlAamp DNA FFPE Tissue Kit

Pelo protocolo QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN) adiciounou-se 1mL de xilol
a 8 seccdes de 5-10um do material parafinado. Agitou-se no vértex por 10 segundos.
Centrifugou-se por 2 minutos a temperatura ambiente. Removeu-se o sobrenadante e
repetiu-se esses passos por mais duas vezes. Adicionou-se ao pellet 1ImL de etanol (96-
100%) e agitou-se no vortex. Centrifugou-se em rapida velocidade por 2 minutosem
temperatura ambiente. Removeu-se 0 sobrenadante e secou-se o pellet em temperatura
ambiente. Ressuspendeu-se o pellet em 80uL de buffer ATL e adicionou-se 20uL de
proteinase K. Agitou-se no vértex e incubou-se a 56°C até que a amostra estivesse
totalmente lisada (overnight). Posteriormente incubou-se a 90°C por 1h. Adicionou-se 200uL
de buffer AL ao lisado e agitou-se no vortex. Adicionou-se 200uL de etanol (96-100%) e
agitou-se novamente no vortex. Transferiu-se todo o contetdo do tubo ao QlAamp MinElute
column em conjunto com um tubo coletor e centrifugou-se a 600 x g por 1min. Trocou-se 0
tubo coletor e adicionou-se 500uL de buffer AW2 e centrifugou-se a 6.000 x g por 1min.
Descartou-se o contetdo do tubo coletor e centrifugou-se novamente a 20.000 x g por 3min,
para secar a membrana. Acoplou-se o0 QlAamp MinElute column a um microtubo de 1,5mL e
adicionou-se 30uL de buffer ATE. Incubou-se por 1 minuto, em temperatura ambiente.
Centrifugou-se a 20.000 x g por 1min. Repassou-se o filtrado pelo filtro para melhor eluigdo
do DNA,; o extraido foi estocado a -20°C até a hora do uso.

4.3.2.5 Hight Pure FFPE DNA Isolation Kit

Pelo Hight Pure FFPE DNA lIsolation Kit (Roche Molecular Systems, Foster City, CA),
adicionou-se 800puL de xilol em uma secdo de, no maximo, 10um do material e incubou-se
por 5 min agitando-se no vértex de tempos em tempos. Adicionou-se 400uL de etanol 100%
e homogeneizou-se no vortex. Centrifugou-se a 16.000 x g por 2 min. descartou-se o
sobrenadante. Adicionou-se 1mL de etanol 100% e homogeneizou-se no vortex.
Centrifugou-se a 16.000 x g por 2 min. e descartou-se o sobrenadante. Secou-se o0 pellet
adicionou-se 70pL de proteinase K e 180uL de tampéo Tissue Lysis Buffer, homogeneizou-
se no vortex e incubou-se a 56°C (600 rpm) por 3h. Posteriormente incubou-se a 90°C (600
rpm) por 60 min. Adicionou-se ao lisado 200uL de DNA Binding Buffer ; Incubou-se por 10
min. a tempertura ambiente. Adicionou-se 100uL de isopropanol. Transferiu-se para Hight

Pure Filter Tube em um Hight Pure Collection Tube e centrifugou-se a 8.000 x g por 1 min.
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Adicionou-se 500uL de Wash Buffer | e centrifugou-se a 8.000 x g por 1 min. Adicionou-se
500uL de Wash Buffer Il centrifugou-se a 8.000 x g por 1 min. Repetiu-se esse Uultimo
passo. Centrifugou-se novamente, para secar o filtro, a 16.000 x g por 1 min. Transferiu-se o
filtro para um microtubo de 1,5mL e adicionou-se 30uL de Elution Buffer e centrifugou-se a
8.000 x g por 1 min. O extraido foi estocado a -20°C até a hora do uso

4.3.2.6 Protocolo proposto por CHAN e colaboradores (2001)

Pelo protocolo proposto por Chan et al. (2001) foi realizada em cortes sequenciais de
4um sendo que em cada microtubo, utilizado na extracdo foram colocados de 5 a 9
fragmentos de 4um, total de 20um e 36 um em cada microtubo; adicionou-se 1mL de xilol
aos cortes e submeteu-se a agitacdo continua de 1.000 x g por 20 minutos a 65°C em
termomix (Eppendorf®); centrifugou-se a 10.000 x g por 10 minutos a temperatura ambiente
e descartou-se o0 sobrenadante; repetiram-se esses passos cinco vezes; adicionou-se 1mL
de etanol puro (etanol 100%) e submeteu-se a agitacdo continua de 1.000 rpm por 5
minutos a 25°C em termomix; centrifugou-se a 10.000 x g por Sminutos a temperatura
ambiente e descartou o sobrenadante; repetiram-se esses dois Ultimos passo sé que com
etanol 90 e 75%; secou-se em por 2 minutos a 56°C; adicionou-se 500uL do tampéao de lise
(Tris-HCL 10mM; NaCl 100mM; EDTA 25mM; SDS 1%; proteinase K 10 ug/ pL); incubou-se
overnight a 55°C agitando em intervalos de 15 minutos; adicionou-se 250uL de fenol e 250
Ml de cloroférmio; agitou-se por 15 segundos; centrifugou-se a 12.000 x g por 15 minutos;
recuperou-se o sobrenadante e adicionou-se 500 uL de isopropanol; incubou-se a -20°C por
duas horas; centrifugou-se a 12.000 xg por 30minutos; desprezou-se o sobrenadante e
adicionou-se 500 pL de etanol 75%; homogeneizou-se suavemente e centrifugou-se a
12.000 x g por 15 minutos; desprezou-se o0 sobrenadante; secou-se o pellet; acrescentou- se

30 ul de TE; o extraido foi estocado a -20°C até a hora do uso.

4.3.2.7 Protocolo proposto por Nascimento e colaboradores (2003)

Pelo protocolo sugerido por Nascimento et al. (2003) 30mg a 40mg de material foram
submetidos por duas vezes, a um banho de 1.000uL de xilol por 30 minutos a 65°C,
centrifugado a 14.000 x g por 5 minutos, descartando-se o sobrenadante. Apds a

desparafinizacéo retirou-se todo o xilol com um banho de 1.000uL de etanol 100% e outro
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de 1.000puL de etanol a 95%, ambos a temperatura ambiente, por 1 minuto. Apds esta etapa,
o material foi reidratado com dois banhos de 1.000uL de etanol a 70% e dois banhos de
adgua deionizada. Em cada uma destas etapas o material devera ser centrifugado a 14.000 x
g por 5 minutos, sendo desprezado o sobrenadante. Adicionou-se 600uL de solucéo de lise
(Wizard Genomic DNA Purifications Kit — Promega) e incubou-se a 65°C por 60 minutos;
adicionou-se proteinase K (10ug/pL) numa proporgédo de 3,5uL da solugéo para cada 1mg
de material parafinado; incubou-se overnight a 60°C; adicionou-se 200uL de Protein
Precipitation Solution (Wizard Genomic DNA Purifications Kit — Promega) homogeneizou-se
no vértex por 20 segundos; incubou-se em gelo por 5 minutos; centrifugou-se por 4 minutos
a 13.000 x g; removeu-se 0 sobrenadante e transferiu-se para um novo microtubo contendo
600uL de isopropanol em temperatura ambiente; homogeneizou-se gentilmente por
inversao; centrifugou-se por 1 minuto a 13.000 x g em temperatura ambiente; descartou-se 0
sobrenadante; adicionou-se 600pL de Etanol 75% gelado; homogeneizou-se gentilmente por
inversao; centrifugou-se por 1 minuto a 13.000 x g em temperatura ambiente; desprezou-se
0 sobrenadante e secou o pellet; adicionou-se 30uL de DNA Rehydration Solution (Wizard
Genomic DNA Purifications Kit — Promega) e incubou-se por 1 hora a 65°C em Termomix

(Eppendorf ®); o extraido foi estocado & -20°C até a hora do uso.

4.3.3 Dosagem do Acido Nucleico

Apés a extracdo, foi dosado o acido nucleico por espectrofotometria (Biofotbmetro —
Eppendorf®). Para uma extracdo vélida a razdo entre as absorbancias 260/280 deve estar
entre 1.8 e 2.0 (SAMBROOK, 2001). Para a dosagem da amostra padrdo e suas dilui¢des,
para a validagdo da PCR qualitativa e qPCR, foi utilizado o QuantiFIuor® dsDNA System de

acordo com o manual do fabricante.

434 Determinacdo da amostra controle positivo padréo

Para padronizacdo da PCR qualitativa e PCR quantitativa, utilizou-se como padréo
uma amostra recebida pelo Laboratério de Viroses de Bovideos e Laboratério de Anatomia
Patologica do Instituto Biologico de Sao Paulo, com lesdes caracteristicas para FCM
(inclusive vasculite necrosante e fibrindide generalizada caracteristicas da FCM). Esta

amostra (in natura) foi amplificada pela PCR qualitativa (utilizando os primers do quadro 3),
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submetida a eletroforese em gel de agarose 1,5%, visualizadas no transluminador e o
tamanho do fragmento observado correspondeu aos 422 pb esperado. Em seguida, as
bandas presentes no gel foram cortadas com auxilio de um bisturi. O material foi purificado
utilizando-se o Kit Wizard®Sv gel and PCR Clean Up System (Promega), segundo as
recomendacdes do fabricante, e armazenados a -20°C até a sua utilizacao.

Os produtos purificados da PCR foram sequenciados utilizando a metodologia
descrita no capitulo 4.2.9 deste trabalho. A sequéncia viral obtida foi verificada no BLAST.

Para determinar a sensibilidade analitica da reacdo, a concentracdo do DNA viral
deste purificado foi verificada utilizando o QuantiFIuor® dsDNA System, de acordo com o
manual do fabricante. Como o valor obtido esta em massa e para verificar a sensibilidade
analitica da PCR é necessario verificar o nimero de copias por microlitro, faz-se necessario

a conversao deste valor. Para isso utiliza-se a seguinte formula:

Numero de copias / uL =
6,022 X 10* (moléculas / mole) X DNA (xg / L)
Numero de pares de base X 660 daltons

Onde,
6.022X10?® (moléculas/mole): nimero de Avogadro
660 Da: peso médio de um par de bases

Também  disponivel online em http://www.scienceprimer.com/copy-number-
calculator-for-realtime-pcr.

Foram feitas diluicbes seriadas deste purificado, tido como padrdo neste estudo, da
seguinte forma:

O purificado foi diluido 50X (10uL do purificado + 490 uL de Nuclease- free water). A
partir deste, foram feitas diluicbes seriadas na base 10 (5uL do purificado + 45uL do
diluente) obtendo-se as seguintes diluicdes: 10° 10°, 10% 103 107, 10 e 10°.

Inicialmente estas diluicdes foram feitas em Nuclease- free water e quantificadas
utilizando o QuantiFIuor® dsDNA System, de acordo com o manual do fabricante, para
verificar o numero de copias de DNA viral presente em cada dilui¢ao.

Desta forma, estas diluicbes obtidas foram empregadas como padrdo para a

avaliacdo da sensibilidade analitica da PCR qualitativa e gPCR.


http://www.scienceprimer.com/copy-number-calculator-for-realtime-pcr
http://www.scienceprimer.com/copy-number-calculator-for-realtime-pcr
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Posteriormente, essas mesmas diluicdes foram feitas em extraidos de SNC bovino
sabidamente negativas para o OvHV-2, para verificar possiveis inibidores ou algum outro
fator que diminuisse a sensibilidade analitica da PCR.

435 Padronizacdo da PCR qualitativa

Para a padronizacdo da PCR qualitativa, foi analisada a sensibilidade analitica da
PCR e realizados varios ajustes e testes na programacao da reacao para aperfeicoa-la.

Inicialmente, foi feito gradiente de temperatura, tanto da primeira como da segunda
amplificacdo. Levando-se em conta que a temperatura de Melting do primer 556 € 61,8°C e
do primer 755 é 56,6°C foi feito gradiente de temperatura de 60°C a 67°C e analisado em
gel de agarose 1,5%

Para a segunda amplificagédo, utilizou-se o produto da primeira amplificacdo que teve
maior intensidade de banda no primeiro gardiente, e fez-se um segundo gradiente de
temperatura de 65°C a 70°C levando-se em conta que a temperatura de Melting do primer
556 € 61,8°C e 555 € 66,9°C.

Submeteu-se entdo as diluicdes em Nuclease-free water do virus padrdo a
temperatura e ciclagem padrdo obtida em trés reacdes feitas em trés dias diferentes.

Posteriormente, submeteu-se entdo as diluicdes em extraido do SNC sabidamente
negativos para o OvHV-2 do virus padréo em trés reacoes feitas em trés dias.

Para realizar a PCR qualitativa utilizando somente os primers 556 e 555 (da segunda
amplificagdo) foi feito um gradiente de 65°C a 70°C, utilizando as diluicdes em extraidos de
SNC sabidamente negativos para o OvHV-2 do 10* a 10"

Assim sendo obteve-se as condigBes de temperatura e ciclagem padréo para a FCM
(OVHV-2).

Para a ampliagdo do &cido nucleico pela PCR covencional (BAXTER et al., 1993; LI
et al., 2001; OIE, 2013) utilizou-se PCR Master Mix (Promega) contendo 50units/mL de Taq
DNA polymerase em buffer (pH 8,5), 400uL de dATP, 400uL de dGTP, 400uL de dCTP,
400uL de dTTP e 3 mM MgCls.

Foram utilizados primers que detectam a regido ORF75 do genoma do OvHV-2 o qual
codifica uma proteina do tegumento viral altamente conservada . As sequéncias dos primers
foram analisadas no BLAST, e obtiveram 100% de homologia com o OvHV-2. A sequéncia e

posicao dos primers estéo indicados no quadro 3.
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Quadro 3: Sequéncia dos primers da PCR qualitativa e localizacdo da regido de hibridacao. Localizacao dos

nucleotideos baseado na sequéncia do GenBank (n. acesso DQ198083.1)

_ Regido de
Nome Autor Sequéncia R
Hibridizacao
FCM 121536 pb-
5-GTCTGGGGTATATGAATCCAGATGGCTCTC-3..
556 121507 pb
FCM Baxter et al., 121115 pb -
5-AAGATAAGCACCAGTTATGCATCTGATAAA-3'.
755 (1993) 121144 pb
FCM 121301 pb-
5-TTCTGGGGTAGTGGCGAGCGAAGGCTTC-3'.
555 121328 pb

Os primers para a PCR priméria foram 556 e 755 que amplifica um fragmento de DNA

de 422 pares de base (pb) e os primers 556 e 555 na reagdo secundaria, que amplifica um

fragmento de DNA de 238 pb.

Os 25uL do mix da primeira amplificagdo foram compostos por 12,5uL de PCR Master
mix (Promega); 1,0uL do primer 556 a 10pmol/pL; 1,0uL do primer 775 a 10pmol/uL; 8,0uL
de Nuclease- free water e 2,5uL do extraido. Os 25uL do mix da segunda amplificagéo
foram compostos por 12,5uL de PCR Master Mix (Promega); 1,0uL do primer 556 a
10pmol/uL; 1,0uL do primer 555 a 10pmol/uL; 8,5uL de Nuclease- free water e 2,0uL do

produto da primeira amplificagdo.

As condi¢fes térmicas de ciclagem e temperatura para a primeira amplificacdo estdo no

quadro 4.

Quadro 4 Condi¢des de ciclagem e temperatura da primeira amplificacdo da PCR qualitativa.

TEMPERATURA TEMPO NUMERO DE CICLOS
95°C 3 minutos
95°C 30 segundos
60°C 30 segundos 30X
72°C 30 segundos
72°C 3 minutos
4°C Forever

As condic¢fes térmicas de ciclagem para a segunda amplificacdo estdo no quadro 5.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/78127836?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=45&RID=H6NKV9HC014
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Quadro 5: Condicdes de ciclagem e temperaturada segunda amplificacdo da PCR qualitativa.

TEMPERATURA TEMPO NUMERO DE CICLOS
95°C 3 minutos
95°C 30 segundos
67°C 30 segundos
72°C 30 segundos 30X
72°C 3 minutos
4°C Forever
4.3.6 Analise do amplificado

O amplificado foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampédo TBE
1X, a voltagem constante de 100V por 60 minutos. Para a visualizacdo da banda no gel,
corou-se o DNA com GelRed® (Biotium) diluido 1:150 em Nuclease- free water e tampao de
carreamento Loading Dye, Blue (6X) (Thermo Scientific) . A visualizacdo foi realizada em
transluminador sob luz ultravioleta (320nm).

O tamanho dos fragmentos de DNA foi comparado com um padréo de pares de base
apresentando incrementos de 100 pb (DNA ladder de 100 pb — Invitrogen®).O resultado foi
considerado valido quando o controle positivo apresentou uma banda do produto no

tamanho correspondente ao do OvHV-2 e negativo quando houve auséncia de banda.

4.3.7 Padronizacdo da PCR quantitativa

Para o desenvolvimento da PCR quantitativa, foi utilizado o equipamento Light Cycler
480 (Roche Molecular Systems, Foster City, CA), disponivel no Laboratério de Viroses de
Bovideos do Instituto Biologico de Sao Paulo.
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4.2.7.1 Sistema SYBR® Green

Para padronizacdo da gPCR pelo sistema SYBR® Green, foi verificada a
sensibilidade analitica da prova. Para aperfeicoa-la, foram testadas diversas concentracdes
dos primers, conforme tabela 1.

Tabela 1 Concentragfes dos primers forward e reverse em nM.

200 400 400 00 &00 700 800 300 1000

200 2004200 3004200 400/200 500/200 f00/200 700/200 g00/200 800/200  1000/200
300 2007300 300/300 400/300 500/300 k00300 700/300 8007300 8007300  1000/300
400 200400 300/400 400400 500/400 H00/400 700/400 800/400 500/400  1000/400
500 2004500 300/500 400/400 500/500 f00/500 700/200 007500 800/200  1000/500
Primer 00 200/600 300/600 400/600 500/600 B00/E00 700/600 800/600 900/600  1000/600
700 2004700 300700 400/700 5004700 B00/700 7004700 800/700 800/700  1000/700
800 2007800 300/800 400/800 500/800 f00/B00 700/800 g00/800 900/800  1000/800
900 200/900 300/900 400/300 500/900 f00/A00 700/900 800800 900/900  1000/900
100 20041000 30071000 400/1000 500/1000 £00/1000 700/1000 8001000  900/1000 1000/1000

Os primers utilizados detectam a regido ORF75 do genoma do OvHV-2, que codifica
uma proteina do tegumento viral altamente conservada . As sequéncias dos primers foram
analisadas no BLAST, e obtiveram 100% de homologia com o OvHV-2. A sequéncia e
posicao dos primers estdo indicados no quadro 6.

Quadro 6 : Sequéncia dos primers, localizacao da regido de hibridagcao e tamanho do amplificado. Localizagao

dos nucleotideos baseado na sequéncia do GenBank (n. acesso DQ198083.1)

o Regido de Fragmento
Nome Autor Sequéncia o .
hibridizacéo (pb)
OF-OvHV- 2 Hussy et al 5-TGGTAGGAGCAGGCTACCGT-3’ | 121348 pb-121367 pb
K 131 pb
OR-OVHV-2 (2001) 5-ATCATGCTGACCCCTTGCAG-3' | 121478 pb- 121459 pb

Foi utilizado o kit comercial LightCycler® 480, SYBR Green | Master (Roche
Molecular Systems, Foster City, CA), sendo que os 20uL do mix foi composto por 6L de
Water, PCR-grade; 2,0uL PCR primer,10X conc.(1yL de cada primer a 10pmol/pL); 10uL

Master Mix, 2X conc. e 2,0uL do DNA extraido. As reacbes foram feitas em placas



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/78127836?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=45&RID=H6NKV9HC014
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LightCycler® Multiwell 96, White (Roche Molecular Systems, Foster City, CA). As condicdes
térmicas de ciclagem e temperatura estdo no quadro 7. Todas as amplificacdes por este
método foram finalizadas com a curva de dissociagdo Melting, para verificar a especificidade
e auséncia de formagfes secundarias de dimeros de oligonucleotideos ou qualquer outro

produto inespecifico.

Quadro 7: Condicbes de ciclagem e temperatura de amplificagéo pelo sistema SYBR"” Green.

Pré-incubacéo

Target Acquisition Hold RRaaTep Acquisitions Ciclos Analysis
(°C) mode (hh:mm:SS) (°Cls) (per °C) Mode
95 None 00:05:00 4.4 1 None
Amplificacdo
o Ramp - .
Target Acquisition Hold Rate Acquisitions Ciclos Analysis
(°C) mode (hh:mm:SS) (°Cls) (per °C) Mode
95 None 00:00:10 4,4
60 None 00:00:20 2,2 40 Quantification
72 Single 00:00:06 4,4
Curva de Melting
— Ramp o .
Target Acquisition Hold Rate Acquisitions Ciclos Analysis
(°C) mode (hh:mm:SS) (°Cls) (per °C) Mode
95 None 00:00:05 4,4
65 None 00:01:00 2,2 1 Melting curves
97 Continuous 0,11 5
Resfriamento
— Ramp o .
Target Acquisition Hold Rate Acquisitions Ciclos Analysis
(°C) mode (hh:mm:SS) (°Cls) (per °C) Mode
40 None 00:00:10 15 1 None

Determinado a melhor concentragdes dos primers, submeteu-se entdo as diluicbes
em Nuclease-free water do virus padrdo (10° ao 10° cépias de DNA/pL) e posteriormente as
diluicdes do virus padrédo em extraidos de SNC sabidamente negativos para o OvHV-2 (10°
ao 10° copias de DNA/uL), conforme item 4.2.4 deste trabalho, para realizar o limiar de
deteccgédo da prova.

Posteriormente foram submetidas as amostras sabiamente positivas (pelo
histopatol6gico) e sabidamente negativas, para validacao da prova

As amostras foram consideradas positivas quando os valores do Ct da mesma
estiverem de acordo com o valor do Ct previamente estabelecido pela curva padréo (limiar
de deteccdo) e se a temperatura de melting (Tm) do DNA amplificado corresponde a do
DNA padréo.
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4.3.7.2 Sistema TagMan®

Para a padronizacdo da qPCR pelo sistema TagMan®, foi verificada a sensibilidade
analitica da prova. Para aperfeicoa-la, foram testadas diversas concentracfes dos primers
em conjunto com a probe, sendo que inicialmente foram testados as mesmas diluicdes do
primer para validar o sistema SYBERGreen® (tabela 1) com a probe a 80nM, concentragéo
esta estabelecida por Hussy et al. (2001). Em segunda etapa, foram testadas as melhores

diluicBes do primer em conjunto com diversas diluicbes da probe (tabela 2).

Tabela 2 Concentrag6es dos primers forward reverse e probe.

Diluicéo Probe (nM)

60 70 80 90 100
Diluicéo 500/500 500/500 500/500 500/500 500/500 500/500
primers 60 70 80 90 100
(nM) 600/600 600/600 600/600 600/600 600/600
600/600
60 70 80 90 100

Os primers utilizados foram os mesmos utilizados para o sistema SYBERGreen®
(quadro 5) que detectam a regido ORF75 do genoma do OvHV-2 que codifica uma proteina
do tegumento viral altamente conservada.

A gPCR foi realizada com base na descrita por Hissy et al. (2001) sendo que a
probe (oP-OvHV-2, 5-TCCACGCCGTCCGCACTGTAAGA-3’) foi conjugada ao 6- carboxy-
fluoroscein (FAM emissdo de comprimento de onda, 518nm) na extremidade 5’ (reporter) e
6-carboxytetramethylrhodamine (TAMRA emissdo comprimento de onda, 582nm) na
extremidade 3’ (Quecher).

Foi utilizado o kit comercial LightCycler® 480, Probes Master (Roche Molecular
Systems, Foster City, CA), sendo que os 20uL do mix foi composto por 5,82uL de Water,
PCR-grade; 2,18uL PCR primer,10X conc.(1uL de cada primer a 10pmol/uL e 0,18uL da
probe a 10pmol/uL); 10uL Master Mix, 2X conc. e 2,0uL do DNA extraido. As reacdes foram
feitas em placas LightCycler® Multiwell 96, White (Roche Molecular Systems, Foster City,

CA). As condicdes térmicas de ciclagem e temperatura estao no quadro 8.
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Quadro 8 Condi¢des de ciclagem e temperatura de amplificagcao pelo sistema TagMan.

Pré-incubacao

Target Acquisition Hold IT?aaTep Acquisitions Ciclos Analysis
(°C) mode (hh:mm:SS) (°Cls) (per °C) Mode
95 None 00:05:00 4.4 1 None
Amplificagdo
I Ramp — .
Target Acquisition Hold Rate Acquisitions Ciclos Analysis
(°C) mode (hh:mm:SS) (°Cls) (per °C) Mode
95 None 00:00:10 4,4
60 None 00:00:20 2,2 40 Quantification
72 Single 00:00:01 4,4
Resfriamento
I Ramp — .
Target Acquisition Hold Rate Acquisitions Ciclos Analysis
(°C) mode (hh:mm:SS) (°Cls) (per °C) Mode
40 None 00:00:10 15 1 None

Determinado a melhor concentragbes dos primers e probe, submeteu-se entdo as
diluicbes em Nuclease-free water do virus padrdo (10° ao 10° copias de DNA/uL) e
posteriormente as diluicdes do virus padrdo em extraidos de SNC sabidamente negativos
para 0 OvHV-2 (10° ao 10° cépias de DNA/pL), conforme item 4.2.4, para realizar o limiar de
deteccgédo da prova.

As amostras foram consideradas positivas quando os valores do Ct da mesma
estiverem de acordo com o valor do Ct previamente estabelecido pela curva padrédo (limiar
de deteccéo).

Posteriormente foram submetidas as amostras sabiamente positivas (pelo

histopatologico) e sabidamente negativas, para validacdo da prova

4.3.8 Validacdo da PCR qualitativa e gPCR

Para validacdo tanto da PCR qualitativa como gPCR, foram submetidas, nas
condicdes de reacdo padronizadas, em trés reacdes feitas em trés dias diferentes, as cinco
amostras in natura sabiamente positivas para a FCM pelo histopatolégico e cinco amostras
in natura sabidamente negativas.

Na gqPCR, a curva padrédo foi gerada através do ponto de corte dos valores do
Threshold Cycler (Ct) em fase linear logaritmica de amplificacdo frente diluicbes do virus,
gue foram utilizadas para validac&o dos testes. Os limites de deteccdo da PCR quantitativa
foram determinados como a dUltima diluigdo na qual todas as reagBes em triplicata

apresentarem resultados positivos.
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A sensibilidade analitica foi determinada através da determinacdo do threshold,
andlise da curva de dissociacdo (no caso do SYBERGreen®) e dos Ct (threshold cycle)
produzidos por cada diluicdo do virus padrdo e da curva padrdo fornecidas pelo software
LightCycler®480 Real-Time PCR System (Roche Molecular Systems, Foster City, CA). A
curva padréo foi utilizada para calcular o coeficiente angular da reta (slope), composta pelos
pontos da curva, para calcular a eficiéncia da amplificacdo (E). A curva estd associada a
uma inclinacdo de, aproximadamente, -3,32 para cada diluicdo 1:10 do alvo. O slope -3,3
relaciona-se a uma eficiéncia de 100% indicando que o numero de moléculas de DNA
amplificadas dobra a cada ciclo da qPCR (KUBISTA et al., 2006).

O valor de inclinagdo da reta obtido pela regressao linear de cada curva padrao
gerada foi utilizado para se calcular a eficiéncia (E) de amplificacdo da gPCR, de acordo
com a equacao:

Ezlo(-llinclinagéo)_l

Na gPCR, a variagdo intra-ensaio foi avaliada com as curvas padrdo testadas em
triplicata e na PCR qualitativa foi avaliada a variagdo da intensidade de banda das diluigbes
do virus em triplicata. O limite de deteccao foi determinado como a menor quantidade de
DNA padréo que pode ser detectado com 100% de probabilidade. A variagdo inter-ensaio na
gPCR foi determinada por trés corridas independentes da curva padrdo, em triplicada e na
PCR qualitativa por trés corridas independentes, em triplicata, das diluicdes do virus padrao.
(GEBER et al., 2014).

4.3.9 Controles positivos e negativos

Para controle positivo das reagfes, foi utilizada uma amostra sabidamente positiva
pelo histopatolégico e PCR qualitativa, sequenciada e analisada no BLAST, tendo
homologia de 100% com OvHV-2, quantificada pelo QuantiFluor® dsDNA System, de acordo
com o manual do fabricante, feito diluicbes seriadas e selecionada a menor diluicdo que a
PCR qualitativa e gPCR conseguiu detectar.

Preconizou-se usar como controle positivo, a ultima diluicdo viral que obteve
resultado positivo no teste de padronizagdo, para que o limiar da prova ficasse o mais baixo
possivel. O intuito é certificar-se que a reagdo esta mesmo detectando a menor diluicdo
possivel do virus. Para controle negativo foi utilizada uma amostra sabidamente negativa

para OvHV-2 pelo histopatolégico e PCR qualitativa.
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4.3.10 Caracterizacdo do virus por sequenciamento

Para o sequenciamento, foram selecionadas 13 amostras positivas tanto na PCR
qualitativa como gPCR (tabela 3)

Tabela 3 Amostras positivas para OvHV-2 e sequenciadas. *NI=n&o informado

Identificacdo da o
Ano Municipio/ Estado

amostra

798/07 2007 Assis/SP
355/09 2009 NI*/PE
G86/09 A0 NI*/PE
G251/09 2009 Lagoa D’Ouro/ PE
1398/09 2009 Martin6polis/SP
364/12 2012 Socorro/SP
24221/12 2 Ribeirso Preto/SP
20428/13 2013 Bujari/ AC
6414/13 2013 Restinga/SP
7983/13 2013 Itirapud/SP
8012/13 2013 Morungaba/SP
8013/13 2013 Itaguagu/ ES
25605/13 2013 Silva Jardim/RJ

Estas amostras (in natura) foram amplificadas pela PCR qualitativa (utilizando os
primers 556 e 755 do quadro 3 referente a regido ORF75), submetida a eletroforese em gel
de agarose 1,5%, visualizadas no transluminador e o tamanho do fragmento observado
correspondeu aos 422 pb esperado. Em seguida, as bandas presentes no gel foram
cortadas com auxilio de um bisturi e submetido ao processo de purificacdo, para a remogéo
de reagentes usado na amplificacdo (DNTps, primers, enzima) que podem interferir no
sequenciamento. Para isso foi utilizado o kit Wizard®SV gel and PCR Clean Up System
(Promega,Madison, Wisconsin, USA), de acordo com instrugdes do fabricante.

A qualidade de purificagéo foi verificada em outra corrida eletroforética, com 2uL de
DNA purificado por canaleta e comparou-se, visualmente, as intensidades das bandas
obtidas.
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Apés a purificacdo das amostras, procedeu-se a reacdo de PCR com cada primer

(forward e reverse) 556 e 755 (quadro 4) em tubos separados, utilizando o kit Big Dye

Terminator V 3.1 (Applied Biosystem, Austin, Texas, USA) utilizando o pPGEM como controle

da reacéo.

Para um volume total de 10uL de reacdo de sequenciamento utilizou-se 2uL de Big
Dye v. 3.1; 2uL de Sequencing Buffer 5X; 1,5 do primer (2,5pmol/uL) e 4,5uL do DNA

purificado.

As condicdes de ciclagem e temperatura encontra-se no quadro 9.

Quadro 9 Condicéo de ciclagem e temperatura para reacao de sequenciamento.

Ciclos Temperatura Tempo
(°C)

1 95 1 min

95 30 seg

35 50 15 seg

60 4 min

Hold 4 forever

Ap6s a PCR, precipitou-se o produto em placa MicroAmp® Opitcal 96 well Reaction

Plate (Applied Biosystem, Austin, Texas, USA) utilizando Isopropanol 75%, conforme

protocolo a seguir:

1-

Transferiu-se o volume da reacdo de sequenciamento para a placa MicroAmp®
Opitcal 96 well Reaction Plate (Applied Biosystem, Austin, Texas, USA);
Adicionou-se 40uL de isopropanol 75% em cada amostra;

Selou-se a placa com filme adesivo e centrifugou-se a 3.000 X g por 40 min;
Descartou-se o contelido da placa por inversao;

Envolveu-se a placa em papel absorvente e centrifugou-se a 3.000 x g por 90
sedg;

Adicionou-se 100uL de isopropanol 75% em cada amostra e descartou-se o
conteldo por inversao;

Repetiu-se o passo 5.

Colocou-se a placa em estufa 37°C por 10 min. para secagem;

Adicionou-se 10puL de formamida HI-DI em cada amostra (Applied Biosystem,
Austin, Texas, USA)

10- Selou-se a placa com filme adesivo e promoveu-se a desnaturacdo dos produtos

no termociclador a 95°C por 2 min;
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11- Resfriou-se a placa no cooler;
12- Procedeu-se o0 sequenciamento no Sequenciador Applied Biosystems ABI
3500XL Genetic Analyser (Applied Biosystem, Austin, Texas, USA).

A qualidade das sequéncias foi avaliada utilizando o software Sequence Analyzer
(Applied Biosystem, Austin, Texas, USA). Para a analise das sequéncias utilizou-se os
programas BioEdit versdo 7.1.11 (HALL, 1999), Blast e ClustalW. As sequéncias utilizadas
como referéncia foram obtidas no GenBank (quadro 10), sendo que o AIHV-1 foi utilizado
como grupo externo. Para a analise filogenética utilizou-se o programa MEGA (Molecular
Evolucionary Genetics Analysis) versdo 6.0 (KUMAR et al., 2000). A arvore foi construida
pelo algoritmo Neighbor-joining usando o modelo evolutivo Kimura 2 Pardmetros, com valor

de bootstrap de 1000 réplicas.

Quadro 10 Sequéncias referéncias obtidas no GenBank para andlise filogenética do OvHV-2.

Identificagcéo N° do acesso Ano
Genoma Completo/EUA DQ198083.1 2007
BJ1035/Ucrania AY839756.1 1993
Bis&o/ india JQ801454.1 2012
Cabra/Alemanha HM216475.1 2007
Bovino/ India JX442930.1 2012
Bezerros/ Parana KC123170.1 2012
Cabra/Alemanha HM216477.1 2006
Bovino/Rio Grande do Norte JQ780445.1 2008
Sambar/ Alemanha HM216476.1 2006
Alce/Alemanha HM216491.1 2007
Bis&o/ Alemanha HM216483.1 2008
Bovino/Africa do Sul EU851177.1 2005
Bovino/Africa do Sul EU851175.1 2004
Alcelaphine herpesvirus 1 X80691.1 1995
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4.3.11 Controle interno da PCR

Foi utilizado um controle interno para o0 gene da beta-actina (regido altamente
conservada do genoma) para diminuir os possiveis falsos negativos decorrentes da néo
extracdo do DNA viral e por possiveis fatores de inibicdo da PCR presentes nas amostras
congeladas e incluidas em parafina. Todos as amostras negativas para a presenca do
OvHV-2 foram testadas para o gene da [3- actina.

Os primers utilizados encontram-se no quadro a seguir:

Quadro 11 Sequéncia, localizagdo da regido de hibridagdo e tamanho do amplificado dos primers utilizados na

PCR do controle interno do gene da - actina.

Nome Autor Sequéncia Amplificado
AC1 5-TGAGACCTTCAACACGCC- 3

HUI et al.; 2004 Aprox.745 pb
AC2 5-ATCTGCTGGAAGGTGGAC-3’

As condi¢fes de ciclagem e temperatura para PCR qualitativa foram as seguintes: 95°
por 5 minutos; 40 ciclos de 95°C por 30 segundo, 56°C por 45 segundos e 72°C por 45

segundos; 72°C por 5 minutos e 10°C forever.

4.4 |solamento viral em cultura celular

Para realizar o isolamento do OvHV-2 em cultura celular, aproximadamente 2g de
cada tecido conservado a -20°C (SNC, figado, olho, rim e linfonodo) de um animal,
sabidamente positivo na PCR qualitativa e gPCR para OvHV-2, foi macerado,
separadamente, com areia e ressuspensensos em 8mL de meio essencial minimo de Eagle
(MEM) com 1% de antibi6tico (ATB) e mantidos a 4°C por 1h para acdo do mesmo. Apéds
esse periodo, as amostras foram congeladas a -20°C, descongeladas e centrifugadas a
2.000 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi recolhido para posteriormente ser inoculado.

Foram utilizadas células MDBK (Madin and Darby Bovine Kidney), adquiridas da
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, EUA). As células foram cultivadas em
placas de poliestireno de 24 cavidades, préprias para cultivo celular (TPP, Techno Plastic
Products AG®, Switzerland), com meio essencial minimo (MEM- Nutricel®, Campinas, Brasil)

acrescido de 0,2% de bicarbonato de sddio (Merck®, Darmstadt, Alemanha), tamponado
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com 25mM de &cido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazineetanossulfénico (HEPES- Biosolve®,
Westeford, EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) esterilizado e inativado
(Nutricell®, Campinas, Brasil).

Em monocamada pré-formada de células MDBK (células preparadas com 24h de
antecedéncia, apresentando de 85-100% de confluéncia da monocamada), 0 meio de
manutencédo foi removido e as amostras foram inoculadas (200uL da suspensdo de cada
tecido) e incubadas por 1h & 37°C com 5% de CO, (Thermo Electron Corporation®, Merlette,
EUA) para adsorcédo do virus na célula. Posteriormente foi realizada a lavagem do in6culo
com meio MEM e adicionado 1mL de meio de manutencdo (meio MEM com 10%SFB, 1%
de ATB, 1% de L-glutamina e 1% de anfotericina B). Incubou-se a placa a 37°C com 5% de
CO, e realizado leituras diarias para avaliagdo do efeito citopatico. Como o OvHV-2 é um
virus de dificil isolamento, as placas inoculadas foram incubadas até as células
apresentarem sinais de morte. Quando ndo houve aparecimento de efeito citopatico, as

amostras foram reinoculas em cultivo celular em passagens sucessivas.
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5. RESULTADOS

5.2 Padronizacéo da Extracéao

Os trés protocolos de extracdo de DNA para material in natura (DNAzol® (Invitrogen),
Trizol® (Invitrogen) e Wizard®Genomic DNA Purification kit (Promega)) foram avaliados pela
PCR qualitativa, utilizando amostra de campo sabidamente positiva para o OvHV-2 e,
portanto, desconhecia-se o titulo viral, por isso néo foi possivel identificar o limiar de
detecgdo dos ensaios. Porém a eficiéncia de cada protocolo foi avaliada pela qualidade e

intensidade da banda especifica no gel de agarose 1,5% (figura 5).

Figura 5 Gel de agarose mostrando a eficiéncia dos protocolos de extra¢cdo do material in natura.

Conforme indicado na figura 5 em 1, 2 e 3 estdo as bandas obtidas pela extracdo
com Trizol. Em 4, 5 e 6 estdo as bandas da extracdo com DNAzol®. Em 7, 8 e 9 estdo as
bandas obtidas pela extracdo com o kit Wizard®Genomic DNA Purification. Em 10 esta o
controle positivo e em 11 o negativo. Todas as bandas correspondem ao fragmento de 422
pb especifico e esperado. Destaca-se que resultados semalhantes foram obtidos nas trés
reacOes feitas em trés dias diferentes

Na figura 6 esta a foto do gel com a amplificacdo dos extraidos dos kits comerciais para
material parafinado sendo NucleoSpin® FFPE DNA (Macharey- Nagel) em 1, 2 e 3, Invisorb®
Spin Tissue Mini Kit (STRATEC Molecular) em 4, 5 e 6, innuPREP® DNA Mini Kit (Analytik

Jena) em 7 e 8. Nao obteve-se sucesso na extracéo do DNA, sendo que NucleoSpin® FFPE
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DNA (Macharey- Nagel), Invisorb® Spin Tissue Mini Kit (STRATEC Molecular), ndo foi
possivel extrair o DNA e o DNA Mini Kit (Analytik Jena) observa-se arrasto na eletroforese
indicando a mé& qualidade do DNA que est4, possivelmente, fragmentado (em 7 e 8).

Figura 6 Gel de agarose mostrando a eficiéncia da extracédo dos kits para o material parafinado (NucleoSpin®
FFPE DNA (Macharey- Nagel), Invisorb” Spin Tissue Mini Kit (STRATEC Molecular), innuPREP"” DNA Mini Kit

(Analytik Jena)), seguidos pelo controle positivo com a altura especifica e esperada (422 pb).

Na figura 7 esta a foto do gel com a amplificacdo do extraido pelo QlAamp DNA FFPE
Tissue Kit, sendo que também ndo obteve-se sucesso na extragado, observado assim arrasto

na eletroforese.



56

Figura 7 Gel de agarose mostrando a eficiéncia da extragdo QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (em 1) seguido pelo
controle positivo (em 3) com a altura especifica e esperada (422 pb) e branco (em 4)

O Hight Pure FFPET DNA Isolation kit (Roche Molecular Systems, Foster City, CA)
também nédo se obteve sucesso na extracdo, sendo que, para a amplificacdo das amostras
extraidas por esse kit, foi realizado o qPCR (sistema TagMan®) e todos apresentaram
resultado negativo.

Dos dois protocolos baseados na literatura, o sugerido por Chan et al. (2001) foi o
mais eficiente pelo sucesso na extracdo do DNA de vérias partes do sistema nervoso central

de um bovino com lesdes histoldgicas caracteristicas para FCM (figura 8).

Figura 8 Gel de agarose da eficiéncia de extracdo do protocolo recomendado por Chan et al. (2001) de diversas

partes do sistema nervoso central de uma amostra sabidamente positiva (pocos 1 a 9) seguida do controle
positivo (po¢o 10) e negativo (pogo 11) com altura esperada de 422 pb.
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Quando seguiu-se o protocolo recomendado por Nascimento et al. (2003), foi
possivel a extracdo do DNA (figura 9), no entanto, observa-se arrasto quando realizada a
eletroforese e, adicionando-se o virus padréo na diluicdo 10° copias de DNA/UL ao extraido
por esse protocolo, ndo obteve-se banda nas condicdes de ciclagem validadas,
comprovando assim a presenca de inibidores de PCR, mesmo realizando-se nested-PCR.

Figura 9 Gel agarose da extragdo feita segundo Nascimento et al. (2003) observando-se arrasto (pogos 1 a 4)

seguidas de dois controles positivos (5 e 6) na altura esperada de 422 pb.

5.3 Determinacdo da amostra controle positivo padréo

Para a padronizagdo da PCR qualitativa e gPCR, analisou-se a sensibilidade
analitica destas.

Como ha uma grande dificuldade no isolamento do OvHV-2 in vitro, utilizou-se uma
amostra clinica com lesdes caracteristicas para FCM, da cidade de Assis em S&do Paulo
(SP), como padrdo para validagcdo da prova. Esta amostra foi amplificada pela PCR
qualitativa (utilizando os primers do quadro 3) e submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5%. A amostra foi visualizada e o tamanho do fragmento observado correspondeu
aos 422 pb esperado. Em seguida, o amplificado foi purificado a partir da banda especifica

do gel e sequenciado.
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A sequéncia viral obtida foi verificada no BLAST e obteve-se de 97 a 100% de
identidade com varios isolados de OvHV-2 de diversas partes de mundo, incluindo o
genoma completo do OvHV-2 e o extraido BJ1035, a partir do qual foi desenvolvido o
desenho dos primers utilizados neste trabalho (figura 10), comprovando a confiabilidade de
utilizar este purificado como controle para padronizagéo e validacdo tanto da PCR qualitativa

como PCR quantitativa.
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Figura 10 Alinhamento da amostra sequenciada e genoma completo de OvHV-2 (HART et al., 2007) e Strain

BJ1035 (BAXTER et al., 1993)
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Para determinar a sensibilidade analitica da reagdo, a concentracdo do DNA viral
deste purificado foi verificada utilizando o QuantiFluor® dsDNA System de acordo com o
manual do fabricante e foi obtida uma concentragdo de 509,6ng/uL em 2uL de amplificado.
Este valor foi dividido por 2, para obtencdo da concentracdo em 1pL do purificado, obtendo
o valor de 254,8ng/uL. Como este valor estda em massa e, para verificar a sensibilidade
analitica da PCR é necessario verificar o nimero de cOpias por microlitro, faz-se necessario
a conversdo deste valor, obtendo-se assim uma concentracdo de 9,93x10' copias de
DNA/pL.
A partir disso foram feitas diluicbes seriadas deste purificado, tido como padrao neste
estudo, da seguinte forma:
1) Foi diluido 50X o purificado (10uL do purificado + 490 uL de Nuclease- free
water) obtendo uma concentracdo de aproximadamente 0.9x10° copias de
DNA/uL;
2) Foram feitas diluicdes seriadas na base 10 (5uL do purificado + 45uL do
diluente) obtendo-se as seguintes diluicdes: 10° 10°, 10% 103, 107 10%, e 10°.
Inicialmente, estas diluicbes foram feitas em Nuclease- free water e quantificadas
utilizando o QuantiFluor® dsDNA System, de acordo com o manual do fabricante, para
verificar o nimero de coOpias de DNA viral presente em cada diluicdo, e obteve-se o0s
resultados apresentados na tabela 4.

Tabela 4 Quantificagé@o das diluicdes seriadas em Nuclease-free water do OvHV-2

NUmero de copias Diluicdo Seriada Numero de cépias  Numero de copias

por uL por UL esperadas por yL quantificada
10’ Solugéo estoque 10.000.000 0,87X10’
10° 1/10 1.000.000 1,98X10°
10° 1/100 100.000 1,54X10°
104 1/1000 10.000 0,86X10*
10° 1/10.000 1.000 0,97X10?
10 2 1/100.000 100 0,85X10?
10" 1/1000.000 10 1,51X10*
10 ° 1/10.000.000 1 1,98X10°

Desta forma, estas diluicbes obtidas foram empregadas como padrdo para a

avaliacdo da sensibilidade analitica da PCR qualitativa e gPCR.
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Posteriormente essas mesmas diluicdes foram feitas em extraidos de amostras de
SNC bovino sabidamente negativas para o OvHV-2, para verificar possiveis inibidores ou
algum outro fator que diminuisse a sensibilidade analitica da PCR ou alterasse a qualidade
da reacéo.

5.4Padronizacéo e Validacado da PCR qualitativa

Para aperfeicoar a PCR qualitativa, foram feitas otimizacbes na programacdo e
temperatura de amplificagdo da mesma. Inicialmente, foi feito gradiente de temperatura
tanto na primeira como na segunda amplificagdo. Levando-se em conta que a temperatura
de Melting do primer 556 é 61,8°C e do primer 755 é 56,6°C foi feito gradiente de 60°C a
67°C, analisado em gel de agarose 1,5% e obteve-se 0 seguinte resultado mostrado na
figura 11.

Para a segunda amplificagdo fez-se um gradiente de 65°C a 70°C, levando-se em
conta que a temperatura de Melting do primer 556 é 61,8°C e 555 é 66,9°C e obteve-se 0
seguinte resultado representado na figura 11.
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Figura 11 Gel do gradiente de temperatura da PCR qualitativa da primeira e segunda amplificagao.

Em 1 do primeiro gel do gradiente de temperatura (figura 11) foi feita a 1°
amplificacéo a 60°C, em 2 a 7 foi feita a segunda amplificagéo a 65°,66°C, 67°C, 68°C 69°C
e 70°C respectivamente, utilizando o produto da PCR da 1° amplificagdo a 60°C. Em 13 foi
feita a 1° amplificacdo a 62°C, em 14 a 19 foi feita a segunda amplificacdo a 65°,66°C, 67°C,
68°C 69°C e 70°C respectivamente utilizando o produto da PCR da 1° amplificacdo a 62°C,
e assim por diante com as temperaturas da 1° amplificacdo a 63°C; 66°C e 67°C.

Deste modo obteve-se a temperatura padrdo de 60°C na primeira amplificacédo e
67°C na segunda amplificacdo (em 3 do primeiro gel da figura 11 e figura 12).

Pb 64° 65°C 66°C 67°C 68°C 69°C 70°C 71°C
100

o~
——

Figura 12 Gel do gradiente de temperatura da 2° amplificacdo da PCR qualitativa sendo que a 1° amplificagéo foi
feita a 60°C.

€422 pb

€238 pb
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Assim sendo, obteve-se a ciclagem e temperatura padrdo para FCM. Submeteu-se
entdo as diluicbes em Nuclease-free water do virus padrdo em trés reagOes feitas em trés

dias diferentes e obteve-se o0 seguinte resultado apresentado na figura 13.

€238 pb

Figura 13 Gel de agarose indicando o limiar de detec¢do das diluigées do virus padrdo em Nuclease-free water

com a altura esperada de 238 pb especifico.

Pela figura 13 observou-se que a o limiar de detecco foi de 10" copias de DNA/pL,
diluicdo na qual todas as amostras em triplicata, nas trés reacdes feitas em dias diferentes,
apresentaram resultados positivos.

Submeteu-se entdo as diluicdes do virus padrdo em extraido do SNC sabidamente
negativos para o OvHV-2, em trés reacdes feitas em trés dias diferentes e observou-se que
a o limiar de deteccao foi de 10* copias de DNA/UL na primeira amplificacdo e 10® copias de
DNA/UL na segunda amplificacdo, diluicdo na qual todas as amostras em triplicata, nas trés

reacgOes feitas em dias diferentes, apresentaram resultados positivos (figura 14).
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Figura 14 Gel de agarose indicando o limiar de detec¢éo das diluigdes do virus padréo em extraido de SNC

bovino sabidamente negativo com a altura esperada de 422 e 238 pb especifico.

Para realizar a PCR qualitativa utilizando somente os primers 556 e 555 (da segunda
amplificagdo) foi feito um gradiente de 65°C a 70°C utilizando as diluicdes em extraidos de
SNC sabidamente negativos para o0 OvHV-2 do 10* a 10" e obteve-se o seguinte resultado

observado na figura 15.
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Figura 15 Gel do gradiente de 65°C a 70°C utilizando as diluicdes em extraidos de SNC sabidamente negativos
para o OvHV-2 do 10* a 10".

Assim obteve-se a temperatura ideal de 66°C. Submeteu-se entdo as diluicbes em
extraido do SNC sabidamente negativos para o OvHV-2 do virus padrdo em trés reacfes
feitas em trés dias diferentes e observou-se que a o limiar de deteccéo foi de 10° copias de
DNA/uL, diluicdo na qual todas as amostras em triplicata, nas trés reagdes feitas em dias
diferentes, apresentaram resultados positivos (figura 16).

101 contro?e Pb
negativo 100

Figura 16 Gel de agarose indicando o limiar de detec¢éo das diluicdes do virus padrdo em extraido de SNC
bovino sabidamente negativo com a altura esperada de 238 pb especifico utilizando os primers 556 e 555.

€238 pb



66

Os resultados das cinco amostras in natura sabiamente positivas para a FCM pelo
histopatolégico e cinco amostras in natura sabidamente negativas, submetidas em trés
reacOes feitas em trés dias diferentes nas condicbes de reacdo padronizada,
corresponderam ao esperado, indicando a validacao e confiabilidade do uso da técnica na
rotina laboratorial para diagnéstico da FCM associada a ovinos.

5.5 Padronizacéo e validacdo da qPCR-Sistema SYBR® Green

Para a padronizacdo da gqPCR pelo sistema SYBR® Green, foi verificada a
sensibilidade analitica da prova. Para aperfeicoa-la, foram testadas diversas concentragdes
dos primers, conforme tabela 2, e obteve-se a melhor concentragdo de 500nM, tanto para o

primer forward como para o primer reverse, conforme figura 17.

Amplification Curves

500/500 nM
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Figura 17 Curva da melhor concentrac@o dos primers forward e reverse- Sistema SYBR®Green.

Determinado a melhor concentragdo dos primers, submeteram-se entdo as diluicbes em
Nuclease-free water do virus padréo, da concentragéo 10° a 10° copias de DNA/UL, sendo
que o limiar de deteccdo da qPCR sistema SYBR® Green foi de 10° copias de DNA/uL,
diluicdo na qual todas as amostras em triplicata, nas trés reacgdes feitas em dias diferentes,
apresentaram resultados positivos. A curva de Melting apresentou um pico Unico de
florescéncia, demonstrando assim a especificidade da reacdo, sendo que a Tm foi de
aproximadamente 86°C (figura 18,19 e tabela 5)
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Figura 18 Curva padrao realizada com o sistema SYBR® Green, diluicdes em Nuclease Free Water 10° a 10°
Valores da reacdo: Erro =0,0338 ; Eficiéncia = 1,990 ; Slope= -3,346



68

Melting Curves Zoom

251378

@ 41,378

H

< 71378
B

g 21378

11,3781
13781

Fluoresc

fE ] 70 72 74 76 78 a0 5 84 a5 a3 a0 92 94 %
Temperature [*C)

Melting Peaks LSM@J
12,9561
11,9561
10,9561
S 5%k|
& 8956
% 79561
g 5956
ﬁ 5,956
2 495
E 3,956
3 29|
" 1356
1 ———
0,044 _

56 58 70 72 7 7 78 80 52 5 5 5 50 52 5 5
Temperature [*C)

Figura 19 Curva de Melting realizada com o sistema SYBR® Green, diluicdes em Nuclease Free Water 10° a 10°
com pico de Tm de 86 °C.

Tabela 5 -Diluicdes em Nuclease Free Water do DNA padrdo, média da Cp e das concentrag8es de DNA por pL

Sistema SYBR®Green.
Diluicdo DNA padréo Média do Cp Cépias de DNA por
ML
10° 18,12 1,09X10°
10* 21,64 0,85X10"
10° 24,98 0,97X10°
102 27,10 0,92X10?
10" 30,87 1,12X10"
10° 34,77 0,98X10°

Posteriormente, submeteram-se entdo as diluicbes do virus padrdo em extraidos de
SNC sabidamente negativos para o OvHV-2 (10° a 10° copias de DNA por pL), conforme
item 4.2.4 deste trabalho, para realizar o limiar de detec¢do da prova e avaliar possiveis
fatores de inibicdo presente no extraido. Sendo assim, o limiar de deteccéo foi de 10° copias

de DNA/UL, diluicdo na qual todas as amostras em triplicata, nas trés reacdes feitas em dias
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diferentes, apresentaram resultados positivos. A curva de Melting apresentou um pico Unico
de florescéncia, demonstrando assim a especificidade da reacdo, sendo que a Tm foi de
aproximadamente 86°C (figura 20,21 e tabela 6)
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Figura 20 Curva padréo realizada com o sistema SYBR® Green, diluicdes em extraidos de SNC sabidamente
negativos para o0 OvHV-2 10° a 10°. Valores da reacdo: Erro =0108; Eficiéncia = 2,001; Slope= -3,319.
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Figura 21 Curva de Melting realizada com o sistema SYBR® Green, diluices em extraidos de SNC sabidamente
negativos para o OVHV-2 10° a 100 com pico de Tm de 86 °C.

Tabela 6 Diluigbes em extraidos de SNC sabidamente negativos para o OvHV-2 do DNA padréo, média da Cp e
das concentrag6es de DNA por pL- Sistema SYBR®Green.

Diluicdo DNA padréo Média do Cp Cobpias de DNA por
ML
10° 18,14 1,1X10°
10* 21,65 0,95X10*
10° 24,99 0,99X10°
10 28,55 0,98X10°
10t 31,71 0,91X10*
10° 35,32 1,34X10°

Os resultados das cinco amostras in natura sabiamente positivas para a FCM pelo
histopatol6gico e cinco amostras in natura sabidamente negativas, submetidas em trés
reacbes feitas em trés dias diferentes nas condicbes de reacdo padronizada,
corresponderam ao esperado, indicando a validac@o e confiabilidade do uso da técnica na

rotina laboratorial para diagnéstico da FCM associada a ovinos.
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5.6 Padronizacéo e validacdo da qPCR-Sistema TagMan®

Para a padronizacédo da qPCR pelo sistema TagMan®, foi verificada a sensibilidade
analitica da prova. Para aperfeicoa-la, foram testadas diversas concentracGes dos primers
em conjunto com a probe, sendo que inicialmente foram testados as mesmas diluicées do
primer para validar o sistema SYBERGreen® com a probe a 80nM e, em segunda etapa,
foram testadas as melhores diluicbes do primer (500/500; 500/600; 600/500; 600/600nM) em
conjunto com diversas diluicbes da probe, (60-100nM) sendo que a concentragdo mais
eficiente dos primers (tanto forward quanto reverse) foi de 500nM e probe de 90nM,
conforme figura 22.

Amplification Curves

Primer 500/500nM e
nrohe 90nM
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Figura 22 Curva da melhor concentragdo dos primers forwgrd e reverse (500/500nM) e probe (90nM)- Sistema
TagMan™.

Determinado as melhores concentracdes dos primers e probe, submeteram-se entdo as
diluicdes em Nuclease-free water do virus padrdo (10° a 10° cépias de DNA por pL) para
determinar o limiar de deteccdo da prova. Este foi de 10° cépias de DNA/uL., diluicdo na
qual todas as amostras em triplicata, nas trés reacbes feitas em dias diferentes,

apresentaram resultados positivos (figura 23 e tabela 7)
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Amplification Curves
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Figura 23 Curva padrao realizada com o sistema TaqMan® , diluicBes em Nuclease Free Water 10° a 10°.
Valores da reagdo: Erro =0,0907 ; Eficiéncia = 1,979 ; Slope= -3,373

Tabela 7 Diluigbes em Nuclease Free Water do DNA padréo, média da Cp e das concentracdes de DNA por pL

Sistema TagMan®
Diluicdo DNA padréao Média do Cp Cépias de DNA por
pL
10° 18,34 1,02X10°
10* 22,1 0,97X10*
10° 25,4 1,03X10°
10? 29,2 1,01X10?
10! 32,4 0,99X10"

10° 35,3 0,97X10°
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Posteriormente, submeteu-se as diluicdes do virus padrdo em extraidos de SNC
sabidamente negativos para o OvHV-2 (10° a 10° cépias de DNA/uL), conforme item 4.2.4

deste trabalho, para realizar o limiar de deteccado da prova e avaliar possiveis fatores de

inibicdo presente no extraido. Obteve-se o limiar de deteccdo de 10° copias de DNA/LL,

diluicdo na qual todas as amostras em triplicata, nas trés reagdes feitas em dias diferentes,

apresentaram resultados positivos (figura 24 e tabela 8)
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Figura 24 Curva padrédo realizada com o sistema TagMan®, diluicdes em extraidos de SNC sabidamente
negativos para o OVHV-2 10° a 10°. Valores da reacdo: Erro =0,0723; Eficiéncia = 1,994; Slope= -3.336
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Tabela 8 DiluigGes em extraidos de SNC sabidamente negativos para o OvHV-2do DNA padréo, média da Cp e
das concentraces de DNA por pL- Sistema TagMan®.

Diluicdo DNA padréo Média do Cp Cépias de DNA por
pL
10° 16,73 0,98X10°
10* 20,3 1,04X10*
10° 23,3 1,01X10°
10? 27,1 0,92X10?
10" 30,4 1,05X10"
10° 34,8 1,15X10°

Os resultados das cinco amostras in natura sabiamente positivas para a FCM pelo
histopatolégico e cinco amostras in natura sabidamente negativas, submetidas em trés
reacOes feitas em trés dias diferentes nas condicbes de reacdo padronizada,
corresponderam ao esperado, indicando a validacdo e confiabilidade do uso da técnica na

rotina laboratorial para diagndstico da FCM associada a ovinos.

5.7 Andlise das amostras

Das 285 amostras de sistema nervoso central de bovinos, com sintomas neurol6gicos e
ou vesiculares encaminhadas aos laboratérios do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de
Sanidade Animal do Instituto Biolégico de S&o Paulo, no periodo de janeiro de 2012 a marco
de 2014, obteve-se 4,2% (12/285) de amostras positivas, fora os quatro casos de 2009, e
um caso de 2007 (tabela 9).
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Tabela 9 Identificagdo e dados das amostras positivas pelas técnicas moleculares. *NI: N&do informado

Relacdo
nimero Numero de
Identificacio Idade de Numero de copias de Resultado Municipio/
da amos%ra Ano (meses) ?:gptz'ss Cp copias de DNA em PCR estado
ou DNA/uL 150mg de gualitativa
doentes / tecido
rebanho
798/07 2007 96 1/21 26,41 | 1,51 X 10° 226,5 X 10° POS Assis/SP
G355/09 2009 36 2/350 26,84 | 1,15 X 10° 172,5 X 102 POS NI*/PE
G86/09 2009 | g 3/530 | 24,63 | 4,65X10> | 6945 X 10 POS NI*/PE
G2s1/09 | 2009 3 NI* 2645 | 1,48 X 102 222 X 102 POS LagoaPDEO“rO/
1398/09 2009 56 1/150 30,86 | 3,89 x 10° 583,5 X 10* POS Martinépolis/SP
364/12 2012 38 NI* 29,73 | 1,66 X 10* 249 X 10* POS Socorro/SP
11570112 | 2012 | g4 NI 3523 | 0,9X10° 135 X 10° NEG Cacapava/SP
24221/12 | 2012 18 1100 | 3094 | 2,92x10' | 139,26 X 10 POS Ribeirdo
Preto/SP
20428/13 2013 36 NI* 24,07 | 6,61 X 10° 991,5 X 10° POS Bujari/ AC
5587/13 2013 | g NI* 3522 | 0,90 X 10° 135 X 10° NEG Franca/SP
6414/13 2013 24 1/29 32,54 | 2,92 10t 438 X 10* POS Restinga/SP
7983/13 2013 48 5/350 | 33,27 | 1,43 X 10" 214,5 X 10 POS Itirapu&/SP
8011/13 2013 NI* 12/3106 | 33,61 | 1,10 X 10* 165 X 10* POS Queiroz/SP
8012/13 2013 48 1/397 28,88 | 3,94 X 10 591 X 10* POS Morungaba/SP
8013/13 2013 5 1/254 33,50 | 1,02 X 10* 153 X 10* POS ltaguacu/ ES
25605/13 2013 48 1/350 33,71 0,8 X 10* 120 X 10* POS Silva Jardim/RJ
2062/14 2014 36 3/144 | 34,99 | 1,02 X 10° 153 X 10° NEG Itirapina/ SP

na gPCR e 3 foram positivas na gPCR e negativas na PCR qualitativa (tabela 10).

Das amostras positivas, 14 foram positivas tanto na PCR qualitativa como também
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Tabela 10 Comparacgéo dos resultados obtidos entre as técnicas de PCR qualitativa e gPCR das 290 amostras
testadas para OvHV-2.

PCR qualitativa

Total
Positivo Negativo
Positivo 14 3 17
qPeR Negativo 0 273 273
Total 14 276 290

Todos os animais listados na tabela 9 apresentavam quadro clinico neuroldgico. No
entanto, aqueles positivos tanto na PCR convencinal como qPCR apresentavam, ainda,
sinais clinicos indicativos de FCM como tremor, depressao, ataxia, sialorreia, secrecdo nasal
muco-purulenta, caquexia, hiperemia ocular, opacidade de cérnea, pequenas ulceracdes do
focinho, incoordenacéo, fotofobia, agressividade, alteracbes do comportamento, cegueira,
movimentos de pedalagem, entre outros.

Da amostra 20428/13 foram, tanto coletadas quanto analisadas separadamente,
diversas partes do SNC, rim, figado, leucécitos do sangue periférico, suabe nasal, olho e
linfonodo, a fim de verificar a variagdo de positividade entre as amostras para averiguar a
possivel detec¢do do virus em diversos tecidos alvos e obteve-se resultado positivo em
todas amostras, tanto pela PCR qualitativa quanto gPCR (ambos sistemas).

Foram confrontados os resultados da PCR e histopatol6gico sendo que 47,05%
(8/17) apresentaram lesdes histologicas sugestivas de FCM, em menor e maior grau
(amostras 798/07; G355/09; G86/09; G251/09; 364/12; 20428/13; 812/13 e 25605/13).

Essas lesBes estao ilustradas nas figuras 25 a 31, fotos das laminas histoldgicas da
rete mirabile carotidea; coértex cerebral; cerebelo; talamo; 6bex e rim da amostra do

municipio de Assis/SP, tida como virus padrédo neste estudo.



Figura 25 Rete mirabile carotidea com moderado infiltrado inflamat6rio mononuclear na tinica adventicia (HE,
aumento 200X)

Figura 26 Cértex cerebral com discreto infiltrado mononuclear meningeo (HE, aumento 200X)




Figura 27 Cértex cerebral com moderado manguito perivascular mononuclear na substancia cinzenta (HE,
aumento 200X)

Figura 28 Cerebelo com moderado infiltrado mononuclear meningeo (HE, aumento 100X)




Figura 29 Talamo com intenso manguito perivascular mononuclear no neurépilo (HE, aumento 100X)

Figura 30 Obex com moderado manguito perivascular mononuclear no neurépilo (HE, aumento 200X)
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Figura 31 Rim. Cortical renal com intenso infiltrado inflamatério mononuclear na tnica média e adventicia e
hialinizagdo na tinica média (HE, aumento 100X).

Das amostras positivas nos métodos moleculares 52,94% (9/17) ndo apresentaram
lesdes histolégicas sugestivas (amostras 1398/09; 24221/12; 6414/12; 11570/12; 7983/13,;
5587/13; 8011/13; 813/13 e 2062/14). No entanto, vale ressaltar que a porgdo do SNC
analisada, na maioria das amostras, néo foi a de eleicdo para FCM (rete mirabile carotidea)
e sim outras partes do SNC.

5.8 Andlise das sequéncias de nucleotideos e aminoacidos

As substituicbes de nucleotideos e aminoacidos encontrados nas 13 amostras
sequénciadas (Anexo 3) estdo descritas no quadro 12.



Quadro 12 Amostras e as respectivas posi¢gdes dos codons onde foram observadas substituigées de
nucleotideos (negrito e sublinhado) e aminoacidos dentre as 13 amostras sequénciadas.

Substituicéo

Substituicao

Posicéo do Tipo de
Amostras de o de
codon substituicao _ _
nucleotideos aminoacidos
1398/09, _ Sem
14 GTC~>GTT Transicao o
20428/13 substituicdo
1398/09, Sem
35 CAG—>CAA Transicao o
20428/13 substituicdo
1398/09, Sem
38 GTA>ATA Transicao o
20428/13 substituicdo
Sem
1398/09 59 TIGC>GGC Transverséo o
substituicdo
24221/12, Sem
29 GTA>GGA Transverséo o
25605/13 substituicdo
812/13 35 CAC>GAC Transversao HIS>ASP
Sem
25605/13 29 GTA>GGA Transicao o
substituicdo
1398/09 59 TGC>GGC Transversao CYS>GLY
1398/09,
161 AAA>GAA Transicao LYS>GLU
20428/13
8012/13, 8013/13, _
225 GCT>ACT Transicao ALA>THR
25605/13
8012/13, 8013/13,
261 GIG>GGG Transversao VAL->GLY
25605/13
Sem
8013/13,25605/13 264 GCA->CCA Transverséo o
substituicdo
8012/13,
267 GCA~>TCC Transicao ALA->SER
25605/13,7983/13
Sem
8013/13 267 GCA->GCG Transversao
substituicdo
Sem
7983/13 263 GCA->CCA Transversao

substituicdo
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A identidade entre as 13 amostras sequenciadas neste estudo variou 90,9% a 100%,

e dessas com as sequéncias depositadas no GenBank (Alemanha, Ucrania, india, Africa do
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Sul e de diversos estados brasileiros) variou de 90,9 & 100%. As amostras 6414/13, 364/12;
G251/09, 1398/09, G86/09, 798/07, 20428/13, 7983/13, G355/09, 24221/12 apresentaram
um alto grau de identidade tanto entre si como entre as sequéncias obtidas no GenBank
(98-100%). As amostras 8012/13 e 8013/13 apresentaram menor grau de identidade (95-
97%) tanto entre si como entre as sequéncias obtidas no GenBank, sendo que a 25605/13

foi a que se obervou menor grau de identidade (90,9-93,5%) conforme anexo 4.

Para a construcdo da arvore filigenética, baseada em distancias entre sequéncias de

caractereres, foi utilizado o algoritmo Neighbor-joining usando o modelo evolutivo Kimura 2

Pardmetros com bootstrap 1000 réplicas. Somente valores acima de 50% foram aceitos

(figura 32).
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*1398-09/Martinépolis-Sao Paulo
*20428-13/Bujari-Acre
Bis&o/india-2012
BJ1035/Ucrania-1993
Bisao/india-2012
Cabra/Alemaha-2007
*364-12/Socorro- Sdo Paulo
Bovino/Africa do Sul-2004
Bovino/Rio Grande do Norte- 2008
Alce/Alemanha-2007
*G86-09/NI-Pernanbuco

Genoma Completo/EUA-2007
Cabra/Alemanha-2006
Bisdo/Alemanha-2007
Bovino/Africa do Sul-2005
Sambar/Alemanha-2006
*6414-13/Restinga-S&o Paulo
*G251-09 Lagoa'douro-Pernambuco
*798-07/Assis-Sao Paulo
*G355-09/NI-Pernanbuco
Bezerros/Parana-2012
*24221-12/Ribeirdo Preto-S&o Paulo
*8012-13/Morumgaba-Sao Paulo
*8013-13/ ltaguagu- Espirito Santo
*7983-13/ltirapua-Sao Paulo
*25605-13/Silva Jardim-Rio de Janeiro

Alcelaphine herpesvirus 1

Figura 32 Filograma das sequéncias nucleotidicas obtidas neste estudo alinhadas com as sequéncias do OvHV-
2 disponiveis no GenBank. A arvore foi construida pelo algoritmo Neighbor-joining usando modelo evolutivo
Kimura 2 Parametros, com bootstrap de 1000 réplicas. *Amostras sequenciadas neste estudo.
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Analisando-se a arvore filogenética, nota-se que, inicialmente, formam-se 2 grupos,
sustentados por um bootstrap de 66%, um com amostras analisadas neste estudo de Sdo
Paulo e Espirito Santo do ano de 2013, e outro com todas as outras 11 amostras analisadas
neste estudo e as sequéncias referéncias obtidas no GenBank.

Neste segundo grupo formam-se 2 subgrupos, suportados por um bootstrap de 79%,
contendo a maior parte das amostras analisadas neste estudo (sete), de diversos estados
brasileiros, além das sequéncias referéncias do GenBank de paises diferentes, como
Alemanha, Africa do Sul e Estados Unidos, e de hospedeiros diferentes, como cabra, bis&o,
bovino, entre outros.

Deste terceiro subgrupo formam-se outros 2, suportados por um bootstrap de 84%,
com sequéncias da India, Ucrania e Alemanha e, deste Ultimo, suportado por um bootstrap

de 89% forma-se o subgrupo com amostras de S&o Paulo e Acre.

5.9 Isolamento viral em cultura celular

Foram realizadas 15 passagens em cultura celular de SNC, figado, rim, olho e
linfonodo de uma amostra de 2013, sabidamente positiva para OvHV-2, com concentragcao
de aproximadamente 6,0X10° cépias de DNA/UL e com lesBes histopatoldgicas
caracteristicas da FCM. Nao parou-se na 3° passagem, como geralmente € preconizado no
isolamento viral, por se tratar de um virus com histérico, na literatura, de dificil isolamento in
vitro. Nas 15 passagens nédo foi observado efeito citopatico, permanecendo assim o tapete
celulra integro (figura 33).

Figura 33 Monocamada de células MDBK sem efeito citopatico.
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Justamente por ndo haver muitos dados de isolamento do OvHV-2 em cultura
celular, ndo ha a certeza se 0 mesmo causa efeito citopéatico. Por esse motivo, foi realizado
gPCR, sistema TaqMan®, de todas as passagens realizadas, para averiguar se houve
aumento do titulo viral. Observou-se que da 1° para a 2° passagem houve um pequeno
aumento do titulo viral, porém nas passagens seguintes ndo se detectou a presenca do
virus. Na figura 34 encontra-se o resultado obtido do SNC. Obtiveram-se resultados
semelhantes em amostra de figado, olho, rim e linfonodo. Vale ressaltar que se repetiu a 1°,
2°, 3°, 4° e 5° passagem e obteve-se 0 mesmo resultado.

Amplification Curves
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2° passagem

10,286
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4,286

Flucrescence {465-510)
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*

5 10 15 20 75 En 3 40 | 45
Cycles 3° a 15°passagem
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Figura 34 Reacéo gPCR, sistema TagMan®, das 15 passagens em cultura celular de SNC positivo para OvHV-2
e controle positivo 10° copias de DNA/pL.
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6. DISCUSSAO

6.1 Extracdo material in natura

Dos protocolos de extracdo testados para material in natura (DNAzol® (Invitrogen),
Trizol® (Invitrogen) e Wizard®Genomic DNA Purification kit (Promega)), o mais eficiente foi 0
Trizol®, no qual obteve-se maior intensidade de banda e o tinico que obteve-se repetibilidade
(triplicata no mesmo dia) e reprodutibilidade nos trés procedimentos realizados em trés dias
diferentes.

O protocolo do DNAzol®, apesar da facilidade da execucéo e de ser um método réapido e
pratico, assim como o Wizard®Genomic DNA Purification kit, ndo produziram bons
resultados, pois em ambos ndo houve repetibilidade e reprodutibilidade do método, uma vez
gue houve diferencas na intensidade de banda e ndo amplificacdo em dias diferentes. Por
este motivo elegeu-se o Trizol® como método de extracdo padrdo para OVHV-2 neste
estudo, pois houve reprodutibilidade além da boa qualidade do DNA extraido. No entanto,

por ser toxico, sua manipulagdo exige cuidados nos processos laboratoriais.

6.2 Extracdo material parafinado

A extracdo do DNA de amostras emblocados em parafina € de grande importancia, tanto
para estudos post-mortem retrospectivos da epidemiologia molecular e analise sobre a
evolucéo viral através do tempo. No entanto, o sucesso da extracdo do acido nucleico de tal
material € um grande desafio. InUmeros empecilhos decorrentes do processamento do
material comprometem a qualidade do DNA, como o tempo de prefixacdo, fixacdo,
fragmentacdo do DNA e temperatura de processamento do material. Além do que, o modo
como esse material foi preparado pelo histologista € um fator crucial para o nao
comprometimento da amostra para processos moleculares.

Assim, os processos histolégicos causam alteracdes significativas na estrutura e
constituicdo do DNA, que atuam de forma negativa nos passos subsequentes a extracao,
como PCR qualitativa e qPCR.

O formol é um 6timo fixador, no qual tecidos podem permanecer por mais de 10 anos

sem significativas modificagdes na sua estrutura. No entanto, quando exposto a luz, o formol
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se transforma em acido férmico, provocando reducdo do pH do material, alteracdo
desfavoravel as técnicas moleculares. Estudos quimicos feitos entre formaldeido e &cido
nucleico demonstraram que a reacao bésica entre eles é similar a observada na interacao
entre formol e proteina, onde h& quebra de ligacdes de ponte de hidrogénio e desligamento
de bases em regides ricas em adenina e timina da dupla fita de DNA, deshaturando-o e
criando novas interagBes quimicas (SCORSATO; TELLES, 2011).

Contudo, a extragcdo do DNA de material emblocado em parafina tem-se apresentado
uma opc¢ao variavelmente bem sucedida. Existem, na literatura, inimeros protocolos, sendo
que o método mais frequentemente utilizado é a desparafinizacdo da amostra com o auxilio
de calor e/ou solvente organico.

A qualidade dos cortes do tecido para a extracdo € um dos passos que interferem no
procedimento, estes devem conter a minima quantidade possivel de parafina, sendo
necessaria a remocao do excesso manualmente, antes da desparafinizacéo.

No protocolo descrito por Chan et al. (2001), a remogé&o da parafina é feita somente pela
acao do xilol (solvente), o que ndo deu certo em primeiro teste de extracdo. Neste trabalho,
para aperfeicoar, atrelou-se tanto a remogéo por lavagens em xilol como também o uso do
calor, aquecendo o solvente a 65°C (para fundir a parafina) melhorando assim a penetracao
do solvente na amostra.

Como o xilol inibe a acdo da proteinase K (utilizado em etapa posterior, na extracao) é
necesséria a remogdo deste do tecido. Para isso utilizam-se lavagens em etanol. Para
melhorar a digestao do tecido é necessario hidrata-lo. Para isso fez-se a retirada do xilol em
banhos com porcentagens decrescente de etanol, outra adaptacdo feita no protocolo
recomendado por Chan et al.(2001). A partir do material hidratado inicia-se a lise do tecido.

Até este ponto (desparafinizacdo), todos os protocolos testados neste estudo tem
praticamente o mesmo principio, incluindo os kits comerciais, diferindo assim o modo da
digestao.

O protocolo recomendado por Chan et al. (2001) utiliza o detergente SDS combinado
com a proteinase K, realizando digestdo enzimatica, que apresentou resultado eficiente na
extracdo. O método de purificagdo utilizado foi o padréo fenol/cloroférmio, baseado na
diferenca de solubilizagcdo de &cidos nucleicos, proteina e lipidio onde, na fase aquosa,
encontra-se 0 DNA. Este método também foi eficiente, no entanto, por ser toxico, sua
manipulacdo exige cuidados e necessita de vérias fases no processo laboratorial. Apesar do
sucesso da extracéo deste protocolo, 0 mesmo ndo apresentou repetibilidade.

O protocolo recomendado por Nascimento et al. (2003) utiliza o Wizard Genomic DNA
Purifications Kit (Promega) para digestdo do tecido e purificacdo do extraido, no qual

obteve-se um DNA fragmentado e inibidores de PCR.



87

Quanto aos kits de extracdo, mesmo com a visita e acompanhamento técnico da
empresa fornecedora, ndo se obteve sucesso na extracido do DNA, sendo que NucleoSpin®
FFPE DNA (Macharey- Nagel), Invisorb® Spin Tissue Mini Kit (STRATEC Molecular), n&o foi
eficiente na extragdo do DNA, DNA Mini Kit (Analytik Jena) e o QlAamp DNA FFPE kit
(QIAGEN) obteve-se arrasto na eletroforese, indicando que houve fragmentacdo e ma
qualidade do DNA obtido. No Hight Pure FFPET DNA Isolation Kit (Roche Molecular
Systems, Foster City, CA), ndo se obteve curva na gPCR.

Outro fator que interfere no sucesso da extracdo de material parafinado € o tempo de
fixacdo e emblocamento do tecido. Crawford et al (1999) relataram que sinais de PCR foram
detectados a partir de tecidos fixos por periodo de até 45 dias. Dai em diante, o0 nimero de
tecidos produzindo sinais positivos diminuiu progressivamente. Talvez por esse motivo que
neste trabalho ndo se obteve tanto sucesso na extracdo de material parafinado, por se
tratarem de amostras fixas e emblocadas a, no minimo, cinco anos.

Além de tudo ja dito, também existe a possibilidade da auséncia do virus nas lesbes
histologicas caracteristicas da FCM ou no corte realizado, sendo este o0 motivo da néo

amplificacdo do gene alvo e ndo o insucesso da extracao.

6.3 Padronizacdo e validagdo da PCR qualitativa e qPCR

A FCM em bovinos é frequentemente diagnosticada, no Brasil, pelos sinais clinicos,
achados de necropsia e histopatologia (TORRES, 1924; DOBEREINER; TOKARNIA, 1959;
BARROS et al., 1983; MARQUES et al., 1986; BAPTISTA; GUIDI, 1998; DeMARTINI, 2000;
SILVA et al., 2001; SOUSA et al., 2009).

No entanto, o diagndstico da FCM feita pelos sinais clinicos, nem sempre é confiavel,
uma vez que podem ser confundiveis com outras doencas e, nos achados de necropsia e
histopatologia, pode ndo haver as lesdes caracteristicas, além do que nos dois ultimos é
indispensavel que haja a morte do animal, subdiagnosticando assim a doenca.
InvestigagOes recentes, por métodos moleculares e imunodiagndstico, parecem confirmar
gue alguns animais infectados podem se recuperar depois de leve ou mesmo muito grave
quadro clinico. Alguns estudos indicam que um numero significativo de animais pode tornar-
se infectado, sem desenvolver a doencga clinica (OIE, 2013).

Assim a técnica da PCR é uma 6tima op¢do para o diagnostico da FCM. Suas
vantagens incluem: a técnica pode ser utilizada tanto no exame ante-mortem, permitindo a
deteccdo precoce do agente causal da FCM propiciando atendimento em tempo oportuno

evitando perdas econdmicas, como post-mortem, tem grande sensibilidade e especificidade;
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permite diagnosticar casos de FCM que néo apresentem todos os sinais clinicos classicos,
como 0s casos crénicos com recuperacdo da doencga clinica e a aplicacdo da técnica em
tecidos fixados e emblocados em parafina pode ser utilizada para caracterizar o agente,
especialmente em estudos retrospectivos (GARMATZ et al., 2004).

Por este motivo que padronizou-se e validou-se, neste trabalho, a técnica de PCR
gualitativa e qPCR para o OvHV-2.

O controle positivo utilizado para determinar a sensibilidade analitica da técnica foi
uma amostra proveniente de um caso diagnosticado pelo Laboratério de Viroses de
Bovideos e Laboratério Anatomia Patoldgica do Instituto Biologico em 2007 da cidade de
Assis, Estado de Sao Paulo (SP). O fato de ser utilizada uma amostra brasileira para a
validagdo é de grande importancia e € um fator crucial, pois o grande alvo é o diagndstico de
variantes e casos brasileiros do virus. No entanto, com o sequenciamento desta amostra
obteve-se homologia de 98-100% com isolados tanto do Brasil como outras partes do
mundo, evidenciando a confiabilidade do uso desta amostra como controle e determinagéo
do limiar de detecg&o da prova, pois esta pode representar as variantes circulantes no Brasil
e possivelmente no mundo.

Utilizou-se diluicGes seriadas para determinacdo da sensibilidade analitica tanto da
PCR qualitativa como da gPCR.

A PCR qualitativa apresentou um limite de deteccgéo de aproximadamente 10* copias
de DNA/UL na primeira amplificacdo da semi-nested PCR e 10? copias de DNA/UL na
segunda amplificacdo, o que representa uma boa sensibilidade analitica em ambas as
amplificacdes.

A Semi-Nested PCR busca melhorar a sensibilidade e a eficiéncia da reac¢ao a partir
do segmento gendmico, amplificando primeiro de forma abrangente, copiando até mesmo
sequéncias localizadas fora da sequéncia-alvo e depois, utilizando este primeiro produto, a
amplificacdo da real sequéncia-alvo. Estas duas etapas séo realizadas separadamente, em
duas reacgdes, caracterizando a Semi-Nested PCR (VIEIRA, 2008). No entanto esta oferece
vantagens e desvantagens. Ao aumentar a sensibilidade e a especificidade da primeira
etapa a partir da segunda, a técnica se apresenta como uma alternativa vantajosa em
relacdo a reacdo de PCR qualitativa com apenas uma etapa de amplificacdo. Além disso, a
transferéncia do primeiro produto amplificado serve para diluir inibidores de PCR que
eventualmente possam estar presentes na amostra inicial. Todavia, h& também
desvantagens, por despender de mais tempo, mais reagentes, oferecer maior risco de
contaminacao por manipulagfes excessivas do amplicon no laboratério, além de aumentar o
risco da ndo deteccéo de variantes OvHV-2 (PERSING, 1993; REBOUCAS, 2001).

Neste estudo, foram avaliados as vantagens e desvantagens de se manter a Semi-

Nested para deteccao do OvHV-2. Comumente a Semi-Nested torna a reagdo mais sensivel
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e especifica. No entanto constatou-se um limite de deteccdo 10X menor quando realizada
as duas amplificaces que, aliado ao maior tempo de execucdo, maiores custos (devido ao
uso de mais reagentes), e principalmente, maiores do risco de contaminagédo (decorrente
das manipulagdes excessivas do amplicon no laboratdrio) néo justificariam o seu uso.

Utilizando-se os primers 556 e 555 (segunda amplificacdo), apos o gradiente de
temperatura, obteve-se um limiar de deteccdo 10° copias de DNA/UL e utilizando-se os
primers 556 e 755 (primeira amplificac&o), obteve-se um limiar de deteccdo de 10* copias de
DNA/UL. Esta diferenca de sensibilidade das amplificacbes deve-se provavelmente a
diferenca de temperatura de Melting dos primers (755: 56,6°C; 556: 61,8°C e 555: 66,9°C).

Como o fragmento obtido na primeira amplificacdo, apesar de mais amplo, é
especifico e ndo cruza com outros virus ou sequéncias genémicas (verificado no BLAST
com o sequenciamento do fragmento de 422 pb da primeira amplificacdo da amostra
padréo) e o limiar de detecgéio é boa (10" copias de DNA/uL), definiu-se como padréo o uso
somente da primeira amplificagéo, utilizando os primers 556 e 755 na detec¢do do OvHV-2 e
0 uso da Semi-Nested somente em casos especificos a serem avaliados. Esta deciséo
corrobora com Headley et al. (2012) que também eliminou a segunda amplificacdo para
deteccdo do OvHV-2 em seu estudo.

A concordancia entre as triplicatas e os resultados das amostras sabidamente
positivas e negativas demonstrou a validacdo da PCR qualitativa, o que atendeu as
expectativas devido a alta sensibilidade analitica, sendo que os resultados obtidos justificam
a sua introducao na rotina laboratorial para pesquisa do virus em diversos 6rgéos alvos do
OvVHV-2, leucdcitos do sangue periférico e suabe.

No entanto, o uso de PCR qualitativa como método de rotina para confirmacao clinica de
FCM nos laboratérios de diagnéstico pode ser problematico, devido a ser susceptivel a
significativa contaminagdo do amplicon e ser mais demorado se comparado com a PCR
quantitativa.

Sendo assim, a PCR quantitativa pode tornar-se o teste de escolha, por ser realizada em
um sistema fechado, a leitura é feita através da captacdo de fluorescéncia, obtencéo de
resultados automatizados, além de permitir a quantificacdo dos fragmentos de interesse e 0
acompanhamento das reagfes em tempo real. Esse método eliminou etapas e ha a
diminuicdo do risco de contaminacdo das amostras e resultados falso-positivos, além de
evitar o uso de solu¢des mutagénicas, como brometo de etideo.

A sensibilidade analitica da qPCR, tanto pelo sistema SYBR®Green como TagMan®
foi de 10° copias de DNA/UL, o que representa uma alta sensibilidade analitica. Esta é 10X
maior que a sensibilidade analitica da PCR qualitativa, padronizada neste trabalho, o que é
esperado, pelo fato da gPCR ser uma técnica mais sensivel e especifica que a PCR

qualitativa.
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A curva padréo, tanto pelo sistema SYBR®Green como TagMan®, foi gerada através
do ponto de corte dos valores do Threshold Cycler (Ct) em fase linear logaritmica de
amplificacao frente diluicdes do virus, para calcular o coeficiente angular da reta (slope) e
para calcular a eficiéncia da amplificacédo (E), e estes ficaram dentro do padréo (slope de
aproximadamente -3,3 e eficiéncia de aproximadamente 2,0), o que indica a validagédo e
padronizacdo de ambas as técnicas.

Para a precisdo inter-ensaio e intra-ensaio, foi avaliado o coeficiente de variacdo do
Ct obtidos para cada diluicdo padrao, testado em trés reacdes independentes e, como nao
houve variacdo significativa dos Ct, conclui-se que se trata de reacfes precisas. Tanto o
sistema SYBR®Green como TagMan® apresentaram repetibilidade e reprodutibilidade, pois
ndo houve variacdo da curva padrdo inter-ensaio nas trés corridas independentes, em
triplicada.

Nao houve diferenca significativa de sensibilidade das diluicdes realizadas em
Nuclease Free Water e extraidos de SNC sabidamente negativos para OvHV-2, indicando
que n&do ha inibidores de PCR e, portanto, a extracéo feita com Trizol® é uma boa opgéo
para a realizacdo da qPCR, tanto sistema SYBR®Green como TagMan®.

Hua et al. (1999) relataram a sensibilidade analitica de 30 cépias de DNA/UL no seu
ensaio, no entanto, ele utilizou sequéncias de primers e sonda diferentes das utilizadas
neste estudo. Hiissy et al. (2001), em reacdo de qPCR (sistema TagMan®) utilizaram as
mesmas sequéncias de primers e probe deste trabalho, e obteve uma sensibilidade analitica
de 10 ou mais copias de DNA/uL (Ct de aproximadamente 40) e Traul, et al. (2007), em sua
reacdo, foi capaz de detectar até 50 cOpias de DNA/uL. Assim, a sensibilidade analitica
obtida neste estudo foi superior a dos trabalhos referidos, o que demonstra otimizacdo na
reacdo sistema TagMan® e sua confiabilidade para deteccdo do OvHV-2, tanto pela alta
sensibilidade analitica, como pela reprodutibilidade e linearidade da reacao.

Embora ndo se encontrou na literatura estudos de FCM realizados com sistema
SYBR®Green, os resultados obtidos neste estudo sugerem que este seja um método
confiavel e seguro para deteccdo do OvHV-2, porque, assim como o sistema TagMan®,
apresentou uma boa sensibilidade analitica, reprodutibilidade e linearidade na reacéo, além
da especificidade, verificada pela curva de Melting.

Os resultados obtidos justificam a possivel introducdo da gPCR, tanto sistema
TagMan® como também sistema SYBR®Green, na rotina laboratorial para pesquisa do virus
em diversos 6rgdos alvos do OvHV-2, leucécitos do sangue periférico e suabe.

Apesar dos resultados obtidos serem satisfatérios, é de grande importancia
constantes monitoramentos para verificar o desempenho dos testes moleculares, uma vez
gue haja a possivel introducéo sorotipos diferentes, aliada a novas partidas de reagentes e

primers, o que podem alterar os resultados.
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6.4 Andalise das amostras positivas

A FCM ocorre naturalmente, na maioria das vezes, de forma esporadica, afetando
poucos animais do rebanho e, geralmente, leva este animal a morte. Fato este comprovado
pelos resultados obtidos neste estudo, sendo que o OvHV-2 apresentou baixa frequéncia
(5,86%), incluindo, nesta porcentagem, possiveis animais portadores do virus (aqueles que
apresentam o virus latente). E uma doenca que, como visto na tabela 9, independe da
idade, raca ou sexo do animal.

O sistema brasileiro de vigilancia da EEB conta com um laboratério de referéncia
Nacional (Lanagro/PE) e quatro laboratdrios credenciados que atendem principalmente a
regido em que estdo situados (Laboratério de Anatomia Patolégica IB/SP, Centro de
Diagnostico “Marcos Enrietti CDME/PR, Laboratério do Instituto Mineiro de Agropecudria
(IMA)/MG e Lanagro/ PE). Tendo em vista que a amostragem examinada pertence ao banco
de amostras de bovinos acometidos por doenga neuroldgica estocado no LVB/IB e
Laboratério de Anatomia Patoldgica/IB e este faz parte do sistema de vigilancia do estado
de S&o Paulo, justifica a maioria das amostras positivas serem do estado de S&o Paulo, pois
tendéncia os resultados ndo significando, dessa forma, que no estado de S&o Paulo a
frequéncia de animais com FCM seja maior. Na maioria das propriedades com amostra
positiva, era feita a criacdo consorciada de bovinos e ovinos, fator de risco para a FCM
ovino-associada.

Como esperado, houve mais amostras positivas ha gPCR do que na PCR qualitativa.
Isso se deve, provavelmente, a diferenca de sensibilidade entre as técnicas, uma vez que a
sensibilidade analitica da PCR qualitativa é de 10" cépias de DNA/pL e da qPCR é de 10°
cOpias de DNA/UL (ambos sistemas), ou seja, a gPCR é 10X mais sensivel que a PCR
qualitativa, fato este provado pela concentracdo de DNA viral das amostras negativas na
PCR qualitativa e positivas na gPCR (concentracéo estas abaixo de 10" copias de DNA/pL).

As amostras com maior nimero de particulas virais (superior a 10* copias de DNA/pL)
apresentaram lesdes histolégicas caracteristicas da FCM. No entanto, amostras com
concentragdes mais baixas (inferior 10" copias/uL) ndo apresentaram lesdes histologicas, o
que é esperado, uma vez que, geralmente e dependendo da viruléncia, a concentracdo do
virus em um organismo é diretamente proporcional ao efeito que este causa nele.

Vale ressaltar que, na maioria das amostras, ndo foi analisada, tanto pelos métodos
moleculares como pela histologia, rete mirabile carotidea, amostra de eleicdo para FCM.
Talvez por esse motivo ndo se observou lesdes histologicas caracteristicas em algumas
amostras. Esta observacdo demonstra a importancia da implantacdo do diagndéstico

molecular, mais sensivel, especifico, agil e seguro do que outros métodos, facilitando assim
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a deteccdo do OvHV-2, tornando-a possivel em diferentes 6rgéos alvos e fluidos (ndo so a
rete mirabile carotidea) e em baixos titulos virais, além de ser possivel o diagndstico ante-
mortem em leucécitos do sangue periférico, por exemplo, ndo havendo a necessidade da
morte do animal.

Também alerta para a importancia da coleta e envio do material correto para o
diagnostico histologico, uma vez que o patologista ndo recebe, na grande maioria das
vezes, 0 material adequado para o diagndstico da FCM (rete mirabile carotidea), sendo
inviavel confirmar o caso por histopatologia, subdiagnosticando assim a doenca. O
diagndéstico molecular é fundamental nesses casos, pois apresenta bom desempenho para
detectar o agente em varios 6rgaos e fluidos, porém deve-se sempre associar positividade
da PCR e lesdes teciduais microscoépicas, a fim de interpretar corretamente a andlise
laboratorial, diferenciando a infecg&o viral latente de ativa, para o OvHV-2, pela presenca de
lesBes teciduais associadas a presenca do agente viral.

Os achados deste estudo confirmam a necessidade de provas de diagndstico
especificas para identificagdo do agente da FCM nos casos de transtornos nervosos, ja que
ndo houve concordancia entre os achados histopatoldgicos e moleculares, levando a
resultados falso-negativos quando € realizada apenas a analise histolégica em materiais
onde néo se foi coletada nem enviada para andlise histopatoldgica a rete mirabile carotidea.
Ressalta-se sempre que o ponto critico do diagndstico acaba sendo a coleta de amostras,
sendo necessario o treinamento de veterinarios na realizagdo desta tarefa, havendo
literatura especializada disponivel para esta consulta (PITUCO et al., 2010).

N&o é possivel, afirmar pela PCR positiva, que a causa da morte do animal foi devida ao
agente causador da FCM, tendo em vista que infec¢des latentes podem ser detectadas. No
entanto, esta informac&o é fundamental na vigilancia epidemioldgica da doenga.

Analisando-se a arvore filogenética desde estudo e o grau de identidade entre as
amostras, sugere-se que, possivelmente, o OvHV-2 circulante no Brasil € semelhante aos
circulantes no mundo, pois foram analisadas amostras de diversos continentes, em
diferentes anos e de diferentes hospedeiros e ndo observou-se grande variacdo genémica.
Este achado demonstra a confiabilidade do uso da PCR qualitativa e gPCR direcionada ao

ORF75, padronizada e validada neste estudo, no diagnéstico da FCM ovino-associada.
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6.5 Isolamento viral em cultura celular

O OvHV-2 j4 foi transmitido experimentalmente para coelhos e hamsters, que
desenvolvem lesdes caracteristica da FCM (OIE, 2013). No entanto, varios estudos relatam
a dificuldade de se isolar o OvHV-2 em cultura celular.

Contudo, Bastawecy et al. (2012) obtiveram sucesso no isolamento em cultura
celular a partir do epitélio lingual de bovino e bufalo, naturalmente infectado, com FCM, no
Egito.

No presente estudo, ndo se obteve sucesso no isolamento do OvHV-2 em cultura
celular, mesmo realizando 15 passagens celulares. O insucesso do isolamento foi
comprovado na gPCR, onde se observou um aumento do titulo viral até a 2° passagem,
negativando nas passagens seguintes. O mesmo resultado observou-se nas repeticoes.

Taus et al. (2005), descreveram diferencas genéticas do virus obtidos a partir de
secrec¢do nasal de ovelhas infectadas e de células T do leucécitos de sangue periférico de
bovinos com FCM. Diferengas essas em ORFs que, provavelmente, codificam o complexo
helicase-primase, o que pode estar relacionado com a propagacdo e desenvolvimento do
virus in vitro.

A auséncia de uma cultura de células permissiva tem limitado o estudo de OvHV-2,

sendo que a busca de um sistema desse tipo continua sendo uma prioridade.



94

. CONCLUSAO

Dos protocolos testados para extracdo de material in natura, o mais eficiente foi o
Trizol®, o qual se obteve maior intensidade de banda e o Gnico em que se alcancou

repetibilidade e reprodutibilidade.

Dos cinco kits testados para extracdo de material parafinado e dois protocolos
recomendados pela literatura, o mais eficiente foi o que utilizou o xilol aquecido a
65°C para a remocgdo da parafina, digestdo enzimatica com o detergente SDS
combinado com a proteinase K, purificagdo por fenol/cloroférmio e precipitacdo em
isopropanol, no entanto ndo apresentou repetibilidade.

Foi possivel padronizar e validar a PCR qualitativa para o OvHV-2, sendo que
eliminou-se a segunda amplificacdo, com sensibilidade analitica de 10* cépias de
DNA/uL.

Foi possivel padronizar e validar a qPCR sistema SYBR®Green e TagMan®, com
sensibilidade analitica de 10° copias de DNA/UL em ambos.

Das amostras analisadas in natura obteve-se 4,8% (14/290) de positividade na PCR
qualitativa e 5,86% (17/290) na gPCR, a discordancia da porcentagem de

positividade possivelmente é devido a diferenca de sensibilidade entre as técnicas.

Quando confrontados os resultados dos métodos moleculares de diagnéstico e
histopatoldgico, houve discordancia entre as porcentagens de positividade, pois na
grande maioria das vezes a rete mirabile carotidea néo é coletada e enviada para
analise histopatoldgica, evidenciando a necessidade de treinamento dos veterinarios
em técnicas de colheita e envio de amostras de SNC bovino. Sendo assim, faz-se
necessaria a padronizagdo de métodos mais especificos e sensiveis para
diagnéstico da FCM, de extrema importancia para a vigilancia epidemiolégica, uma

vez que 0s casos suspeitos requerem um diagnéstico rapido e preciso.

O uso dos métodos moleculares de diagnéstico (PCR qualitativa e qPCR)
direcionado ao ORF75 demonstrou ser viavel e uma alternativa mais rapida para o

diagnostico tanto ante-mortem como post-mortem da FCM. Portanto, estas técnicas
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podem e devem ser usadas, em conjunto, como ferramentas para o diagndstico

ante-mortem e post-mortem e na vigilancia epidemiolégica desta doenca.

8. As amostras positivas foram sequenciadas, confirmando o diagnostico clinico-

epidemioldgico, sendo que o OvHV-2 circulante no Brasil é, possivelmente,

semelhante aos circulantes do mundo.

9. Foram sem sucesso as tentativas de isolamento em cultura de células MDBK das

amostras positivas para OvHV-2 pela PCR e histopatolégico.
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ANEXOS
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Anexo 2 Certificado do comité de ética verso
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Anexo 3 Identidade entre as 13 amostras sequénciadas, baseada nas sequéncias de aminoacidos do ORF75

6414-13/Restinga-53c Paulo
364-12/Socorro- S3c Panlo
G251-09 Lagoa'douro-Pernambuco
1398-09/Martindépolis-%3o0 Paulo
G86-09/NI-Pernanbuco
796-07/Assis—-580 Paulo
20428-13/Bujari-Acre
7963-13/Itirapnid-3%3c Paulo
G355-09/NI-Pernanbuco

24221-12 /Ribeirdo Preto-5ic Pa
8012-13/Morumgaba-S3oc Paulo
8013-13/Itagmagu- Espirito San

25605-13/8ilva Jardim-Rio de J

6414-13/Restinga-%30 Paulo
364-12/5ccorro- 53c Paulo
G251-09 Lagoa'dounro-Pernambuco
1398-09/Martindpolis-Sdoc Paulo
GE6-09/NI-Pernanbuco
798-07/A==i=-530 Pamnlo
20428-13/Bujari-Acre
7983-13/Itirapni-S%3o Paulo
G355-09/HI-Pernanbuco
24221-12/Ribeirdo Preto-5io Pa
8012-13/Morumgaba-S3c Paunlo
8013-13/Itagunagu- Espirito San

25605-13/%ilva Jardim-Rio de J

6414-13/Restinga-53c0 Paulo
364-12/Socorro- S3c Panlo
G251-09 Lagoa'donro-Pernambuco
1398-09/Martindépolis-%3o0 Paulo
G86-09/NI-Pernanbuco
796-07/Assis—-580 Paulo
20428-13/Bujari-Acre

7963-13/Itirapnid-3%3c Paulo

10 20 20 40 50 &0 T

110 1z0 130 140 150 180 17

SerLeuXXXLeuProArgSerValGlnAspProArgSerLeuX¥{XSerProleuProGlnLlysProlen

210 220 220 240 250 280 27




G355-09/NI-Pernanbuco
24221-12/Ribeirdo Preto-53o0 Pa
8012-13/Morumgaba-53c Paunlo
8013-13/Itagunagu- Espirito San

25605-13/8ilva Jardim-Rio de J
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Anexo 3 Continuagao
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Anexo 4 Formulario Unico de Requisicdo de Exames para Sindrome Neuroldgica (FORM SN)

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA TRIAGEM: ENTRADA: _____

Secretaria de Defesa Agropecuaria — SDA LAB:

Departamento de Satide Animal — DSA .

e pm . P 1. Identificagdo ° | FORM- . -
FORM | Formulério Unico de Requisigdo de [ssng SRR | | | | | ‘ | || | | | ‘ conry I Mé0 O sim
: 2 o (utilizar apenas )
Exames para Sindrome Neurologica [l eiay bl Qutros: N° sequencal | ‘ ancl | “Fl

A — |dentificacdo do responsavel pela colheita da(s) amostra(s)
1. Nome 2. Registro profissional 3. CPF
4, Enderego 5. Municipio 6. UF
7. Telefone Fixo 8. Celular 9. FAX 10. E-mail
B - Identificagdo do responsavel pela remessa da(s) amostra(s)
1. Nome 2. Registro profissional 3. CPF
4. Endereco 5. Municipio 6. UF

7. Telefone Fixo 8. Celular 9. FAX 10. E-mail

C-Informagdes sobre o estabelecimento
1. Nome 2. Municipio de localizacio 3. Cédigo IBGE 4. UF

5. Proprietdrio 6. Produtor
7. Telefone Fixo 8. Celular 9. FAX 10. E-mail

Datum utilizado Formato Sexagesimal (Graus, Minutos e Segundos) Formato Grau decimal Quadrante estadual
Coordenadas _y [ sAD 69 Latitude: | ’O | ou | IHemisfério: [ Norte ou [ sul H v
geogréficas [ sirRGAS 2000

[ was 84 Longitude:

Ll [ o | | L]
D - Descrig3o do animal suspeito e do rebanho em que se encontrava

1. Espécie: [] Bovina [] Bubalina [J Equidea [J ovina [J caprina [J suina [ canina [ Felina [J Morcego hematéfago [] Morcego ndo-hematéfago [ Animal silvestre

2. Indicar pais de origem para bovino ou bubalino impartado: 3. Espécie do animal silvestre:

4. Para ruminantes, indicar local onde a amostra foi colhida: [] Estabelecimento de criagio [] Hospital veterinario [J Aglomeragges [] Outros:

5. Identificaco ‘Idade | |D Anos [] Meses | Raga: seo Im [ F

do animal:

6. Método para estipular idade (ruminantes): [_] Registro genealégico [] Cronologia dentdria ou cornual [[] Marcagio da vacina contra brucelose [_] Informado pelo responsével no Estabelecimento

7. No caso de ruminante, avaliar se ingeriu rag3o em alguma fase da vida: D Nao D Sim, quando: D Sem informagdo
8. N° de animais = No rebanho: Doentes: honos: | 9. Havia outras espécies afetadas?[_] N&o [] Sim, quais:
10. 0 animal morto 4 foi O raiva O clostridiose O sinomose O Leptospirose [ Botulismo
inad: do): N
vacinado para (quando) [ Encefalomielite equina O outra:
E - AgBes na propriedade suspeita e os sinais clinicos apresentados
. iz%:::;';c O propriedade [J Terceiros [J Vigilancia pelo SVO 2. Datas (dd/mm/azaa): Notificagiio> 1" visita > Provével inicio da doenca

3. No caso de ruminante, categoria do animal submetido 2 vigilancia (marcar apenas uma opgial:

D 3 Com sinais clinicos de doenca nervosa, por mais D 32 Com doenga cronica, caguetizante ou depauperante, por D 33 Em declbito ou que ndo se locomove D 34 Encontrado morto na fazenda

" 15 dias (marcar uma das opgdes do item 4) " mais de 15 dias sem ajuda ' ou notransporte
3.5. N3o aplicdvel para amostras de campo El 3.6. Bovino ou bubalino importado de pais de risco para EEB D 3.7 Com vinculo epidemiolégico de investigagdo de EET
4. Tipos de sinais clinicos apresentados (aplicivel apenas para categoria 3.1, e assinalar pelo menos uma cpgio de sinais):
[ Morte sibita [] Movimentos de pedalagem [] Nistagmo [ Paralisia flacida membros posteriores [] Apetite anémalo [ midriase [ convulsdes [] Tetania
[ pepressio [ Paralisa, mas alerta [ Tenesmo [ Paralisia flicida membros anteriores  [] Agressividade [ pismetria [ cegueira O sialorréia
[ ataxia [ Espasmos musculares [ incoordenacio [ Alteracio comportamental [ rFotofobia/aerofobia [] Priaprismo [] Tremores  [] Opistétono
5. Duragdo dos sinais clinicos heras [ Seminformagdo (S1) 6. Eutanasiade? [ Nao [ Sim
7. Havia animais gue se recuperaram dos sinais clinicos? D Nao D Sim D Sl = Percentual: 8 Houve contato direto de pessoas com animais suspeims?D Nao D Sim D Sl
F- Informacdes sobre a colheita, acondicionamento e conservagdo da amostra
1, Tipo de amostra enviada:[] Encéfalo [J Medula [J Visceras [J Outras: < Especificar
2. Data(dd/mmj/azaa) e hora (hh:mm) provavel da morte: as horas 3. Data (dd/mm/aaaa) e hora (hh:mm) da colheita da(s) amostra(s): 35 horas
3 : 1y = N Glicerina a 50% tamponada(exclusivamente para
4, Tempo entr Ihei nserv material: hor. . Mei : friger rmoli ngel ; N )
Tempo entre a colheita e 3 conservagio do material oras 3. Meio de conservagio DRE igerado DFO olizado DCo gelado parte anatdmica a ser submetida ao teste de raiva)
4
&
=
b2
3
2
[s]
H - Responsavel pela colheita | - Para uso exclusivo do laboratorio ou do SVO
1. Identificagdo da amostra no laboratorio:
Local 2. No caso de ruminante
submetido a teste de raiva " .
4
informar resultado para D Negatwo D Positivo
Data (dd/mm/aaaa) Carimbo e assinatura imunofluorescéncia direta

Formulario elaborado com base na Portaria SDA 168, de 27 de setembro de 2005 Paginaldel
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Anexo 5 Matriz de identidade das sequéncias referéncia GenBank e as 13 amostras sequénciadas neste estudo
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Bovino/i

Seq-> Genoma BI1035 Bisao/ Cabra/A Bezerro/ Cabra/Al Bovino/ Sambar/ Alee/ Bisao/ Bovino/ Bovino/ 6414- 364-12 G251- 1398- G86-09 798-07/ 20428- 7983- G355- 24221- 8012- 8013- 25605~
Completo/EU /Ucrania- India- lemaha- ndia-2012 Parana- emanha- RN-2008 Alemanha Alemanh Alemanh Africa do Africa do 13 09 09 13 13 09 12 13 13 13
A-2007 1993 2012 2007 2012 2006 -2006 a-2007 a-2008 Sul-2005 Sul-2004
Genoma Completo/EUA-~ D 0,992 0,992 0,989 0,985 0,996 1,000 1,000 1,000 1,000 0,996 1,000 0,996 1,000 1,000 1,000 0,981 0,996 0,996 0,985 0,989 1,000 0,996 0,974 0,967 0,924
2007
BJ1035/Ucrania-1993 0,992 ID 1,000 0,996 0,992 0,989 0,992 0,992 0,992 0,992 0,989 0,992 0,989 0,992 0,992 0,992 0,989 0,989 0,989 0,992 0,981 0,992 0,989 0,967 0,960 0916
Bisdo/[ndia-2012 0,992 1,000 ID 0,996 0,992 0,989 0,992 0,992 0,992 0,992 0,989 0,992 0,989 0,992 0,992 0,992 0,989 0,989 0,989 0,992 0,981 0,992 0,989 0,967 0,960 0,916
Cabra/Alemaha-2007 0,989 0,996 0,996 ID 0,989 0,985 0,989 0,989 0,989 0,989 0,985 0,989 0,985 0,989 0,989 0,989 0,985 0,985 0,985 0,989 0,978 0,989 0,985 0,963 0,956 0,913
Bovino/[ndia-2012 0,985 0,992 0,992 0,989 ID 0,981 0,985 0,985 0,985 0,985 0,981 0,985 0,981 0,985 0,985 0,985 0,981 0,981 0,981 0,985 0,974 0,985 0,981 0,960 0,953 0,909
Bezerros/Parana-2012 0,996 0,989 0,989 0,985 0,981 D 0,996 0,996 0,996 0,996 0,992 0,996 0,992 0,996 0,996 0,996 0,978 0,992 0,992 0,981 0,985 0,996 0,992 0,971 0,963 0,920
Cabra/Alemanha-2006 1,000 0,992 0,992 0,989 0,985 0,996 D 1,000 1,000 1,000 0,996 1,000 0,996 1,000 1,000 1,000 0,981 0,996 0,996 0,985 0,989 1,000 0,996 0,974 0,967 0,924
Bovino/Rio Grande do 1,000 0,992 0,992 0,989 0,985 0,996 1,000 D 1,000 1,000 0,996 1,000 0,996 1,000 1,000 1,000 0,981 0,996 0,996 0,985 0,989 1,000 0,996 0,974 0,967 0,924
Norte- 2008
Sambar/Alemanha-2006 1,000 0,992 0,992 0,989 0,985 0,996 1,000 1,000 D 1,000 0,996 1,000 0,996 1,000 1,000 1,000 0,981 0,996 0,996 0,985 0,989 1,000 0,996 0,974 0,967 0,924
Alce/Alemanha-2007 1,000 0,992 0,992 0,989 0,985 0,996 1,000 1,000 1,000 ID 0,996 1,000 0,996 1,000 1,000 1,000 0,981 0,996 0,996 0,985 0,989 1,000 0,996 0,974 0,967 0,924
Bisdo/Alemanha-2008 0,996 0,989 0,989 0,985 0,981 0,992 0,996 0,996 0,996 0,996 D 0,996 0,992 0,996 0,996 0,996 0,978 0,992 0,992 0,981 0,985 0,996 0,992 0,971 0,963 0,920
Bovino/Aftica do Sul- 1,000 0,992 0,992 0,989 0,985 0,996 1,000 1,000 1,000 1,000 0,996 D 0,996 1,000 1,000 1,000 0,981 0,996 0,996 0,985 0,989 1,000 0,996 0,974 0,967 0,924
2005
Bovino/Aftica do Sul- 0,996 0,989 0,989 0,985 0,981 0,992 0,996 0,996 0,996 0,996 0,992 0,996 D 0,996 0,996 0,996 0,978 0,992 0,992 0,981 0,985 0,996 0,992 0,971 0,963 0,920
2004
6414-13/Restinga-Sdo 1,000 0,992 0,992 0,989 0,985 0,996 1,000 1,000 1,000 1,000 0,996 1,000 0,996 D 1,000 1,000 0,981 0,996 0,996 0,985 0,989 1,000 0,996 0,974 0,967 0,924
Paulo
364-12/Socorro- Sao 1,000 0,992 0,992 0,989 0,985 0,996 1,000 1,000 1,000 1,000 0,996 1,000 0,996 1,000 D 1,000 0,981 0,996 0,996 0,985 0,989 1,000 0,996 0974 0,967 0,924
Paulo
G251-09 1,000 0,992 0,992 0,989 0,985 0,996 1,000 1,000 1,000 1,000 0,996 1,000 0,996 1,000 1,000 D 0,981 0,996 0,996 0,985 0,989 1,000 0,996 0,974 0,967 0,924
1398-09 0,981 0,989 0,989 0,985 0,981 0,978 0,981 0,981 0,981 0,981 0,978 0,981 0,978 0,981 0,981 0,981 D 0,978 0,978 0,996 0,971 0,981 0,978 0,956 0,949 0,906
G86-09 0,996 0,989 0,989 0,985 0,981 0,992 0,996 0,996 0,996 0,996 0,992 0,996 0,992 0,996 0,996 0,996 0,978 D 0,992 0,981 0,985 0,996 0,992 0,971 0,963 0,920
798-07 0,996 0,989 0,989 0,985 0,981 0,992 0,996 0,996 0,996 0,996 0,992 0,996 0,992 0,996 0,996 0,996 0,978 0,992 D 0,981 0,985 0,996 0,992 0,971 0,963 0,920
20428-13 0,985 0,992 0,992 0,989 0,985 0,981 0,985 0,985 0,985 0,985 0,981 0,985 0,981 0,985 0,985 0,985 0,996 0,981 0,981 D 0,974 0,985 0,981 0,960 0,953 0,909
7983-13 0,989 0,981 0,981 0,978 0,974 0,985 0,989 0,989 0,989 0,989 0,985 0,989 0,985 0,989 0,989 0,989 0,971 0,985 0,985 0,974 D 0,989 0,985 0,971 0,963 0,927
G355-09 1,000 0,992 0,992 0,989 0,985 0,996 1,000 1,000 1,000 1,000 0,996 1,000 0,996 1,000 1,000 1,000 0,981 0,996 0,996 0,985 0,989 D 0,996 0,974 0,967 0,924
24221-12 0,996 0,989 0,989 0,985 0,981 0,992 0,996 0,996 0,996 0,996 0,992 0,996 0,992 0,996 0,996 0,996 0,978 0,992 0,992 0,981 0,985 0,996 D 0,971 0,963 0,927
8012-13 0,974 0,967 0,967 0,963 0,960 0,971 0,974 0,974 0,974 0,974 0,971 0,974 0,971 0,974 0,974 0,974 0,956 0,971 0,971 0,960 0,971 0,974 0,971 D 0,967 0,935
8013-13 0,967 0,960 0,960 0,956 0,953 0,963 0,967 0,967 0,967 0,967 0,963 0,967 0,963 0,967 0,967 0,967 0,949 0,963 0,963 0,953 0,963 0,967 0,963 0,967 D 0,924
25605-13 0,924 0916 0,916 0,913 0,909 0,920 0,924 0,924 0,924 0,924 0,920 0,924 0,920 0,924 0,924 0,924 0,906 0,920 0,920 0,909 0,927 0,924 0,927 0,935 0,924 D
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